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DESCRIPCION
Composiciones basadas en VAAr y métodos para tratar deficiencias de alfa-1 anti-tripsina
Campo de la invencion
La invencion se refiere a vectores basados en VAAr y composiciones Utiles para tratar enfermedades genéticas.
Antecedentes de la invencion

Numerosas enfermedades estidn asociadas a mutaciones heredades o somaticas. En muchos casos, estas
mutaciones estan presentes en las regiones de transcritos de genes, cuyos productos controlan importantes
funciones fisiolégicas que incluyen, por ejemplo, la expresion génica, la sefalizacion celular, la estructura de tejidos,
y el metabolismo y catabolismo de diversas biomoléculas. Las mutaciones en estos genes, que son a menudo
Unicamente cambios en un Unico nucleétido (por ejemplo, mutaciones interruptoras, mutaciones de aminoacido),
pueden tener efectos negativos sobre la expresion, estabilidad y/o funcidon del producto génico resultantes en
alteraciones en una o mas funciones fisiolégicas.

Se han identificado numerosas mutaciones diferentes en el gen de la alfa-1 antitripsina (AAT). AAT es una de las
anti-proteasas séricas primarias en circulacion en seres humanos. AAT inhibe varias serina proteinasas, siendo una
de las neutrofilo elastasas fisioldgicamente mas importantes, asi como la inhibicién de numerosas metaloproteinasas
y otras moléculas proinflamatorias y proapoptoticas. AAT se produce normalmente en hepatocitos y macréfagos,
donde las AAT derivadas de hepatocitos forman el volumen de la reserva fisiol6gica de AAT.

Aproximadamente un 4 % de las poblaciones de Norteamérica y Europa del Norte poseen al menos una copia de un
alelo mutante, conocido como PI*Z (Z-AAT) que es el resultado de una Unica sustitucion del aminoéacido lisina por
glutamato en la posicion 342 en la proteina madura (posicion 366 en la proteina precursora). En el estado
homaocigético, esta mutacién conduce a una grave deficiencia de AAT, y puede dar como resultado dos estados
patoldgicos distintos: una enfermedad pulmonar que es principalmente debida a la pérdida de la funcién
antiproteasa, y una enfermedad hepatica (presente en un grado significativo en aproximadamente un 10-15 % de
pacientes) debida a una ganancia toxica de la funcién de la proteina mutante Z-AAT.

Se han desarrollado productos clinicos de investigacion de terapia génica para el aumento del gen de la AAT como
potenciales tratamientos para la enfermedad pulmonar utilizando vectores viricos adenoasociados recombinantes
(VAAr). Los investigadores han aplicado también tecnologias genéticas en un esfuerzo para regular por defecto los
niveles del ARNm de AAT. Una solucién fue utilizar ribozimas de tipo cabeza de martillo disefiadas para escindir el
ARNm de AAT en un sitio especifico. Otra solucién implica el uso de la interferencia del ARN para disminuir los
niveles del transcrito de ARNm mutante.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a la materia sujeto como se define en las reivindicaciones 1, 14 y 15. Se consiguen
ventajas adicionales en las realizaciones indicadas mediante las reivindicaciones dependientes.

Se divulgan en el presente documento métodos mejorados basados en terapia génica para el tratamiento de
enfermedades genéticas. Se divulgan también en el presente documento composiciones mejoradas mediante terapia
génica y la metodologia relacionada para tratar enfermedades pulmonares y/o enfermedades hepaticas utilizando los
vectores viricos adenoasociados recombinantes. En algunas realizaciones, los métodos utilizan vectores basados en
VAAr (por ejemplo, VAAr9, VAAr2, VAArl) para aumentar la expresién de AAT. En algunas realizaciones, se
proporcionan composiciones y métodos para disminuir la expresion de la proteina Pi*Z mutante de AAT. En dichas
realizaciones, las composiciones y métodos son Utiles para detener y/o mejorar el dafio hepatocelular y otro dafio a
tejidos asociados a la AAT mutante.

De acuerdo con algunos aspectos de la invencién, las composiciones son Utiles para inactivar la proteina PiZ
aumentando al mismo tiempo los niveles de la proteina M-AAT (la proteina AAT natural). En algunas realizaciones,
se proporciona un vector no téxico de doble funcion que es capaz de inactivar Z-AAT aumentando a la vez M-AAT.
De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan métodos y composiciones para la expresion a largo plazo de
ARNm terapéuticos que utilizan la plataforma del virus adenoasociado recombinante (VAAr). En algunas
realizaciones, las composiciones y los métodos terapéuticos descritos en el presente documento se aprovechan de
la ruta del miARN alterando la secuencia de siembra de los miARN naturales para dirigirse al gen AAT endégeno. En
algunas realizaciones, los métodos son mas seguros y menos toxicos que las soluciones basadas en ARNhc.

Se divulgan también en el presente documento, composiciones basadas en VAAr y se proporcionan métodos que
dirigen simultaneamente agentes de silenciamiento hacia el higado para disminuir la expresion de Z-AAT y dirigir el
aumento de genes a otros sitios. Sin embargo, en algunas realizaciones, el higado es un tejido diana éptimo para el
aumento. En algunas realizaciones, se proporciona una soluciéon basada en un miARN para regular por defecto de
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manera estable Z-AAT en hepatocitos. En algunas realizaciones, la soluciéon permite el aumento simultaneo de
genes M-AAT a partir del mismo vector de administracion del gen de VAAr sin perturbacion grave del perfil del
miARN hepatico global. En algunas realizaciones, el vector especifico utilizado es un vector derivado de la capsida
de VAAr9 administrado sistémicamente. Se divulga también en el presente documento, que esta solucién tiene una
amplia utilidad en trastornos genéticos que se originan a partir de mutaciones dominantes negativas y mutaciones de
ganancia de funciones asi como para administrar miARN atrtificiales junto con genes terapéuticos.

Se divulga también en el presente documento, acidos nucleicos aislados proporcionados. En algunas realizaciones,
los acidos nucleicos aislados comprenden (a) una primera region que codifica uno o0 mas primeros miARN que
comprenden un &cido nucleico que tiene suficientes secuencias complementarias con un ARNm endégeno de un
sujeto para hibridarse e inhibir la expresion del ARNm endégeno, en el que el ARNm enddégeno codifica una primera
proteina; y (b) una segunda regién que codifica un ARNm exégeno que codifica una segunda proteina, en el que la
segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 85 % idéntica a la primera proteina, en el
qgue el uno o mas primeros MIARN no comprenden un acido nucleico que tiene suficientes secuencias
complementarias para hibridarse e inhibir la expresion del ARNm exdgeno, y en el que la segunda region se sitla en
una parte sin traducir de la segunda regién. En algunas realizaciones, la parte sin traducir es un intrén. Se divulga
también en el presente documento, que la primera regién esta entre el primer codon del ARNm exdégeno y 1000
nucleétidos en la direccion 5' del primer codén.

Se divulgan también en el presente documento, los acidos nucleicos aislados que comprenden (a) una primera
region que codifica uno o mas primeros miARN que comprende un acido nucleico que tiene suficientes secuencias
complementarias con un ARNm enddgeno de un sujeto para hibridarse e inhibir la expresion del ARNm enddgeno,
en el que el ARNm enddgeno codifica una primera proteina; y (b) una segunda regién que codifica un ARNm
exdgeno que codifica una segunda proteina, en el que la segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que
es al menos un 85 % idéntica a la primera proteina, en el que el uno o mas primeros miARN no comprenden un
acido nucleico que tiene suficientes secuencias complementarias para hibridarse e inhibir la expresién del ARNm
exdgeno, y en el que la primera regién se sitda en la direccién 3' de una parte de la segunda regién que codifica la
cola poliA del ARNm exdgeno.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos aislados comprenden ademas una tercera regiéon que codifica uno o
mas segundos miARN que comprenden un acido nucleico que tiene suficientes secuencias complementarias para
hibridarse e inhibir la expresién del ARNm enddgeno, en el que la tercera region se sitia en una parte no traducida
de la segunda region. En algunas realizaciones, la parte sin traducir es un intrén. En algunas realizaciones, la
primera region esta entre el ultimo codén del ARNm exdgeno y una posicion de 1000 nucledtidos en la direccion 3'
del Ultimo coddn. En algunas realizaciones, la tercera regién esta entre el primer codon del ARNm exdégeno y una
posicion de 1000 nucledtidos en la direccion 5' del primer codon.

En algunas realizaciones de los acidos nucleicos aislados, la primera regién codifica dos primeros miARN. En
algunas realizaciones, la primera regién codifica tres primeros miARN. En algunas realizaciones, la tercera region
codifica dos segundos mIiARN. En algunas realizaciones, la tercera region codifica tres segundos miARN. En
algunas realizaciones, uno 0 mas de los primeros miARN tienen la misma secuencia de acido nucleico que una o
mas de los segundos miARN. En algunas realizaciones, cada uno de los primeros miARN tiene la misma secuencia
de &cidos nucleicos que uno de los segundos miIARN. En algunas realizaciones, la segunda proteina tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a la primera proteina. En algunas realizaciones, la
segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la primera proteina. En
algunas realizaciones, la segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 98 % idéntica a
la primera proteina. En algunas realizaciones, la segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 99 % idéntica a la primera proteina. En algunas realizaciones, la segunda proteina tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 100 % idéntica a la primera proteina.

En algunas realizaciones de los acidos nucleicos aislados, la primera proteina es una proteina alfa l-antitripsina
(AAT). En algunas realizaciones, la proteina AAT es una proteina AAT humana. En algunas realizaciones, la
proteina AAT tiene una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 1 0 2 0 una 0 mas mutaciones de la misma
como se identifica en la Tabla 1, por ejemplo, la SEQ ID NO: 3 o 4. En algunas realizaciones, el primer ARNm
comprende un acido nucleico codificado por una secuencia que se muestra en las SEQ ID NOS: 5-16. En algunas
realizaciones, el uno o mas miARN tiene una secuencia de acido nucleico codificada por una secuencia procedente
del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 17-19 y 21-23. En algunas realizaciones de los acidos nucleicos
aislados, el ARNm exégeno tiene una o mas mutaciones silenciosas en comparacion con el ARNm endégeno. En
algunas realizaciones, el ARNm exdgeno tiene una secuencia de acido nucleico codificada por una secuencia que se
muestra en la SEQ ID NO: 20.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos aislados comprenden ademas repeticiones terminales invertidas (RTI)
de unos serotipos de VAA seleccionados entre el grupo que consiste en: VAAL, VAA2, VAA5, VAAG, VAAG.2, VAAY,
VAAS8, VAA9, VAA10, VAA1l y variantes de los mismos. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos aislados
comprenden ademas un promotor unido operativamente con la(s) region(es) que codifican el uno o mas primeros
mMiARN, el ARNm exdégeno, y/o el uno o mas segundos miARN. En determinadas realizaciones, el promotor es un
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promotor especifico de tejido. En determinadas realizaciones, el promotor es un promotor de la -actina.

Se divulgan también en el presente documento, los virus adenoasociados recombinantes (VAA) proporcionados que
comprenden cualquiera de los acidos nucleicos aislados divulgados en el presente documento. En algunas
realizaciones, los VAA recombinantes comprenden una o mas proteinas de la capsida de uno o mas serotipos de
VAA seleccionados entre el grupo que consiste en: VAAL, VAA2, VAA3, VAA4, VAA5, VAAG, VAAT, VAAS, VAA9,
VAA10, VAA1l y variantes de los mismos.

Se divulgan también en el presente documento, las composiciones proporcionadas que comprenden cualquiera de
los acidos nucleicos aislados divulgados en el presente documento. Se divulgan también en el presente documento,
las composiciones proporcionadas que comprenden cualquiera de los VAA recombinantes divulgados en el presente
documento. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden ademas un transportador farmacéuticamente
aceptable.

Se divulgan también en el presente documento, los kits proporcionados que comprende uno o0 mas recipientes que
alojan una composicién, un acido nucleico aislado o un VAAr divulgados en el presente documento. En algunas
realizaciones, los kits comprenden ademas instrucciones escritas para administrar un VAAr a un sujeto.

Se divulgan también en el presente documento, los métodos proporcionados para expresar la proteina alfa 1-
antitripsina (AAT). En algunas realizaciones, los métodos comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de
cualquier virus adenoasociado recombinante (VAAr) divulgado en el presente documento. En algunas realizaciones,
el VAAr se administra con un transportador farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones de los métodos, el sujeto tiene o se sospecha que tiene una deficiencia de alfa 1-
antitripsina. En determinadas realizaciones, el sujeto tiene una mutacién en un gen AAT. En determinadas
realizaciones, la mutacion codifica una proteina AAT mutante. En algunas realizaciones, los métodos comprenden
ademas determinar que el sujeto tiene la mutacidon. En determinadas realizaciones, la mutacion es una mutacion
relacionada en la Tabla 1. En determinadas realizaciones, la mutacién es una mutacién de aminoacido. En
determinadas realizaciones, la mutacion da como resultado una sustitucion de glutamato a lisina en la posicion 366
del aminoacido de acuerdo con la secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 3. En determinadas
realizaciones, la proteina AAT mutante fracasa en plegarse adecuadamente.

En algunas realizaciones de los métodos, la cantidad eficaz de VAAr el periodo es de 10*°, 10™, 10*?, 0 10™ copias
de genoma. En algunas realizaciones, la administracion se lleva a cabo por via intravascular, intravenosa, intratecal,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea o intranasal. En determinadas realizaciones, la administracién se lleva a
cabo mediante inyeccién en la vena porta hepatica.

En algunas realizaciones de los métodos, la administracion se lleva acabo ex vivo aislando células o tejido de un
sujeto, poniendo en contacto la célula o tejido con una cantidad eficaz de un VAAr, produciendo por tanto células o
tejidos, y administrando las células o los tejidos al sujeto. En determinadas realizaciones, el tejido es tejido adiposo.
En determinadas realizaciones, las células son citoblastos derivados de tejido adiposo. En algunas realizaciones, se
lleva a cabo la administracion de células transfectadas por via intravascular, intravenosa, intratecal, intraperitoneal,
intramuscular, subcutdnea o intranasal. En determinadas realizaciones, se lleva a cabo la administracion de células
transfectadas mediante el trasplante de células transfectadas en un tejido diana. En determinadas realizaciones, el
tejido diana es pulmén o higado.

En algunas realizaciones de los métodos, el sujeto es un raton, una rata, un conejo, un perro, un gato, una oveja, un
cerdo, un primate no humano o un ser humano. En determinadas realizaciones, el sujeto es un ser humano.

En algunas realizaciones de los métodos, tras la administracion del VAAr, se determina el nivel de expresion de la
primera proteina en el sujeto. En algunas realizaciones, tras la administracion del VAAr, se determina el nivel de
expresion de la segunda proteina en el sujeto. En algunas realizaciones, se lleva a cabo la administraciéon en dos o
mas ocasiones. En determinadas realizaciones, se determina el nivel de la primera proteina y/o el nivel de la
segunda proteina en el sujeto después de al menos una administracion.

En algunas realizaciones de los métodos, el nivel en suero de la primera proteina en el sujeto se reduce en al menos
un 85 % tras la administracion del VAAr. En algunas realizaciones, el nivel en suero de la primera proteina en el
sujeto se reduce en al menos un 90 % tras la administracion del VAAr. En algunas realizaciones, el nivel en suero de
la primera proteina en el sujeto se reduce en al menos un 95 % tras la administracion del VAAr. En algunas
realizaciones, el nivel en suero de la primera proteina en el sujeto se reduce en al menos un 85 % en 2 semanas tras
la administracion del VAAr. En algunas realizaciones, el nivel en suero de la primera proteina en el sujeto se reduce
en al menos un 90 % en 2 semanas tras la administracion del VAAr. En algunas realizaciones, el nivel en suero de la
primera proteina en el sujeto se reduce en al menos un 85 % en 4 semanas de administracién del VAAr. En algunas
realizaciones, tras 7 semanas de administracion del VAAr, el nivel en suero de la primera proteina esta a un nivel de
al menos un 50 % en comparacién con el nivel en sueros de la primera proteina antes de la administracion del VAAr.
En algunas realizaciones, tras 7 semanas de administracion del VAAr, el nivel en suero de la primera proteina esta a
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un nivel de al menos un 75 % en comparacién con el nivel en sueros de la primera proteina antes de la
administracion del VAAr.

En algunas realizaciones de los métodos, tras la administracion del VAAr se evalGa al menos un parametro del
resultado clinico asociado a la deficiencia de AAT en el sujeto. En algunas realizaciones, el al menos un parametro
del resultado clinico evaluado tras la administracion del VAAr se compara con el al menos un parametro del
resultado clinico determinado antes de la administracién del VAAr para determinar la eficacia del VAAr, en el que al
menos una mejora en el parametro del resultado clinico tras la administracion del VAAr indica la eficacia del VAAr.
En algunas realizaciones, el parametro del resultado clinico se selecciona entre el grupo que consiste en: niveles en
suero de la primera proteina, niveles en suero de la segunda proteina, presencia de glébulos de AAT intracelulares,
presencia de foci inflamatorios, capacidad respiratoria, capacidad de toser, produccion de flema, frecuencia de
resfriado de pecho o neumonia, y tolerancia para el ejercicio. En algunas realizaciones, se evallan los glébulos de
AAT intracelulares o los foci inflamatorios en tejido pulmonar o tejido hepatico.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Comparacion de ARNhc y miARN mediados por inactivacién de AAT humana. Se transfectaron
simultaneamente células HEK-293 con el plasmido Z-AAT humano y cualquier de un plasmido que expresa 3
ARNhc anti-AAT de un promotor U6 o un plasmido que expresa 3 miARN anti-AAT de un promotor hibrido de la
beta actina de pollo. (a) Se recogieron los medios de cultivo a las 24, 48 y 72 horas y se analizaron para la
concentracion de AAT mediante ELISA. (b) A las 72 horas se recogieron y se lisaron para la concentracion de
AAT mediante ELISA. *<0,05 como se determin6 mediante un test de la t de student bilateral sin emparejar.
Figura 2 silenciamiento in vivo AAT humano mediante los miARN expresados por VAAr9. Se inyectaron ratones
transgénicos que expresaban el alelo PiZ humano con 5x10™ particulas de vector o VAAr9 que expresaba los
miARN frente AAT bajo el control del promotor hibrido de la beta-actina de pollo mediante la vena de la cola. Se
recogieron los sueros de cada cohorte semanalmente y se utilizaron para evaluar la concentracion de Z-AAT
mediante ELISA. Se expresaron los datos como promedios de grupo + SEM (n=6).

Figura 3 Histologia del higado de ratones transgénicos PiZ 5 semanas después de la administracion de VAAr9.
Los higados de ratones que recibieron vectores VAAr9 con controles de miARN y GFP se fijaron con formalina y
se tifieron para la AAT o con un ensayo PAS-D. Las secciones de higados de ratones se tifieron utilizando un
anticuerpo dirigido contra AAT humana de un ratén tratado con (a) 3XmiR intrénicoso (b) controles de GFP.
Secciones de higado de ratdon se tifieron con un ensayo de acido de Schiff periddico resistente a diastasa
procedente (e y f) de 3XmiR intrénicos o (c y d) controles de GFP. (g) Se llevé a cabo el analisis cuantitativo de
imagenes pixeladas de secciones de higado completas comparando los recuentos de pixeles de los globulos
positivos para PASD en controles GFP (N=7) con los recuentos de pixeles de los glébulos positivos para PASN
en 3XmiR (N=7) intrénicos.

Figura 4 Optimizacion In vivo de la administracion de miARN de anti-AAT en vectores VAAr9. Se inyectaron
ratones transgénicos que expresaban el alelo PiZ humano con 5x10" particulas de vector o VAAr9 que
expresaba los miARN frente AAT bajo el control del promotor hibrido de la beta-actina de pollo mediante la vena
de la cola. Se recogieron los sueros de cada cohorte semanalmente y se utilizaron para evaluar la concentracion
de Z-AAT mediante ELISA.

Figura 5 RT-PCR cuantitativa para miARN artificial in vivo. Se utilizé el ARN total de higados de ratén para
evaluar la presencia de 3 miARN artificiales anti-AAT procedentes de ratones que recibieron vectores de miARN-
VAAr9. *<0,05 como se determind mediante un test de la t de student bilateral sin emparejar.

Figura 6 silenciamiento a largo plazo in vivo de AAT humano mediante los miARN expresados por VAAr9. Se
inyectaron ratones transgénicos que expresaban el alelo PiZ humano con 1x1012 particulas de vector o VAAr9
gue expresaba los miARN frente a AAT bajo el control del promotor hibrido de la beta-actina de pollo mediante la
vena de la cola. (a) Se recogieron los sueros de cada cohorte semanalmente y se utilizaron para evaluar la
concentracion de Z-AAT mediante ELISA. (b) se analizaron las AAT procedentes de los lisados de higados de
ratones mediante inmunotransferencia tras la separacion monomérica y polimérica. Las Z-AAT de 52 kDa
procedian de los higados procesados y separados en un combinado de mondémeros y polimeros. Se llevé a cabo
el analisis densitométrico de los combinados (c) monomeéricos y (d) poliméricos utilizando el software Image J. Se
utilizaron los valores iniciales de los sueros y aquellos recogidos dos semanas después de la administracion de
VAAr9 para analizar la funcion hepéatica como se determind mediante la concentracion de (e) ALT y (f) AST. Se
expresaron los datos como promedios de grupo + SEM. *<0,05 como se determind mediante un test de la t de
student bilateral sin emparejar, comparando las cohortes de VAAr9 frente al valor inicial.

Figura 7 Evaluacion in vitro del plasmido provirico de doble funcién. Se transfectaron simultdneamente células
HEK-293 con el plasmido Z-AAT humano y cualquiera del plasmido doble-6XmiR-CB-AAT, un control de GFP o
PBS. Se procesaron células para la determinacion del ARN a las 72 horas y se analizaron para la determinacion
de (a) PiZ-ARNm o (b) PiM ARNm con la gRT-PCR. Se expresaron los datos como promedios de grupo + SEM
(n=6). *<0,05 como se determind mediante un test de la t de student bilateral sin emparejar.

Figura 8 Inactivacion in vivo de Z-AAT con aumento simultdneo de M-AAT tras la administracion del vector
VAAr9 de doble funcion. Se inyectaron ratones transgénicos que expresaban el alelo PiZ humano con 1x10*
particulas de vector o VAAr9 que expresaba los miARN frente a AAT y un ADNc de M-AAT natural etiquetado
con cMyc dirigido a de bajo el control del promotor hibrido de la beta-actina de pollo mediante la vena de la cola.
(a) Se recogieron los sueros de cada cohorte semanalmente y se utilizaron para evaluar la concentracién de Z-
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AAT mediante ELISA especifico de Z-AAT y los niveles de M-AAT mediante ELISA de CMyc. Se utiliz6 el ARN
total de los higados de ratones para evaluar la presencia de cualquiera de (b) ARNm de Z-AAT o (c) ARNm de
M-AAT mediante gRT-PCR. Se expresaron los datos como promedios de grupo + SEM (n=6). *<0,05 como se
determin6é mediante un test de la t de student bilateral sin emparejar.

Figura 9 El miARN tiene minimo impacto sobre los perfiles hepaticos del miARN endégeno. Se recogié ARN
hepatico 3 meses después de la administracion de los animales inyectados con los siguientes vectores: 3XmiR-
GFPintrénico, PoliA-3XmiR-GFP, Doble-6XmiR-GFP, Se utilizaron CB-GFP junto con la forma de ARN de
ratones PiZ sin tratar y ratones C57B16 silvestres para analizar una micromatriz de miARN. Cada grupo consistio
en 5 muestras de ARN de raton y se analiz6 de forma independiente con una Unica micromatriz de color (Cy5).

Descripcion detallada de determinadas realizaciones de la invencion

Se divulgan en el presente documento composiciones mejoradas mediante terapia génica y los métodos
relacionados para tratar deficiencias de alfa-1 antitripsina (AAT denominado también algunas veces SERPINAL)
utilizando los vectores viricos adenoasociados recombinantes (VAAr). En algunas realizaciones, se proporciona un
vector no téxico de doble funciéon que es capaz de inactivar AAT mutante aumentando a la vez la expresion de la
AAT natural. Los vectores basados en VAAr y los métodos relacionados proporcionan una expresién a largo plazo
de los miARN terapéuticos y la expresion de la proteina natural. De acuerdo con otros aspectos, se proporcionan
composiciones y métodos basados en VAAr que dirigen simultdneamente agentes de silenciamiento hacia el higado
para disminuir la expresion de Z-AAT y dirigir la expresion génica en otros sitios (por ejemplo, tejido pulmonar). En
algunas realizaciones, se proporcionan composiciones y métodos que son Utiles para tratar la deficiencia de AAT
inactivando la proteina PiZ (una proteina AAT mutante) aumentando al mismo tiempo a la vez los niveles de la
proteina M-AAT (la proteina AAT natural). Se apreciara que las soluciones terapéuticas basadas en VAAr divulgadas
en el presente documento pueden aplicarse a otros trastornos genéticos de ganancia de funciones o dominantes
negativos tales como la enfermedad de Huntington, que anteriormente no han sido adecuados para una solucién de
terapia génica de vector Unico.

Determinados vectores de VAAR proporcionados en el presente documento incorporan secuencias de miARN que
se dirigen al gen AAT impulsando a la vez le expresion reforzada del gen AAT natural (un gen AAT natural que no
esta dirigido por el miARN), consiguiendo de esta manera la inactivacion simultanea de la AAT mutante, por ejemplo,
en el higado, con una expresion aumentada de la AAT natural. En un ejemplo, se inyectaron ratones transgénicos
que expresan el alelo PiZ humano con los vectores del control o los vectores VAAr9 de doble funcién que expresan
los mIARN y un gen AAT reforzado con una etiqueta cMyc. En este ejemplo, los niveles de PiZ en suero se
inactivaron consistentemente en un promedio del 80 % de los niveles de los valores iniciales siendo la inactivacién
estable y persistente durante un periodo de 13 semanas. En un ejemplo, las cohortes que recibieron los vectores de
doble funcién presentaron la inactivacion de PiZ AAT secretando a la vez niveles crecientes en suero de la AAT
natural como se determind mediante ELISA especificos de PiZ y PiM. En este ejemplo, la histologia del higado
desveld6 una acumulacion globular significativamente disminuida de PiZ AAT plegados incorrectamente en
hepatocitos junto con una reduccion en las infiltraciones inflamatorias cuando se compararon con los controles.

En un ejemplo, los perfiles de expresion globales del miARN del higado fueron minimamente afectados por los
mMiARN artificiales administrados mediante el VAAr, mostrando solo unos pocos miARN diferencias estadisticamente
significativas. En un ejemplo, se observo una diferencia en miR-1 que se redujo en los ratones PiZ transgénicos que
recibieron vectores VAAr a los niveles normales que se observan en ratones B6 naturales. En un ejemplo, los niveles
de miR-122 no se vieron afectados en todos los ratones que recibieron VAAR que expresaban miARN que se dirigia
al gen AAT. En consecuencia, en algun ejemplo, los vectores VAAr de doble funcién son eficaces en la inactivacion
de PIZ AAT aumentando simultdneamente a la vez la AAT natural sin perturbar los perfiles hepaticos del miARN
enddgeno.

Deficiencia de alfa-1 antitripsina

La alfa-1 antitripsina (AAT), conocida también en la técnica como inhibidor de la serpina peptidasa, clado A
(SERPINA1), es una proteina que funciona como un inhibidor de la proteinasa (proteasa). la AAT se produce
principalmente en el higado, pero funciona en los pulmones y el higado, principalmente. Tal como se usa en el
presente documento, el término, "deficiencia de alfa-1 antitripsina" se refiere a una dolencia resultante de una
deficiencia de la AAT funcional en un sujeto. En algunas realizaciones, un sujeto que tiene una deficiencia de AAT
produce cantidades insuficientes de alfa-1 antitripsina. En algunas realizaciones, un sujeto que tiene una deficiencia
de AAT produce una AAT mutante. En algunas realizaciones, cantidades insuficientes de AAT o la expresion de AAT
mutante dan como resultado un dafo al pulmén y/o el higado de un sujeto. En algunas realizaciones, la deficiencia
de AAT conduce a enfisema y/o enfermedad hepatica. Normalmente, las deficiencias de AAT son el resultado de
uno o mas defectos genéticos en el gen AAT. El uno o mas defectos pueden estar presentes en una 0 mas copias
(por ejemplo, alelos) del gen AAT en un sujeto. Normalmente, Las deficiencias de AAT son mas comunes entre los
europeos Yy los norteamericanos descendientes de europeos. Sin embargo, se pueden encontrar deficiencias de AAT
también en sujetos de diferentes descendientes.

Los sujetos (por ejemplo, sujetos adultos) con graves deficiencias de AAT es probable que desarrollen enfisema. El
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inicio del enfisema se produce a menudo antes de los 40 afios en sujetos que tienen deficiencias de AAT. El
tabaquismo puede aumentar el riesgo de enfisema en sujetos que tienen deficiencias de AAT. Los sintomas de
deficiencias de AAT incluyen insuficiencia respiratoria, con y sin esfuerzo, y otros sintomas cominmente asociados a
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Otros sintomas de deficiencias de AAT incluyen sintomas de
enfermedad hepatica grave (por ejemplo, cirrosis), pérdida de peso no intencionada, y sibilancias. Un examen fisico
puede desvelar un térax en tonel, sibilancias, o disminucion de los sonidos respiratorios en un sujeto que tiene una
deficiencia de AAT.

Las siguientes pruebas ilustrativas pueden ayudar con el diagndstico de un sujeto que tiene una deficiencia de AAT:
una prueba de alfa-1 antitripsina en sangre, examen de los gases de la sangre arterial, una radiografia de térax, una
TC del térax, una prueba genética, y una prueba de la funcién pulmonar. En algunos casos, un sujeto que tiene o se
sospecha que tiene una deficiencia de AAT se somete a una prueba genética para detectar la presencia de una o
mas mutaciones en el gen AAT. En algunas realizaciones, una o mas de las mutaciones relacionadas en la Tabla 1
se detectan en el sujeto.

En algunos casos, un médico puede sospechar que un sujeto tiene una deficiencia de AAT si el sujeto tiene
enfisema en una edad temprana (por ejemplo, antes de los 45 afios), un enfisema sin haber fumado nunca o sin
haber estado expuesto a toxinas, enfisema con antecedentes familiares de una deficiencia de AAT, enfermedad
hepética o hepatitis cuando no se pueden encontrar otra causa, enfermedad hepatica o hepatitis y antecedentes
familiares de deficiencia de AAT.

En algunas realizaciones, la deficiencia de alfa-1 antitripsina puede dar como resultado dos tipos distintos de
patologias: una enfermedad pulmonar que es principalmente debida a la pérdida de la funcion antiproteasa, y una
enfermedad hepatica debida a una ganancia de funciones toxicas de la proteina AAT mutante (por ejemplo PiZ-AAT
mutante). Por ejemplo, debido a que el mutante AAT-PiZ presenta una toxicidad hepatocelular por ganancia de
funciones que se acumula en el reticulo endoplasmico, los tratamientos dirigidos a disminuir los niveles del ARNm de
AAT-PiZ pueden mejorar o incluso invertir la patologia del higado. Ademas, la secrecién aumentada de la proteina
AAT funcional protege los pulmones de la neutréfilo elastasa y de las enzimas proteoliticas asociadas. Los
solicitantes han desarrollado algunos vectores VAAr que proporcionan la administracion de microARN dirigidos
contra la AAT mutante, en el mismo casete provirico que un gen que codifica la AAT natural. En algunas
realizaciones, los microARN se administran utilizando vectores de VAAr que se han utilizando anteriormente en
ensayos clinicos.

Acidos nucleicos aislados

En general, la invencion proporciona acidos nucleicos aislados, que pueden ser vectores de VAAr, Utiles para tratar
una enfermedad genética. Los &acidos nucleicos aislados comprende una o mas regiones que codifican uno o mas
ARN inhibidores que se dirigen a un ARNm enddgeno de un sujeto. Los acidos nucleicos aislados comprenden
también normalmente una o mas regiones que codifican uno o mas ARNm exdégenos. La(s) proteina(s) codificada(s)
por los uno o0 mas ARNm exdgeno(s) puede ser diferente 0 no en la composicion de la secuencia de la(s) proteina(s)
codificada(s) por los uno o mas ARNm endégeno(s). Por ejemplo, los uno o0 mas ARN enddgenos pueden codificar
una version natural y una version mutante de una proteina concreta, tal como puede ser el caso cuando un sujeto es
heterocig6tico para una mutacion concreta, y el ARNm exdgeno puede codificar un ARNm natural de la misma
proteina concreta. En este caso, normalmente, la secuencia del ARNm exdgeno y el ARNm endégeno que codifican
la proteina natural son suficientemente diferentes de tal manera que el ARNm exdgeno no esta dirigido por el uno o
mas ARN inhibidores. Esto puede lograrse, por ejemplo, introduciendo una o mas mutaciones silenciosas en el
ARNmM exogeno de tal manera que codifique la misma proteina que el ARNm enddgeno pero tenga una secuencia
de acido nucleico diferente. En este caso, el ARNm exdgeno puede denominarse "reforzado”. Como alternativa, el
ARN inhibidor (por ejemplo, miARN) puede dirigirse a las regiones 5' y/o 3' no traducidas del ARNm enddgeno. Estas
regiones 5' y/o 3' pueden a continuacién eliminarse o sustituirse en el ARNm exdgeno de tal manera que el ARNm
exdgeno no esté dirigido por el uno o mas ARN inhibidores.

En otro ejemplo, los uno o mas ARN enddgenos pueden codificar solo versiones mutantes de una proteina concreta,
tal como puede ser el caso cuando un sujeto es homocig6tico para una mutaciéon concreta, y el ARNm exdgeno
puede codificar un ARNm natural de la misma proteina concreta. En este caso, la secuencia del ARNm exdégeno
puede reforzarse como se ha descrito anteriormente, o los uno o mas ARN inhibidores pueden disefarse para
discriminar el ARNm end6geno mutado procedente del ARNm exdgeno.

En algunos casos, los acidos nucleicos aislados comprenden una primera region que codifica uno o mas primeros
miARN inhibidores (por ejemplo, miARN) que comprenden un &cido nucleico que tiene suficientes secuencias
complementarias con un ARNm enddgeno de un sujeto para hibridarse e inhibir la expresion del ARNm enddgeno,
en el que el ARNm enddgeno codifica una primera proteina. Los acidos nucleicos incluyen también normalmente una
segunda regién que codifica un ARNm exdgeno que codifica una segunda proteina, en el que la segunda proteina
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 85 % idéntica a la primera proteina, en el que los uno o
mas ARN inhibidores no comprenden un &cido nucleico que tiene suficientes secuencias complementarias para
hibridarse e inhibir la expresion del ARNm exdgeno. Se divulga también en el presente documento, que la primera
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regién puede situarse en cualquier localizacion adecuada. La primera region puede situarse en una parte no
traducida de la segunda region. Se divulga también en el presente documento, que la primera regiéon puede situarse
en cualquier parte no traducida del acido nucleico, incluyendo, por ejemplo, un intrén, una region 5' o 3' no traducida,
etc.

Como se divulga también en el presente documento, puede ser deseable situar la primera regién en la direccién 5'
del primer codon del ARNm exdgeno. Por ejemplo, la primera region puede situarse entre el primer codon del ARNm
exdgeno y 2000 nucledtidos en la direccion 5' del primer codén. La primera region puede situarse entre el primer
codon del ARNm exégeno y 1000 nucledtidos en la direccion 5' del primer codén. La primera region puede situarse
entre el primer codén del ARNm exdgeno y 500 nucleétidos en la direccion 5' del primer coddn. La primera region
puede situarse entre el primer codén del ARNm exdgeno y 250 nucleétidos en la direccion 5' del primer codén. La
primera regiéon puede situarse entre el primer codén del ARNm exdgeno y 150 nucledtidos en la direccién 5' del
primer codén.

Se divulga también en el presente documento, que la primera region puede situarse en la direccién 3' de una parte
de la segunda region que codifica la cola poli-A del ARNm exdgeno. La primera regién puede estar entre el Ultimo
codoén del ARNm exdgeno y una posicion de 2000 nucleétidos en la direccién 3' del dltimo coddn. La primera region
puede estar entre el Ultimo coddén del ARNm exdgeno y una posicion de 1000 nucleétidos en la direccion 3' del
Gltimo codoén. La primera regién puede estar entre el ultimo codén del ARNm exdégeno y una posicion de 500
nucleétidos en la direccion 3' del dltimo codon. La primera regién puede estar entre el Ultimo codén del ARNm
exogeno y una posicion de 250 nucledtidos en la direccion 3' del dltimo coddn. La primera regiéon puede estar entre
el tltimo coddén del ARNm exdgeno y una posicién de 150 nucledtidos en la direccion 3' del Gltimo codén.

El &cido nucleico puede comprender también una tercera region que codifica uno o mas segundos ARN inhibidores
(por ejemplo, miARN) que comprenden un acido nucleico que tiene suficientes secuencias complementarias para
hibridarse e inhibir la expresion del ARNm endégeno. Como con la primera region, la tercera region puede situarse
en cualquier localizacion adecuada. Por ejemplo, la tercera regién puede situarse en una parte no traducida de la
segunda regién, incluyendo, por ejemplo, un intrén, una regién 5' o 3' no traducida, etc. la tercera region puede
situarse en la direccion 5' de una parte de la segunda regioén que codifica el primer codén del ARNm exdgeno. La
tercera region puede situarse en la direccién 3' de la segunda regién que codifica la cola poli-A del ARNm exégeno.
En algunos casos, cuando la primera regién se sitta en la direcciéon 5' del primer codén, la tercera region se sitla en
la direccién 3' de la parte de la segunda regién que codifica la cola poli-A del ARNm exdgeno, y viceversa.

En algunos casos, la primera region y las terceras regiones codifican el mismo conjunto de uno 0 mas ARN
inhibidores (por ejemplo, miARN). En otros casos, la primera region y la tercera regiones codifican un conjunto
diferente de uno o mas ARN inhibidores (por ejemplo, miARN). En algunos casos, los uno o mas ARN inhibidores
(por ejemplo, miARN) codificados en la primera regién diana se dirigen a uno o mas de los mismos genes que los
uno o mas ARN inhibidores (por ejemplo, miARN) codificados por la tercera region. En algunos casos, los uno o mas
ARN inhibidores (por ejemplos, miARN) codificados por la primera regién no se dirigen a cualquiera de los mismos
genes que los uno o mas ARN inhibidores (por ejemplo, miARN) codificados por la tercera regién. Debe apreciarse
que los ARN inhibidores (por ejemplo, miARN) que se dirigen a un gen tienen suficiente complementariedad con el
gen para unirse e inhibir la expresion (por ejemplo, mediante degradacion o inhibicién de la traduccion) del miARN
correspondiente.

La primera y la tercera regiones pueden codificar también un nimero diferente de ARN inhibidores (por ejemplo,
miARN). Por ejemplo, la primera region y la tercera regiones pueden codificar de forma independiente 1, 2, 3, 4, 5, 6
0 mas ARN inhibidores (por ejemplo, miARN). La primera y la tercera regiones no se limitan a comprometer un ARN
inhibidor concreto cualquiera, y pueden incluir, por ejemplo, un miARN, un ARNhc, un ARN TuD, una esponja de
microARN, un ARN de sentido contrario, una ribozima, un aptamero, u otro ARN inhibidor adecuado. En algunos
casos, la primera region y/o la tercera regién comprende uno o0 mas miARN. Los uno o0 mas miARN pueden
comprender una secuencia de acido nucleico codificada por una secuencia seleccionada entre el grupo que consiste
en las SEQ ID NOS: 17-19 y 21-23.

Tal como se divulga en el presente documento, la segunda proteina tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 85 % idéntica a la primera proteina. En consecuencia, la segunda proteina puede tener una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 88 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos un 99 %
0 mas idéntica a la primera proteina. En algin caso, la segunda proteina difiere de la primera proteina en 1, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8,9, 10 o mas aminoacidos. En algunos casos, una 0 mas de las diferencias entre la primera proteina y la
segunda proteina son las sustituciones conservativas de aminoacidos. Como se usa en el presente documento, una
"sustitucion conservativa de aminoacidos" se refiere a una sustitucion de aminoacidos que no altera la carga relativa
o las caracteristicas de tamafio de la proteina en la que se realiza la sustitucién del aminoacido. Se pueden preparar
variantes de acuerdo con los métodos para alterar la secuencia polipeptidica conocida por una persona normalmente
experta en la materia tal como se encuentras en las referencias que compilan dichos métodos. Las sustituciones
conservativas de aminoacidos incluyen sustituciones realizadas entre aminoacidos en los siguientes grupos: (a) M, I,
L,V,;b)F Y, W; (@)K R H;(d)A G;(e)S, T, (f) Q, N;y(g) E, D. Por consiguiente, las sustituciones conservativas
de aminoéacidos pueden proporcionar variantes funcionalmente equivalentes, u homoélogos de una proteina
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endogena.

Debe apreciarse que en algunos casos, la segunda proteina puede ser una proteina marcadora (por ejemplo, una
proteina fluorescente, una proteina de fusién, una proteina etiquetada, etc.). Dichas construcciones pueden ser
utiles, por ejemplo, para estudiar la distribucion de las proteinas codificadas en una célula o en un sujeto y son
también Utiles para evaluar la eficacia del direccionamiento y la distribucion de VAAr en un sujeto.

En algunas realizaciones de los acidos nucleicos aislados, la primera proteina es una proteina alfa l-antitripsina
(AAT). Se proporciona una secuencia ilustrativa de una AAT natural en la SEQ ID NO: 1 o 2. En consecuencia, en
algunos casos, el ARNm enddgeno puede comprender la secuencia de ARN especificada por la secuencia que se
muestra en la SEQ ID NO: 5. EI ARNm endégeno puede comprender la secuencia de ARN que se especifica por una
cualquiera de las secuencias que se muestran en las SEQ ID NOS: 6-16. En algunos casos, la proteina AAT es una
proteina AAT humana. La proteina AAT puede tener una secuencia como la que se muestra en la SEQ ID NO: 1 0 2
0 una o mas mutaciones de la misma como se identifica en la Tabla 1, por ejemplo, la SEQ ID NO: 3 0 4. El ARNm
exogeno puede tener una o mas mutaciones silenciosas en comparacion con el ARNm endégeno. EI ARNm
exogeno puede comprender la secuencia de ARN especificada por la secuencia que se muestra en la SEQ ID NO:
20. La secuencia de ARNm exdgeno puede codificar o no una etiqueta peptidica (por ejemplo, una etiqueta myc, una
etiqueta his, etc.) unida a la proteina codificada. A menudo, en una construccion utilizada con propésitos clinicos, la
secuencia de ARNm exdgeno no codifica una etiqueta peptidica unida a la proteina codificada.

Como se describe adicionalmente a continuacion, los acidos nucleicos aislados pueden comprender repeticiones
terminales invertidas (RTI) de unos serotipos de VAA seleccionados entre el grupo que consiste en: VAAL, VAA2,
VAAS, VAAG, VAAGB.2, VAA7, VAAS, VAA9, VAA10, VAALL y variantes de los mismos. Los acidos nucleicos aislados
pueden incluir también un promotor unido operativamente con los uno o mas ARN inhibidores, el ARNm exdgeno,
y/o el uno o mas segundos ARN inhibidores. ElI promotor puede ser un promotor especifico de tejido, un promotor
constitutivo o un promotor inducible.

Tabla 1: Mutaciones en la AAT humana - Ingrese la ID del gen: 5265

posicion posicion id del cluster Funcién alelo resto posicion posicion
94844794 1822 rs78787657 g‘:ﬁ?}‘(’)‘;’ggf A Lys [K] 1 417
reteroncia c | eh@ | 1 a7
94844797 1819 rs3191200 ’;‘;ﬁ?ﬁ)‘gggg c Pro [P] 1 416
referoncia A | Thrm 1 416
94844842 1774 rs17850837 Z;ﬁiﬁ,‘g&gf A Lys [K] 1 401
eteroncia c | eh@ | 1 401
04844843 1773 rs1303 g‘:ﬁ?}‘(’)‘;’ggf c Asp [D] 3 400
fgf”et;gﬁg: A Glu [E] 3 400
94844855 1761 rs13170 sinénimo T Phe[F] 3 396
s | o |mem | o | o
94844866 1750 rs61761869 g‘:ﬁ?}‘(’)‘;’ggf T Ser [S] 1 393
fgggﬂcdi: c Pro [P] 1 393
94844887 1729 rs12233 g‘:ﬁ?}‘(’)‘;’ggf T Ser [S] 1 386
contigo de C Pro [P] 1 386
94844912 1704 rs28929473 Z;ﬁiﬁ,‘g&gf T Phe [F] 3 377
contigo de A Leu L] 3 377
94844926 1690 rs12077 g‘:ﬁ?}‘(’)‘;’ggf T Trp (W] 1 373
reteroncia G | eyl | 1 373
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94844942 1674 rs1050520 sinénimo G Lys [K] 3 367
contigo de A Lys [K] 3 367
referencia

94844947 1669 1s28929474 mutacion de A Lys [K] 1 366
aminoacido
cdntigo de G Glu [E] 1 366
referencia

94844954 1662 rs1050469 sinénimo G Thr [T] 3 363
contigo de c Thr [T] 3 363
referencia

94844957 1659 rs1802961 sinénimo T Leu [L] 3 362
cdntigo de G Leu [L] 3 362
referencia

94844959 1657 rs1131154 mutacion de A Met [M] 1 362
aminoacido
contigo de c Leu [L] 1 362
referencia

94844960 1656 rs13868 sinénimo A Val [V] 3 361
coéntigo de
referencia G val[V] 3 361

94844961 1655 rs1131139 mutacion de c Ala [A] 2 361
aminoacido
contigo de
referencia T val [V] 2 361

94844962 1654 rs72555357 | desplazamiento del 1 361

marco
coéntigo de
referencia G val[V] 1 361

94844965 1651 rs1802959 mutacion de A Thr [T] 1 360
aminoacido
cdntigo de G Ala [A] 1 360
referencia

94844972 1644 rs10427 sinénimo C val [V] 3 357
coéntigo de
referencia G val [V] 3 357

94844975 1641 rs9630 sinénimo T Ala [A] 3 356
contigo de c Ala [A] 3 356
referencia

94844977 1639 rs67216923 | desplazamiento del 1 356

marco
desplazamiento del (15pb) 1 356
marco
contigo de G Ala [A] 1 356
referencia
94845814 1625 rs72555374 | desplazamiento del 2 351
marco
contigo de T Leu [L] 2 351
referencia

94845845 1594 rs28929471 mutacion de A Asn [N] 1 341

aminoacido
cdntigo de G Asp [D] 1 341
referencia

94845893 1546 rs1802962 mutacion de T Cys [C] 1 325

aminoacido
cdntigo de A Ser [S] 1 325
referencia

94845902 1537 rs55704149 mutacion de T Tyr[Y] 1 322

aminoacido
contigo de G Asp [D] 1 322
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referencia
94845914 1525 rs117001071 mutacion de T Ser [S] 1 318
aminoacido
contigo de A Thr [T] 1 318
referencia
94845917 1521 rs35624994 des"'arzna;?éimo del Ser [S] 3 316
desplazamiento del c Ser[s] 3 316
marco
contigo de CA Ser[s] 3 316
referencia
94847218 1480 rs1802963 mutacion T xxx [X] 1 303
finalizadora
cdntigo de G Glu [E] 1 303
referencia
94847262 1436 rs17580 mutacion de T val [V] 2 288
aminoacido
cdntigo de A Glu [E] 2 288
referencia
94847285 1413 rs1049800 sinénimo C Asp [D] 3 280
contigo de T Asp [D] 3 280
referencia
94847306 1392 rs2230075 sinénimo T Thr [T] 3 273
contigo de c Thr [T] 3 273
referencia
94847351 1347 rs34112109 sinénimo A Lys [K] 3 258
cdntigo de G Lys [K] 3 258
referencia
94847357 1341 rs8350 mutacion de G Trp [W] 3 256
aminoacido
cdntigo de T Cys [C] 3 256
referencia
94847386 1312 128929470 mutacion de T Cys [C] 1 247
aminoécido
contigo de c Arg [R] 1 247
referencia
94847407 1291 rs72552401 mutacion de A Met [M] 1 240
aminoécido
coéntigo de
referencia G val [V] 1 240
94847415 1283 rs6647 mutacion de c Ala [A] 2 237
aminoacido
contigo de
referencia T val [V] 2 237
94847452 1246 rs11558264 mutacion de C GIn[Q] 1 225
aminocido
contigo de A Lys [K] 1 225
referencia
94847466 1232 rs11558257 mutacion de T lle [1] 2 220
aminoécido
cdntigo de G Arg [R] 2 220
referencia
94847475 1223 rs11558265 mutacion de C Thr [T] 2 217
aminoacido
contigo de A Lys [K] 2 217
referencia
94849029 1119 rs113813309 sinénimo T Asn [N] 3 182
cdntigo de c Asn [N] 3 182
referencia
94849053 1095 rs72552402 sinénimo T Thr [T] 3 174
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coéntigo de

referencia c Thr[T] 174

94849061 1087 rs112030253 mutacion de A Arg [R] 172
aminoacido

cdntigo de G Gly [G] 172
referencia

94849109 1039 rs78640395 mutacion T xxx [X] 156
finalizadora

contigo de G Glu [E] 156
referencia

94849140 1008 rs11558263 mutacion de A Arg [R] 145
aminoacido

cdntigo de c Ser [S] 145
referencia

94849151 997 rs20546 sinénimo T Leu [L] 142

contigo de c Leu [L] 142
referencia

94849160 088 rs11558261 mutacion de A Ser [S] 139
aminoacido

cdntigo de G Gly [G] 139
referencia

04849201 947 rs709932 mutacion de A His [H] 125
aminoacido

cdntigo de G Arg [R] 125
referencia

04849228 920 rs28931572 mutacion de A Asn [N] 116
aminoacido

contigo de T lle [1] 116
referencia

94849303 845 rs28931568 mutacion de A Glu [E] 91
aminoacido

céntigo de G Gly [G] 91
referencia

94849325 823 rs111850950 mutacion de A Thr [T] 84
aminoacido

cdntigo de G Ala [A] 84
referencia

94849331 817 rs113817720 mutacion de A Thr [T] 82
aminoacido

contigo de G Ala [A] 82
referencia

94849345 803 rs55819880 mutacion de T Phe [F] 77
aminoacido

cdntigo de c Ser [S] 77
referencia

94849364 784 rs11575873 mutacion de C Arg [R] 71
aminoacido

contigo de A Ser [S] 71
referencia

94849381 767 rs28931569 mutacion de C Pro [P] 65
aminoacido

contigo de T Leu [L] 65
referencia

94849388 760 rs28931570 mutacion de T Cys [C] 63
aminoacido

cdntigo de c Arg [R] 63
referencia

94849466 682 rs11558262 mutacion de G Ala [A] 37
aminoacido
contigo de

referencia A Thr [T] 37

94849492 656 rs11558259 mutacion de G Arg [R] 28
aminoacido
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coéntigo de
referencia A GIn [Q] 2 28
94849548 600 rs11558260 sinénimo T lle [1] 3 9
contigo Qe c lle ] 3 o
referencia
cododn de inicio 1

Métodos de uso

Se divulgan también en el presente documento métodos para expresar la proteina alfa 1-antitripsina (AAT) en un
sujeto. Normalmente, el sujeto tiene o se sospecha que tiene una deficiencia de AAT. Los métodos implican
normalmente administrar a un sujeto una cantidad eficaz de cualquier virus adenoasociado recombinante (VAAr) que
hospeda cualquiera de los acidos nucleicos aislados divulgados en el presente documento. En general, la "cantidad
eficaz" de un VAAr se refiere a una cantidad suficiente para estimular la respuesta bioldgica deseada. En algunas
realizaciones, la cantidad eficaz se refiere a la cantidad de VAAr eficaz para transducir una célula o tejido ex vivo. En
otras realizaciones, la cantidad eficaz se refiere a la cantidad eficaz para dirigir la administracién de VAAr a un
sujeto. Como apreciaran las personas normalmente expertas en la materia, la cantidad eficaz del VAA recombinante
de la invencion varia dependiendo de dichos factores tales como el criterio de valoracion biolégico deseado, la
farmacocinética de los producto de expresion, la dolencia que se esta tratando, el modo de administracion, y el
sujeto. Normalmente, el VAAr se administra con un transportador farmacéuticamente aceptable.

El sujeto puede tener una mutacion en un gen AAT. La mutacidon puede dar como resultado una expresion
disminuida de la proteina AAT natural (normal). El sujeto puede ser homocigo6tico para la mutacién. El sujeto puede
ser heterocig6tico para la mutacién. La mutacion puede ser una mutaciéon de aminoacido. La mutacion puede ser
una mutacion finalizadora. La mutacién puede ser una mutacion relacionada en la Tabla 1. La mutacion puede dar
como resultado la expresion de una proteina AAT mutante. La proteina mutante puede ser un mutante con ganancia
de funciones o un mutante con pérdida de funciones. La proteina AAT mutante puede ser incapaz de inhibir la
actividad de la proteasa. La proteina AAT mutante puede fracasar en plegarse adecuadamente. La proteina AAT
mutante puede dar como resultado la formacién de agregados de proteinas. La proteina AAT mutantes puede dar
como resultado la formacion de glébulos de AAT intracelulares. La mutaciéon puede dar como resultado una
sustitucion de glutamato a lisina en la posicién 366 del aminoacido de la proteina precursora de acuerdo con la
secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID NO: 3. En la proteina madura, esta misma mutacion se
produce en la posiciéon 342 del aminoacido (SEQ ID NO: 4). Los métodos pueden implicar también determinar si el
sujeto tiene una mutacién. Por consiguiente, los métodos pueden implicar obtener un genotipo del gen AAT en el
sujeto.

En algunos casos, tras la administracion del VAAr, se determina el nivel de expresion de la primera proteina y/o la
segunda proteina en el sujeto. La administracion puede llevarse a cabo en una o mas ocasiones. Cuando la
administracion se lleva a cabo en una 0 mas ocasiones, el nivel de la primera proteina y/o el nivel de la segunda
proteina en el sujeto se determinan a menudo después de al menos una administracion. En algunos casos, el nivel
en suero de la primera proteina en el sujeto se reduce en al menos un 85 % tras la administracion del VAAr. El nivel
en suero de la primera proteina en el sujeto puede reducirse en al menos un 90 % tras la administracion del VAAr. El
nivel en suero de la primera proteina en el sujeto puede reducirse en al menos un 95 % tras la administracion del
VAAr. Sin embargo, en algunos casos, el nivel en suero de la primera proteina en el sujeto se reduce en al menos un
40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, o al menos el 80 % tras la administracion del VAAr.

El nivel (por ejemplo, el nivel en suero) de la primera proteina en el sujeto puede reducirse en al menos un 85 % en
2 semanas tras la administracion del VAAr. El nivel en suero de la primera proteina en el sujeto puede reducirse en
al menos un 90 % en 2 semanas tras la administracién del VAAr. El nivel en suero de la primera proteina en el sujeto
puede reducirse en al menos un 85 % en 4 semanas de administracion del VAAr. La reduccion puede observarse en
un plazo de 1 dia, en un plazo de 2 dias, en un plazo de 3 dias, en un plazo de 4 dias, en un plazo de 5 dias, en un
plazo de 6 dias, en un plazo de 1 semana, en un plazo de 2 semanas, en un plazo de 3 semanas, en un plazo de 4
semanas 0 mas.

La reduccién en el nivel de la de la primera proteina puede sostenerse durante al menos 1 semana, al menos 2
semanas, al menos 3 semanas, al menos 4 semanas, al menos 5 semanas, al menos 6 semanas, al menos 7
semanas, al menos 8 semanas, al menos 9 semanas, al menos 10 semanas, al menos 11 semanas o mas. En
algunos casos, tras 7 semanas de administracion del VAAr, el nivel en suero de la primera proteina esta a un nivel
de al menos un 50 % en comparacion con el nivel en sueros de la primera proteina antes de la administracion del
VAAr. En determinados casos, tras 7 semanas de administracion del VAAr, el nivel en suero de la primera proteina
esta a un nivel de al menos un 75 % en comparaciéon con el nivel en sueros de la primera proteina antes de la
administracion del VAAr.

En algunos casos, tras la administracion del VAAr se evalGa al menos un parametro del resultado clinico asociado a
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la deficiencia de AAT en el sujeto. Normalmente, el parametro del resultado clinico evaluado tras la administracién
del VAAr se compara con el parametro del resultado clinico determinado en un momento antes de la administracion
del VAAr para determinar la eficacia del VAAr. A menudo, una mejora en el parametro del resultado clinico tras la
administracion del VAAr indica la eficacia del VAAr. Se puede utilizar cualquier parametro de resultado clinico
adecuado. Normalmente, el parametro del resultado clinico es indicativo de los uno o mas sintomas de una
deficiencia de AAT. Por ejemplo, el parametro del resultado clinico se puede seleccionar entre el grupo que consiste
en: niveles en suero de la primera proteina, niveles en suero de la segunda proteina, presencia de glébulos de AAT
intracelulares, presencia de foci inflamatorios, capacidad respiratoria, capacidad de toser, produccién de flema,
frecuencia de resfriado de pecho o neumonia, y tolerancia para el ejercicio. Los glébulos de AAT intracelulares o foci
inflamatorios se evallan en tejidos afectados por la deficiencia de AAT, incluyendo, por ejemplo, tejido pulmonar o
tejido hepatico.

VAA recombinantes

En algunos aspectos, la invencion proporciona VAA aislados. Como se usa en el presente documento con respecto
a los VAA, el término "aislado" se refiere a un VAA que se ha aislado de su entorno natural (por ejemplo, de una
célula hospedadora, tejido, o sujeto) o se ha producido de forma artificial. Los VAA aislados pueden producirse
utilizando métodos recombinantes. Dichos VAA se denominan en el presente documento "VAA recombinantes". Los
VAA recombinantes (VAAr) tienen preferentemente capacidades de direccionamiento especificas de tejidos, de tal
manera que un transgén del VAAr se administrara especificamente a uno o mas tejido(s) predeterminados. La
capsida del VAA es un importante elemento en la determinacién de estas capacidades de direccionamiento
especificas de tejidos. De este modo, se puede seleccionar un VAAr que tiene una capsida adecuada para el tejido
gue constituye el objetivo. En algunas realizaciones, el VAAr comprende una proteina de la capsida que tiene una
secuencia de aminoacidos que corresponde a uno cualquiera de VAAL, VAA2, VAA3, VAA4, VAA5, VAAG, VAAY,
VAAS8, VAA9, VAA10, VAALl y variantes de los mismos. Los VAA recombinantes transportan normalmente un acido
nucleico aislado de la invencion.

Son bien conocidos en la técnica los métodos para obtener VAA recombinantes que tienen una proteina de la
capsida deseada (Véase, por ejemplo, el documento US 2003/0138772). Las proteinas de la capsida de VAA que se
pueden usar en los VAAr de la invencién incluyen, por ejemplo, las divulgadas en G. Gao, et al., J. Virol,
78(12):6381-6388 (junio de 2004); G. Gao, y col., Proc Natl Acad Sci USA, 100(10):6081-6086 (13 de mayo de
2003); documentos US 2003-0138772, US 2007/0036760, US 2009/0197338, y WO 2010/138263. Normalmente, los
métodos implican cultivar una célula hospedadora que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina de la capsida de VAA o fragmento de la misma; un gen rep funcional; un vector VAA recombinante
compuestos por repeticiones terminales invertidas (RTI) de VAA y un transgén; y suficientes funciones auxiliares
para permitir el empaquetamiento del vector VAA recombinante en las proteinas de la capsida de VAA.

Se pueden proporcionar los componentes que se van a cultivar en la célula hospedadora para empaquetar un vector
VAAr en una cépsida de VAA a la célula hospedadora en trans. Como alternativa, se pueden proporcionar uno
cualquiera o mas de los componentes requeridos (por ejemplo, un vector de VAA recombinante, secuencias rep,
secuencias cap, y/o funciones auxiliares) por una célula hospedadora estable que se ha disefiado mediante
ingenieria genética para contener uno o mas de los componentes requeridos utilizando los métodos conocidos por
los expertos en la materia. De forma mas adecuada, dicha célula hospedadora estable contendra los componente(s)
requeridos bajo el control de un promotor inducible. Sin embargo, los componente(s) requeridos pueden estar bajo el
control de un promotor constitutivo. Se proporcionan en el presente documento ejemplos de promotores inducibles y
constitutivos adecuados. En otra alternativa mas, una célula hospedadora estable seleccionada puede contener
componente(s) seleccionados bajo el control de un promotor constitutivo y otros componente(s) seleccionados bajo
el control de uno o mas promotores inducibles. Por ejemplo, se puede generar una célula hospedadora estable que
se deriva de células 293 (que contienen funciones E1 auxiliares bajo el control de un promotor constitutivo), pero que
contienen las proteinas rep y/o car bajo el control de promotores inducibles. Un experto en la materia puede generar
otras células hospedadoras estables adicionales.

Pueden administrarse el vector VAA recombinante, las secuencias rep, las secuencias cap, y las funciones auxiliares
requeridas para producir el VAAr de la invencion a la célula hospedadora empaquetada utilizando cualquier
elemento genético adecuado (vector). El elemento genético seleccionado puede administrarse mediante cualquier
método adecuado, incluyendo aquellos descritos en el presente documento. Son conocidos por los expertos en la
manipulacién de acidos nucleicos los métodos utilizados para construir cualquier realizacion de la presente invencién
e incluyen la ingenieria genética, ingenieria recombinante, y técnicas sintéticas. Véase, por ejemplo, Sambrook et al,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. De forma similar, son
bien conocidos los métodos para generar viriones de VAAr y la seleccion de un método adecuado no es una
limitacion de la presente invencion. Véase, por ejemplo, K. Fisher et al, J. Virol., 70:520-532 (1993) y patente de
Estados Unidos n.° 5.478.745.

En algunas realizaciones, se pueden producir VAA recombinantes utilizando el método de transfeccion triple (por

ejemplo, como se describe en detalles en la patente de Estados Unidos n.° 6.001.650). Normalmente, los VAA
recombinantes se producen transfectando una célula hospedadora con un vector VAA recombinante (que
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comprende un transgén) que se va a empaquetar en particulas VAA, un vector VAA de funcién auxiliar, y un vector
de funcién accesoria. Un vector VAA de funcién auxiliar codifica las secuencias de "funcion auxiliar del VAA" (es
decir, rep y cap), que funcionan en trans para la reproduccion productora y la encapsidacion del VAA.
Preferentemente, el vector VAA de funciéon auxiliar soporta una produccion eficaz del vector VAA sin generar
ningunos viriones del VAA natural detectables (es decir, viriones del VAA que contienen los genes rep y cap
funcionales). Los ejemplos no limitantes adecuados para el uso con la presente invencién pueden incluir pHLP19,
descrito en la patente de Estados Unidos n.° 6.001.650, y el vector pRep6cap6, descrito en la patente de Estados
Unidos n.° 6.156.303. El vector de funcion accesoria codifica las secuencias de nucledtidos para las funciones
viricas no derivadas de VAA y/o las funciones celulares tras las cuales, VAA es dependiente de la replicacion (es
decir, "funciones accesorias"). Las funciones accesorias incluyen aquellas funciones requeridas para la replicacion
de VAA, incluyendo, sin limitacién, aquellos restos implicados en la activacion de la transcripcion génica de VAA, el
corte y empalme del ARNm de VAA especifico de etapa, replicacion del ADN de VAA, sintesis de productos de
expresion de cap, y ensamblaje de la capsida de VAA. Las funciones accesorias basadas en virus se pueden derivar
de cualesquiera virus auxiliares conocidos tales como adenovirus, herpesvirus (otros diferentes del virus del herpes
simple de tipo 1), y virus vaccinia.

Se divulgan también en el presente documento células hospedadoras transfectadas. El término "transfeccién" se
utiliza para referirse a la captacion del ADN extrafio por una célula, y una célula se ha "transfectado” cuando el ADN
exdgeno se ha introducido en el interior de la membrana celular. Se conocen generalmente en la técnica numerosas
técnicas de transfeccion. Véase, por ejemplo, Graham et al. (1973) Virology, 52:456, Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York, Davis et al. (1986) Basic
Methods in Molecular Biology, Elsevier, y Chu et al. (1981) Gene 13:197. Se pueden usar dichas técnicas para
introducir uno o mas acidos nucleicos exdgenos, tales como un vector de integracion de nucleétidos y otras
moléculas de acidos nucleicos, en células hospedadoras adecuadas.

Una "célula hospedadora” se refiere a cualquier célula que alberga, o es capaz de albergar, una sustancia de
interés. A menudo, una célula hospedadora es una célula de mamifero. Se puede utilizar una célula de mamifero
como un receptor de una construccion auxiliar de VAA, un plasmido de un minigen de VAA, un vector de funcion
accesoria, u otro ADN de transferencia asociado a la produccién de VAA recombinantes. La expresion incluye la
progenie de la célula original que se ha transfectado. De este modo, una "célula hospedadora” como se usa en el
presente documento puede referirse a una célula que se ha transfectado con una secuencia de ADN exdgeno. Se
entiende que la progenie de una Unica célula precursora puede no se necesariamente completamente idéntica en la
morfologia o el complemento del ADN total que la célula precursora original, debido a mutacién natural, accidental, o
deliberada.

Se divulgan también en el presente documento células aisladas. Como se usa en el presente documento con
respecto a una célula, el término "aislado" se refiere a una célula que se ha aislado de su entorno natural (por
ejemplo, de un tejido o sujeto). Como se usa en el presente documento, la expresion "linea celular" se refiere a una
poblacién de células capaz de un crecimiento continuo o prolongado y de la division in vitro. A menudo, las lineas
celulares son poblaciones clonales derivadas de una Unica célula precursora. Se sabe ademas en la técnica que se
pueden producir cambios espontaneos o inducidos en el cariotipo durante el almacenamiento o la transferencia de
dichas poblaciones clonales. Por lo tanto, las células derivadas de la linea de células referida pueden no ser
precisamente idénticas a las células o cultivos ancestrales, y la linea de células referida incluye dichas variantes.
Como se usa en el presente documento, la expresion "célula recombinante” se refiere a una célula en la que se ha
introducido un segmento de ADN exdgeno, tal como un segmento que conduce a la transcripcion de un polipéptido
biolbgicamente activo o la produccién de un acido nucleico biolégicamente tal como un ARN.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" incluye cualquier elemento genético, tal como un
plasmido, fago, transposon, cosmido, cromosoma, cromosoma artificial, virus, virién, etc., que es capaz de
replicacién cuando se asocia a los elementos de control adecuados y que puede transferir secuencias génicas entre
células. De este modo, el término incluye vehiculos de clonacién y expresion, asi como vectores viricos. En algunas
realizaciones, se contemplan vectores utiles por ser aquellos vectores en los que el segmento de acido nucleico que
se va a transcribir se sitia bajo el control de la transcripcién de un promotor. Un "promotor" se refiere a una
secuencia de ADN reconocida por la maquinaria sintética de la célula, o introducida en la maquinaria sintética,
requerida para iniciar la transcripcién especifica de un gen. Las frases "situado operativamente" "bajo control" o "bajo
el control de la transcripcion” significan que el promotor esta en la localizacion y orientacién correcta en relacion con
el &cido nucleico para controlar el inicio de la ARN polimerasa y la expresién del gen. La frase "vector o construccion
de expresion”:significa cualquier tipo de construccidn genética que contiene un acido nucleico en el que parte o toda
la secuencia que codifica el acido nucleico es capaz de transcribirse. En algunas realizaciones, la expresién incluye
la transcripcion del acido nucleico, por ejemplo, para generar un producto polipeptidico biolégicamente activo o un
ARN inhibidor (por ejemplo, ARNhc, miARN) de un gen transcrito.

Los métodos anteriores para el empaquetado de vectores recombinantes en las capsidas de VAA deseadas para

producir los VAAr de la invencién no se entiende que sean limitantes y otros métodos adecuados seran evidentes
para los técnicos expertos.
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Vectores de VAA recombinantes

Los acidos nucleicos aislados de la invencion pueden ser vectores de VAA recombinantes. El vector de VAA
recombinantes puede empaquetarse en una proteina de la capsida y administrarse a un sujeto y/o administrarse a
una célula diana seleccionada. Los "vectores de VAA recombinantes (VAAr) estan normalmente compuestos de,
como minimo, por un transgén y sus secuencias reguladoras, y las repeticiones terminales invertidas (RTI) 5'y 3' de
VAA. El transgén puede comprender, como se divulga en otras parte del presente documento, una 0 mas regiones
que codifican uno o0 mas ARN inhibidores (por ejemplo, miARN) que comprenden un &cido nucleico que se dirige a
un ARNm enddégeno de un sujeto. El transgén puede comprender también una regién que codifica un ARNm
exdgeno que codifica una proteina (por ejemplo, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 85 % idéntica a la proteina codificada por el ARNm endégeno), en el que uno o mas ARN inhibidores no
se dirigen al ARNm enddgeno.

Las secuencias de VAA del vector comprenden normalmente las secuencias 5' y 3' de repeticiones terminales
invertidas que actlan en cis (Véase, por ejemplo, B. J. Carter, en "Handbook of Parvoviruses", ed., P. Tijsser, CRC
Press, pags. 155 168 (1990)). Las secuencias de RTI tienen aproximadamente 145 pb de longitud. Preferentemente,
de forma sustancial las secuencias completas que codifican las RTI se utilizan en la molécula, aunque es permisible
algun grado de modificacion menor de estas secuencias. La capacidad de modificar estas secuencias de RTI estan
comprendidas en las capacidades del experto en la materia. (Véase, porejemplo, textos tales como Sambrook et al,
"Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (1989); y K. Fisher et
al., J Virol., 70:520 532 (1996)). Un ejemplo de dicha molécula empleada en la presente invencién es un plasmido
"que actlla en cis" que contiene el transgén, en el que la secuencia del transgén seleccionado y los elementos
reguladores asociados estan flanqueados por las secuencias 5' y 3' de RTI de VAA. Las secuencias de RTI de VAA
pueden obtenerse de cualquier VAA conocido, incluyendo los tipos de VAA de mamiferos identificados actualmente.

Ademas de los elementos mayores identificados anteriormente para el vector de VAA recombinante, el vector incluye
también elementos de control convencionales que estan unidos operativamente con elementos del transgén de una
manera que permite su transcripcion, traduccion y/o expresion en una célula transfectadas con el vector o infectada
con el virus producido por la invencion. Como se usa en el presente documento, las secuencias "unidas
operativamente" incluyen las secuencias de control de la expresion que son contiguas con el gen de interés y las
secuencias de control de la expresion que actlan en trans o a distancia para controlar el gen de interés. Las
secuencias de control de la expresion incluyen un inicio de la transcripcion adecuado, las secuencias de terminacion,
del promotor y del potenciador; las sefiales de procesamiento del ARN eficaces tales como las sefales de corte y
empalme y las sefiales de poliadenilacion (poliA); secuencias que estabilizan el ARNM citoplasmico; secuencias que
potencian la eficacia de la traduccion (es decir, secuencia consenso Kozak); secuencias que potencian la estabilidad
de la proteina; y cuando se desea, secuencias que potencian la secrecién del producto codificado. Se conocen en la
técnica y se pueden utilizar numerosas secuencias de control de la expresion, incluyendo promotores que son
nativos, constitutivos, inducibles y/o especificos de tejidos.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, una secuencia
de codificacion) y las secuencias reguladoras estan unidas de manera operativa cuando se unen covalentemente de
tal manera que colocan la expresién de la transcripcion de la secuencia de acido nucleico bajo la influencia o el
control de las secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias de acidos nucleicos se traduzcan en una
proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan unidas operativamente si la inducciéon de un promotor
en las secuencias 5' reguladoras da como resultado la transcripcion de la secuencia de codificacion y si la naturaleza
del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introduccién de una mutacién de
desplazamiento de marco, (2) interfiere con la capacidad de la regiéon promotora de dirigir la transcripcion de las
secuencias de codificacion, o (3) interfiere con la capacidad de transcibir el ARN correspondiente para traducirse en
una proteina. De este modo, una regién promotora se uniria operativamente a una secuencia de acido nucleico si la
regién promotora fuera capaz de efectuar la transcripcién de la secuencia de ADN de tal manera que el transcrito
resultante pueda traducirse en la proteina o el polipéptido deseados. De manera similar, dos 0 mas regiones de
codificacién se unen de manera operativa cuando se unen de tal manera que su transcripcién a partir de un promotor
comun da como resultado la expresién de dos o mas proteinas que se han traducido en marco. En algunas
realizaciones, las secuencias unidas operativamente dan como resultado una proteina de fusién. En algunas
realizaciones, las secuencias de codificacién unidas operativamente dan como resultado un ARN funcional (por
ejemplo, miARN).

Para los acidos nucleicos que codifican las proteinas, se inserta generalmente una secuencia de poliadenilacion tras
las secuencias del transgén y antes de la secuencia 3' de RTI de VAA. Una construccion VAAr Util en la presente
invencion puede contener también un intrén, localizado deseablemente entre la secuencia promotora/potenciadora y
el transgén. Una posible secuencia intrén se deriva de SV-40 y se denomina secuencia intrén T de SV-40. Cualquier
intron puede proceder del gen de la B-actina. Otro elemento de vector que se puede usar es un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES).

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la expresion génica en las células
hospedadoras puede variar entre especies, tejidos o tipos de células, pero debera en general incluir, segin sea
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necesario, secuencias 5' no transcritas y 5' no traducidas implicadas en el inicio de la transcripcion y la traduccién,
respectivamente, tales como la secuencia TATA, la secuencia de proteccion, la secuencias CAAT, los elementos
potenciadores, y similares. Especialmente, dichas secuencias reguladoras 5' no transcritas incluirdn una regién
promotora que incluye una secuencia promotora para el control de la transcripcion del gen unido operativamente.
Las secuencias reguladoras pueden incluir también secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en la
direccion 5' segun se desee. Los vectores de la invencion pueden incluir opcionalmente secuencias 5' lideres o
secuencias sefial. La eleccion y el disefio de un vector adecuado esta comprendida en la capacidad y el criterio de
una persona normalmente experta en la materia.

Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacion, el virus del sarcoma de Rous retrovirico (VSR), el
promotor LTR (opcionalmente, con el potenciador del VSR), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente,
con el potenciador del CMV), el promotor del SV40, y el promotor de la dihidrofolato reductasa. Los promotores
inducibles permiten la regulacién de la expresidon génica y se pueden regular por compuestos suministrados de
forma exdgena, factores ambientales tales como temperatura, o la presencia de un estado fisiol6gico especifico, por
ejemplo, fase aguda, un estado de diferenciacion concreto de la célula, o Unicamente en la replicacion de células.
Los promotores inducibles y los sistemas inducibles estan disponibles a partir de varias fuentes comerciales,
incluyendo, sin limitacion, Invitrogen, Clontech y Ariad. Se han descrito otros muchos sistemas y una persona
experta en la materia puede seleccionarlos facilmente. Los ejemplos de promotores inducibles regulados por
promotores suministrados de forma exdgena incluyen el promotor de la metalotioneina (MT) de oveja inducible
mediante cinc, el promotor virico del tumor de mama (MMTYV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema
promotor de la polimerasa T7, el promotor de la ecdisona de insecto, el sistema represible por tetraciclina, el sistema
inducible por tetraciclina, el sistema inducible por RU486 y el sistema inducible por rapamicina. Otros tipos
adicionales de promotores inducibles que pueden ser Utiles en el contexto son aquellos que estan regulados por un
estado fisiolégico especifico, por ejemplo, temperatura, fase aguda, un estado de diferenciacion concreto de la
célula, o tnicamente en la replicacién de células. En otra realizacién, se utilizara el promotor nativo, o un fragmento
del mismo, para el transgén. En una realizacion adicional, se pueden usar también otros elementos de control de la
expresion nativos, tales como elementos potenciadores, sitios de poliadenilaciéon o secuencias consenso de Kozak,
para imitar la expresion nativa.

En algunas realizaciones, las secuencias reguladoras imparten capacidades de expresion génica especificas de
tejidos. En algunos casos, las secuencias reguladoras especificas de tejidos se unen a factores de transcripcion
especificos de tejidos que induce la transcripcion de una manera especifica del tejido. Dichas secuencias
reguladoras especificas de tejidos (por ejemplo, promotores, potenciadores, etc.) son bien conocidas en la técnica.
En algunas realizaciones, el promotor es un promotor de la B-actina de pollo.

En algunas realizaciones, se incorporan uno o mas sitios de union para uno o mas de los miARN en un transgén de
un vector VAAr, para inhibir la expresion del transgén e uno o mas tejidos de un sujeto que alberga los transgenes,
por ejemplo, tejidos no hepaticos, tejidos no pulmonares. El técnico experto apreciara que se pueden seleccionar los
sitios de unién para controlar la expresion de un transgén en un tejido de manera especifica. Los sitios diana del
miARN en el ARNm pueden estar en la 5' UTR, la 3' UTR o en la region de codificacion. Normalmente, el sitio diana
esta en la 3' UTR del ARNm. Ademas, el transgén puede disefiarse de tal manera que multiples miARN regulen el
ARNmM reconociendo el mismo o multiples sitios. La presencia de multiples sitios de unién al miARN puede dar como
resultado una accién cooperativa de multiples RISC y proporciona una inhibicidbn muy eficaz de la expresién. La
secuencia del sitio diana puede comprender un total de 5-100, 10-60, o mas nucleétidos. La secuencia del sitio diana
puede comprender al menos 5 nucleotidos de la secuencia del sitio de unién al gen diana.

En algunas realizaciones, la capacidad de clonacion del vector de ARN recombinantes puede estar limitada y un sitio
de codificacion deseado puede implicar la sustitucion completa del genoma de 4,8 kilobases del virus. Los genes
grandes pueden, por lo tanto, en algunos casos, no ser adecuados para el uso en un vector de VAA recombinante
normalizado. El técnico experto apreciara que estan disponibles opciones en la técnica para superar una capacidad
de codificacién limitada. Por ejemplo, las RTI de VAA de los dos genomas pueden hibridarse para formar
concatameros de cabeza a cola, duplicando casi la capacidad del vector. La insercién de sitios de corte y empalme
permite la eliminacion de las RTI del transcrito. Seran evidentes para el técnico experto otras opciones para superar
una capacidad de clonacién limitada.

Administracion de VAA recombinante

Los VAAr se administran en cantidades suficientes para transfectar las células de un tejido deseado y para
proporcionar suficientes niveles de transferencia y expresion génica sin efectos adversos excesivos. Las rutas de
administracion convencional y farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque no de forma limitativa, la
administracion directa al tejido seleccionado (por ejemplo, tejido hepatico, tejido pulmonar) y la administracién por
via subcutanea, intrapancredtica, intranasal, parenteral, intravenosa, intramuscular, intratecal, intracerebral, oral,
intraperitoneal, mediante inhalacion o mediante otras rutas. Las vias de administraciéon pueden combinarse, si se
desea. La administracion de determinados VAAr a un sujeto puede ser, por ejemplo, mediante administracion en el
torrente sanguineo del sujeto. La administracién en el torrente sanguineo puede ser mediante inyeccién en una
vena, una arteria, o cualquier otro conducto vascular.
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En determinadas circunstancias sera deseable administrar las construcciones terapéuticas basadas en VAAr en
composiciones farmacéuticas formuladas de manera adecuada, divulgadas en el presente documento tanto por via
subcutanea, intrapancreética, intranasal, parenteral, intravenosa, intramuscular, intratecal, intracerebral, oral,
intraperitoneal, 0 mediante inhalacion.

Un experto en la materia puede apreciar que la administracion deseable de construcciones terapéuticas basadas en
VAAr puede incluir también la administracion ex vivo. En algunas realizaciones, la administracién ex vivo comprende
(1) el aislamiento de células o tejido(s) de interés de un sujeto, (2) poner en contacto las células o tejido(s) con los
VAAr en cantidades suficientes para transfectar las células o tejidos para proporcionar niveles suficientes de
transferencia génica sin efectos adversos excesivos, y (3) transferir las células o tejidos posteriormente al sujeto. En
algunas realizaciones, las células o tejidos pueden cultivarse ex vivo durante algunos dias, antes y/o después de la
transfeccion.

Las células o tejidos pueden aislarse de un sujeto mediante cualquier método adecuados. Por ejemplo, las células o
tejidos pueden aislarse mediante cirugia, biopsia (por ejemplo, biopsia de un tejido de la piel, tejido pulmonar, tejido
hepético, tejido adiposo) o una serie de fluidos bioldgicos tal como sangre. En algunas realizaciones, las células se
aislan de médula 6sea. En algunas realizaciones, las células se aislan de tejido adiposo. En algunas realizaciones,
las células se aislan de un lipoaspirado. Se conocen en la materia los métodos adecuados para aislar células de
tejido adiposo para la transfeccion ex vivo. Véase, por ejemplo, Kuroda, M., et al., (2011), Journal of Diabetes
Investigation, 2: 333-340; Kouki Morizono, et al. Human Gene Therapy. Enero de 2003, 14(1): 59-66; y Patricia A.
Zuk, Viral Transduction of Adipose-Derived Stem Cells, Methods in Molecular Biology, 1, Volumen 702, Adipose-
Derived Stem Cells, Parte 4, Paginas 345-357.

En algunas realizaciones, las células aisladas comprenden citoblastos, citoblastos pluripotentes, citoblastos
derivados de lipoaspirados, células hepaticas (por ejemplo, hepatocitos), hemocitoblastos, citoblastos
mesenquimales, células estromales, células hematopoyéticas, células sanguineas, fibroblastos, células endoteliales,
células epiteliales, u otras células adecuadas. En algunas realizaciones, las células que se van a transfectar son
citoblastos pluripotentes inducidos preparados a partir de células aisladas de un sujeto.

En una realizacion, las células o tejido(s) se transducen a una multiplicidad de infeccion (MOI) de al menos 10
unidades infecciosas (u.i.) de un VAAr por célula (por ejemplo, 10, 100, 1,000, 5,000, 10,000, 100,000 o mas u.i.) o
en un namero de copias viricas funcionalmente equivalente. En una realizacion, las células o tejido(s) se transducen
a una MOI de 10 a 10.000 u.i. Las rutas para la transferencia de las células o tejido(s) transfectados en un sujeto
incluyen, aunque no de forma limitativa, subcutdnea, intrapancreatica, intranasal, parenteral, intravenosa,
intravascular, intramuscular, intratecal, intracerebral, intraperitoneal, o mediante inhalacién. En algunas
realizaciones, las células transfectadas se administran mediante inyeccion en la vena porta hepatica. En algunas
realizaciones, las células transfectadas se administran por via intravascular. Los métodos para la administracion ex
vivo de VAAr son bien conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, Naldini, L. Nature Reviews Genetics (2011) 12,
301-315, Li, H. et al. Molecular Therapy (2010) 18, 1553-1558, y Loiler et al. Gene Therapy (2003) 10, 1551-1558).

Composiciones de VAA recombinantes

Los VAAr pueden administrarse a un sujeto en composiciones de acuerdo con cualquiera de los métodos adecuados
conocidos en la técnica. Los VAAr, suspendidos preferentemente en un transportador fisiologicamente compatible
(por ejemplo, en una composicién), pueden administrarse a un sujeto, por ejemplo, un ser humano, ratén, rata, gato,
perro, ovejas, conejo, caballo, vaca, cabra, cerdo, cobaya, hamster, pollo, pavo, o un primate no humano (por
ejemplo, un macaco). Las composiciones de la invencién pueden comprender un VAAr solo o en combinaciéon con
uno o mas virus diferentes (por ejemplo, un segundo VAAr codificante que tiene uno o mas transgenes diferentes).

Un experto en la materia puede seleccionar facilmente transportadores adecuados a la vista de la indicacion para la
cual se dirige el VAAr. Por ejemplo, un transportador adecuado incluye una solucion salina, que puede formularse
con varias soluciones tamponantes

(por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato). Otros transportadores ilustrativos incluyen solucién salina
estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina, dextrano, agar, pectina, aceite de cacahuete, aceite de sésamo
y agua. Otros mas seran evidentes al técnico experto.

Opcionalmente, las composiciones de la invenciéon pueden contener, ademas de los VAAr y el(los) transportador(es),
otros ingredientes farmacéuticos convencionales, tales como conservantes, o estabilizantes quimicos. Los
conservantes ilustrativos adecuados incluyen clorobutanol, sorbato de potasio, acido sorbico, diéxido de azufre,
galato de propilo, los parabenos, etil vainillina, glicerina, fenol, y paraclorofenol. Los estabilizantes quimicos
adecuados incluyen gelatina y albimina.

La dosis de viriones de VAAr requerida para conseguir un efecto deseado o "efecto terapéutico”, por ejemplo, las

unidades de dosis en genomas de vectores/por kilogramo de peso corporal (gv/kg), variaran en funcién de varios
factores, incluyendo, aunque no de forma limitativa: la ruta de administracion del VAAr, el nivel de expresion del gen
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o el ARN requerido para conseguir un efecto terapéutico, la enfermedad o trastorno especifico que se esta tratando,
y la estabilidad del producto génico o de ARN. Un experto en la materia puede determinar facilmente un intervalo de
dosis del virion de VAAr para tratar un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno concreto basandose en los
factores anteriormente mencionados, asi como otros factores que son bien conocidos en la técnica. Una cantidad
eficaz del VAAr esta generalmente en el intervalo de entre aproximadamente 10 ul a aproximadamente1l00 ml de
solucién que contiene entre aproximadamente 10° a 10'° copias de genoma por sujeto. Se pueden utilizar otros
volumenes de solucién. El volumen utilizado dependerd normalmente, entre otras cosas, del tamafio del sujeto, la
dosis del VAAr, y la ruta de administracion. Por ejemplo, para la administracion intravenosa, se puede usar un
volumen en el intervalo de 10 yl a 100 pl, 100 yl a 1 ml, 1 ml a 10 ml, o mas. En algunos casos, es adecuada una
dosificacién entre aproximadamente 10" a 10 copias del genoma del VAAr por sujeto. En algunas realizaciones, el
VAAr se administra a una dosis de 10%°, 10™, 10*, 10", 10", o 10" copias de genoma por sujeto. En algunas
realizaciones, el VAAr se administra a una dosis de 10*°, 10", 10*%, 10", 0 10** copias de genoma por kg.

En algunas realizaciones, las composiciones de VAAr se formulan para reducir la agregacién de particulas de VAA
en la composicién, particularmente, cuando estan presentes concentraciones de VAAr elevadas (por ejemplo, ~10%
CG/ml 0 mas). Son bien conocidos en la técnica los métodos para reducir la agregacion de los VAAr e, incluyen, por
ejemplo, la adicion de tensioactivos, el ajuste del pH, el ajuste de la concentracion salina, etc. (Véase, por ejemplo,
Wright FR, et al., Molecular Therapy (2005) 12, 171-178)

La formulacion de excipientes y soluciones transportadoras farmacéuticamente aceptables es bien conocida por los
expertos en la técnica, asi como el desarrollo de regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para utilizar las
composiciones concretas descritas en el presente documento en varios regimenes de tratamiento. Normalmente,
estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente un 0,1 % de principio activo o mas, aunque el
porcentaje del(de los) principio(s) activo(s) puede, por supuesto, variarse y puede estar convenientemente entre
aproximadamente 1 o 2 % y aproximadamente 70 % u 80 % o mas del peso o volumen de la formulacion total.
Naturalmente, la cantidad de principio activo en cada composicidn terapéuticamente Util puede prepararse de tal
manera que se obtendra una dosificacion adecuada en cualquier dosis unitaria dada del compuesto. Factores tales
como la solubilidad, biodisponibilidad, semivida biolégica, la ruta de administracion, la vida media del producto, asi
como otras consideraciones farmacoldgicas seran contemplados por un experto en la materia de preparar dichas
formulaciones farmacéuticas, y como tales, pueden ser deseables varias dosificaciones y regimenes de tratamiento.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. Las
dispersiones también pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites.
En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para impedir el
crecimiento de microorganismos. En muchos casos, la forma es estéril y fluida en la medida en que exista facilidad
de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse contra la
acciéon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o
medio de dispersiébn que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. La fluidez adecuada se
puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
tamafo de particulas requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. Puede lograrse la
prevencion de la accién de microorganismos mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferente incluir
agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. Puede lograrse la absorcién prolongada de la
composicion inyectable mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién de una solucién acuosa inyectable, por ejemplo, la solucién puede tamponarse de forma
adecuada, si es necesario, y el diluyente liquido se vuelve en primer lugar isoténico con suficiente solucién salina o
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. A este respecto, se puede emplear un medio acuoso estéril que
conoceran los expertos en las materia. Por ejemplo, una dosificacién puede disolverse en 1 ml de solucion de NaCl
isotonica y se afiade tanto a 1000 ml de fluido de hipodermocilisis como se inyecta en el sitio propuesto de la
infusion, (véase, por ejemplo "Remington’s Pharmaceutical Sciences" 152 Edicién, paginas 1035-1038 y 1570-1580).
Se producira necesariamente alguna variacion en la dosificacion dependiendo de la dolencia del hospedador. La
persona responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis adecuada para el hospedador
individual.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando el VAAr activo en la cantidad necesaria en el
disolvente adecuado con varios de los otros ingredientes enumerados en el presente documento, seguin sea
necesario, seguido de esterilizacion por filirado. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los
diversos principios activos en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
necesarios de entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio y criodesecado, que
proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién de
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los mismos previamente esterilizada por filtracion.

Las composiciones de VAAr divulgadas en el presente documento pueden también formularse o forma neutra o de
sal. Las sales farmacéuticamente aceptables, incluyen sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino
libres de la proteina) y que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico,
o dichos acidos organicos como acido acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas a partir
de grupos carboxilo libres pueden derivarse también de bases inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio,
amonio, calcio o hidroxidos férricos, y dichas bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina,
procaina, y similares. Tras la formulacién, las soluciones se administraran de manera compatible con la formulacién
de dosificacién y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente
en varias formas farmacéuticas tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmacos, y similares.

Como se usa en el presente documento, "transportador” incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isotonicos y
agentes de retraso de la absorcion, tampones, soluciones transportadoras, suspensiones, coloides, y similares. El
uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se conoce hien en la técnica. Pueden
incorporarse también principios activos complementarios en las composiciones. La frase "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a entidades y composiciones moleculares que no producen reacciones alérgicas o reacciones
adversas similares cuando se administran a un hospedador.

Se pueden usar vehiculos de administracion tales como liposomas, nanocapsulas, microparticulas, microesferas,
particulas lipidicas, vesiculas, y similares, para la introducciéon de las composiciones de la presente invencion en
células hospedadoras adecuadas. En particular, transgenes administrados por el vector VAAr se pueden formular
para la administracion tanto encapsulados en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera, o
una nanoparticula o similar.

Dichas formulaciones pueden preferirse para la introduccién de formulaciones farmacéuticamente aceptables de los
acidos nucleicos de las construcciones de VAAr divulgadas en el presente documento. La formacién y el uso de
liposomas es generalmente conocido por los expertos en la materia. Recientemente, se desarrollaron liposomas con
estabilidad en suero y tiempos medios de circulacion mejorados (Patente de Estados Unidos n.° 5.741.516).
Adicionalmente, se han descrito diversos métodos de preparacion de liposomas y de preparaciones similares a
liposomas como transportadores potenciales de farmacos (Patentes de Estados Unidos n.° 5.567.434; 5.552.157;
5.565.213; 5.738.868 y 5.795.587).

Se han usado con éxito liposomas en numerosos tipos de células que son normalmente resistentes a la transfeccion
mediante otros procedimientos. Ademas, los liposomas estéa libres de limitaciones en la longitud del ADN que son
tipicas de sistemas de administracién basados en virus. Los liposomas se han usado eficazmente para introducir
genes, farmacos, agentes radioterapéuticos, virus, factores de transcripcion y efectores alostéricos en varias lineas
celulares cultivadas y animales. Ademas, se han completado con éxito algunos ensayos clinicos que examinan la
eficacia de la administracion de farmacos mediada por liposomas.

Los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio acuoso y forman espontdneamente
vesiculas bicapa concéntricas multilamelares (denominadas también vesiculas multilamelares (MLV). Las MLV
tienen generalmente diametros desde 25 nm a 4 ym. La sonicacion de las MLV da como resultado la formacion de
pequefias vesiculas unilamelares (SUV) con diametros en el intervalo de 200 a 500 ANG, que contienen una
solucién acuosa en el nucleo.

Como alternativa, se pueden usar formulaciones de nanocapsulas del VAAr. Las nanocépsulas pueden
generalmente atrapar sustancias de una manera estable y reproducible. Para evitar efectos secundarios debidos a la
sobrecarga polimérica intracelular, dichas particulas ultrafinas (de un tamafio de alrededor de 0,1 ym) deben
disefiarse usando polimeros capaces de degradarse in vivo. Se contemplan para el uso nanoparticulas de polialquil-
cianoacrilato biodegradables que cumplen estos requerimientos.

Ademas de los métodos de administracion descritos anteriormente, se contemplan también las siguientes técnicas
como métodos alternativos de administrar las composiciones de VAAr a un hospedador. Se ha utilizado y descrito la
sonoforesis (es decir, los ultrasonidos) en la patente de Estados Unidos n.° 5.656.016 como un dispositivo para
potenciar la velocidad y la eficacia de permeacion del farmaco en y a través del sistema circulatorio. Otras
alternativas a la administracién de farmacos contempladas son la inyeccion intradsea (patente de Estados Unidos n.°
5.779.708), dispositivos de microchip (Patente de Estados Unidos n.° 5.797.898), formulaciones oftalmicas (Bourlais
et al., 1998), matrices transdérmicas (patentes de Estados Unidos nameros 5.770.219 y 5.783.208) y administracion
controlada por retroalimentacién (patente de Estados Unidos n.° 5.697.899).
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Kits y composiciones relacionadas

Los acidos nucleicos aislados, las composiciones, vectores de VAAr, los VAAr, etc. descritos en el presente
documento pueden, en algunas realizaciones, ensamblarse en kits farmacéuticos o diagndsticos o de investigacion
para facilitar su uso en aplicaciones terapéuticas, diagnosticas o de investigacion. Un kit puede incluir uno o mas
recipientes que alojan los componentes de la invencidn y las instrucciones para el uso. Especificamente, dichos kits
pueden incluir uno 0 mas agentes descritos en el presente documento, junto con instrucciones que describen la
aplicacion prevista y el uso adecuado de estos agentes. En determinadas realizaciones, los agentes en un kit
pueden estar en una formulacion y dosificacion farmacéuticas adecuadas para una aplicacién concreta y para un
método de administracion de los agentes. Los kits para propdsitos de investigaciéon pueden contener los
componentes en concentraciones o cantidades adecuadas para realizar diversos experimentos.

El Kit puede disefiarse para facilitar el uso de los métodos descritos en el presente documento por los investigadores
y puede tomar muchas formas. Cada una de las composiciones del kit, cuando sea aplicable, puede proporcionarse
en forma liquida (por ejemplo, en solucién), o en forma sélida, (por ejemplo, un polvo seco). En determinados casos,
algunas de las composiciones pueden ser constituibles o procesables de otra forma (por ejemplo, en una forma
activa), por ejemplo, mediante la adicion de un disolvente adecuado u otra especie (por ejemplo, agua o un medio de
cultivo celular), que puede proporcionarse o no con el kit. Como se usa en el presente documento, "instrucciones"
puede definir un componente de instruccion y/o promocién, y normalmente implica instrucciones escritas sobre o
asociadas al envase de la invencion. Las instrucciones pueden incluir también cualquier instruccién oral o electrénica
proporcionada de cualquier forma, de tal manera que un usuario reconocera claramente que las instrucciones se van
a asociar al kit, por ejemplo, audiovisual (por ejemplo, cinta, DVD, etc.), Internet, y/o comunicaciones basadas en
web, etc. las instrucciones escritas pueden estar en una forma prescrita por un organismo gubernamental regulador
de la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, cuyas instrucciones pueden reflejar
también la homologacién por el organismo de la fabricacién, uso o venta para la administracién animal.

El kit puede contener uno cualquiera o mas de los componentes descritos en el presente documento en uno o mas
recipientes. Como ejemplo, en una realizacién, el kit puede incluir instrucciones para mezclar uno o mas
componentes del kit y/o aislar y mezclar una muestra y aplicar a un sujeto. El kit puede incluir un recipiente que aloja
los agentes descritos en el presente documento. Los agentes pueden estar en la forma de un liquido, gel o sélido
(polvo). Los agentes pueden prepararse de forma estéril, envasarse en una jeringuilla y enviarse refrigerados. Como
alternativa, pueden alojarse en un vial 0 en otro recipiente para el almacenamiento. Un segundo recipiente puede
tener otros agentes preparados de forma estéril. Como alternativa, el kit puede incluir los principios activos
premezclados y enviados en una jeringuilla, un vial, tubo, u otro recipiente. El kit puede tener uno 0 mas o todos los
componentes requeridos para administrar los agentes a un sujeto, tal como una jeringuilla, dispositivos de aplicacion
tépica o IV tubos con aguja y bolsa.

Las realizaciones ilustrativas de la invencién se describirdn con mas detalle en los siguientes ejemplos. Estas
realizaciones son ilustrativas de la invencion, que un experto en la materia reconocera que no esta limitada a las
realizaciones ilustrativas.

Ejemplos

En la extension que los Ejemplos contienen materia sujeto que no esta comprendida en el alcance de las
reivindicaciones, que la materia sujeto esta incluida meramente a fines de referencia.

Introduccién a los Ejemplos

La deficiencia en alfa-1 antitripsina (AAT) es una de las enfermedades mas comuUnmente heredadas en
Norteamérica, con una frecuencia portadora de aproximadamente 4 % en la poblacién de Estados Unidos. La
mutacion mas comuan surge como un cambio de un Unico par de bases (Glu342Lys, PI*Z, SEQ ID 4) y conduce a la
sintesis de la proteina Z-AAT mutante, que se polimeriza y acumula en los hepatocitos, impidiendo su secrecion
eficaz. La deficiencia relativa posterior de la AAT en suero predispone a la enfermedad pulmonar crénica. Doce a 15
% de los pacientes P1*ZZ homocigoéticos desarrolla una significativa enfermedad hepatica, que varia de la hepatitis
neonatal, ictericia colestasica y cirrosis al inicio de cirrosis en adultos y carcinoma hepatocelular. Se considera que la
lesion hepatica es una consecuencia de la acumulacién patolégica de polimeros de proteina Z-AAT mutante en el
reticulo endoplasmico de los hepatocitos.

Las estrategias para aliviar la enfermedad hepatica se centran en disminuir la presencia de la proteina Z-AAT
mutante en los hepatocitos mediante tanto la reduccion de la expresion de la proteina mutante, como el aumento de
su proteolisis 0 secrecion. Se han llevado a cabo los estudiosin vivo de un ARN interferente pequefio especifico de
alelo (ARNip) dirigido contra PI*Z AAT en el modelo de raton transgénico de deficiencia AAT. Los estudiosin vitro
usando clones de ARNhc impulsados por U6 en las estructuras principales de los virus adenoasociados
recombinantes (VAAr) han identificado una secuencia eficaz de un ARNip especifico de alelo (denominado p10) que
puede reducir los niveles de la proteina Pi*Z AAT minimizar la inactivacién de la Pi*M AAT normal. Utilizando la
capsida de VAA8, se empaquetd rAAV-U6-pl10 y se administré mediante inyeccién en la vena porta hepatica en
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ratones transgénicos Pi*Z para dirigir el direccionamiento in vivo del higado. Un ARNip no especifico empaquetado
en VAA8 administrado de forma similar, rAAV-U6-NC, sirvi6 como control (NC). Los datos histologicos de estos
estudios desvelaron zonas de eliminacion completa o parcial de la proteina Z-AAT en el higado 10 dias después de
la inyeccion en la cohorte p10. El andlisis de los niveles de Z-AAT en suero muestra una reduccién cinéticamente
significativa durante 4 semanas después de la inyeccién en la cohorte p10 cuando se comparé con la cohorte del
control NC. Para examinar la especificidad del alelo, se administré simultdneamente Pi*M-AAT empaquetado en
VAAS8 con cada construccion de ARNhc. Para los grupos p10 + Pi*M y NC + Pi*M, hubo una expresion considerable
de AAT en el higado por la tincién histoldgica y no hubo diferencias significativas en los niveles de AAT en suero.

La mutacién Pi*Z (Glu342Lys) en el exon 5 de la alfa-1 antitripsina (AAT) produce una deficiencia de AAT en plasma
(A1AD) que expone el tejido pulmonar a un ataque proteolitico descontrolado y puede dar como resultado un
enfisema. La AAT mutante de Pi*Z se retiene en los hepatocitos y produce una enfermedad hepatica en ~12 % de
pacientes con la deficiencia. La administracion de copias naturales de AAT no aborda la patologia hepatica, por lo
tanto, las estrategias de regulacién por defecto, incluyendo el ARNip se han dirigido al mensaje de la AAT en los
hepatocitos. debido a que el mutante AAT-PiZ presenta una toxicidad hepatocelular por ganancia de funciones que
se acumula en el reticulo endoplasmico, la disminucién de los niveles del ARNm de AAT-Pi*Z (y por tanto, la
proteina) pueden mejorar o incluso invertir la patologia hepatica. Ademas, la secrecion aumentada de la proteina
AAT funcional protegera tedricamente los pulmones de la neutréfilo elastasa y de las enzimas proteoliticas
asociadas.

Las estrategias descritas en el presente documento incluyen el desarrollo de tratamientos mediados por VAAr para
aumentar los niveles en suero de la AAT normal y regular por defecto el mIARN que utiliza la AAT mutante. Para
conseguir la expresion y la secrecion de la AAT natural a la vez que se reducen simultaneamente los niveles de
AAT-PiZ. Se seleccionaron tres secuencias de miARN que se dirigen al gen AAT en algunas realizaciones y se
clonaron en dos localizaciones diferentes del casete de expresién. La primera localizacién esta en el intron del
promotor CB que impulsa la expresién de GFP, y la segunda localizacién esta entre la secuencia poliA y el extremo
3' del gen, se cred también una construccién adicional con miARN en ambas localizaciones. Estas tres
construcciones se empaquetaron en VAAr8 y se administraron a ratones transgénicos que expresaban la forma
mutante de AAT (hAAT Pi*Z) humana a 6X10™ particulas de vector por ratdbn mediante la vena de la cola. Estos
experimentos mostraron aproximadamente de 60 % a 80 % de reduccién en la proteina AAT secretada en suero de
ratones cuando se compard con el grupo al que se inyectd el vector CB-GFP del control. Se determiné que la
construccién 3XD era la mas eficaz para la inactivacién de hAAT, en algunas realizaciones. La inmunohistologia del
higado mostré también el aclaramiento de la proteina hAAT Pi*Z a las 4 semanas después de la administracion del
vector. La utilizacion de la secuencia de AAT con cambios de pares de bases silenciosos para evitar el
silenciamiento del miARN permite la regulacién en exceso de la expresion del gen AAT natural inactivando
simultaneamente a la vez los niveles de proteina mutante con una Unica construccion del vector de VAAr.

Materiales y métodos

empaquetamiento y purificacion de VAAr9: Se generaron los vectores VAA9 recombinantes utilizados en este
estudio, se purificaron y se titularon mediante el UMass Gene Therapy Vector Core como se ha descrito
anteriormente.

Cultivo y transfeccidn celular: Se cultivaron células HEK-293 en medio Eagle modificado por Dulbecco suplementado
con suero de feto de bovino al 10 % y 100 mg/l de penicilina-estreptomicina (Gemini Bio-products n.° Cat 400-109,
Woodland, CA). Las células se mantuvieron en una incubadora humidificada a 37 °C °C con un 5 % de CO2. Los
plasmidos se transfectaron transitoriamente utilizando Lipofectamine 2000 (n.° de Cat 1 1668-027 Invitrogen,
Carlsbad, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los sobrenadantes de los cultivos celulares o las lisis
de células se recogieron de acuerdo con ello.

ELISAS de AAT en suero

ELISA DE AAT humana: Se detectaron los niveles totales de la proteina AAT mediante ELISA. Placas de 96 pocillos
de unién extra alta, (Immulon 4, n.° de cat 3855 Dynatech Laboratories, Inc., Chantilly, VA) se revistieron con 100 pl
de anticuerpo de cabra dirigido contra hAAT (diluido 1:500; n.° de cat 55111MP Biomedicals, irvine CA) en tampdn
de Voller durante la noche a 4 °C. Tras el bloqueo con leche en polvo desnatada al 1 % en PBS-T, se crearon las
curvas patrén por duplicado (hAAT; n.° de cat 16-16-011609, Athens Research and Technology, Athens, Georgia), y
muestras desconocidas diluidas en serie se incubaron en la placa a temperatura ambiente durante 1 h, se incubé un
segundo anticuerpo, anticuerpo de cabra dirigido contra hAAT (HRP) (diluido 1:5000, n.° de cat ab7635-5, Abcam
Inc, Cambridge, MA) a temperatura ambiente durante 1 h. La placa se lavd con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS)-Tween 20 entre las reacciones. Tras la reaccion con sustrato de peroxidasa de TMB (KPL, Inc,
Gaithersburg, Maryland) se detuvieron las reacciones afiadiendo 2 N H>SO4 (n.° de cat A300-500 Fisher, Pittsburg,
PA). Se leyeron las placas a 450 nm en un lector de microplacas VersaMax (Molecular Devices).

ELISA DE Z-AAT: Se detectaron los niveles de proteinas Z-AAT humanas mediante ELISA utilizando anticuerpo de
revestimiento (anticuerpo de ratén dirigido contra alfa-1-antitripsina-Z diluido 1:100, clon F50.4.1 del anticuerpo
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monoclonal n.° de cat MON5038, Cell Sciences, Inc., Canton, MA). Se crearon las curvas patrén utilizando suero de
ratdon PIZ con BSA al 5 % (n.° de cat B4287 Sigma, St. Louis, MO). Muestras desconocidas diluidas en serie se
incubaron en la placa a 37 °C durante 1 h, con anticuerpo secundario y tras seguir la etapa fueron iguales que el
ELISA de la AAT humana patrén descrito anteriormente, excepto que el anticuerpo secundario se diluyé en BSA al 5
% y se incubd en la placa a 37 °C durante 1 h.

ELISA de c-Myc: Se cuantificaron los niveles de la etiqueta C-Myc mediante un método similar al que se ha descrito
anteriormente. Las placas se revistieron con un anticuerpo contra c-Myc (anticuerpo de cabra dirigido contra c-Myc
diluido 1:1000, MA n.° de cat AB19234 Abcam, Cambridge MA), a continuacion se bloquearon las placas con BSA al
5 % a 37 °C durante 1 h. Se generaron las curvas patron a partir de sobrenadantes recogidos de células
transfectadas con c-Myc-AAT.

RT-PCR en tiempo real

Extraccion de ARN: El tejido de higado de ratén congelado rapidamente se molié con una mano de mortero y un
mortero y se utilizd para extraer el ARN pequefio o total utilizando el kit de aislamiento del miARN ARN mirVana (n.°
de cat AM1560 Ambion, Austin, TX) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

gRT-PCR de microRNA: se ceb6 el microARN y se transcribié de forma inversa con el kit de transcripcion inversa
TagMan MicroRNA (n.° de cat 4366596, Applied Biosystems Foster City, CA). Se llevd a cabo la PCR cuantitativa
por duplicado en cebadores de RT-miARN especificos de gen y Applied Biosystems disefi6 los ensayos de la PCR,
utilizando la mezcla TagMan Gene Expression Master (n.° de cat 436916, Applied Biosystems, Foster City, CA) en
un instrumento de la PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA).

gRT-PCR de PIMy PIZ: Se ceb6 el ARN total con oligo(dT) y se transcribié de forma inversa con el kit SuperScript IlI
First-Strand Synthesis para la RT-PCR (n.° de Cat 18989-51, Invitrogen, Carlsbad, CA). Se llevo a cabo la PCR
cuantitativa mediante parejas de cebadores especificas de gen. PIM y PIZ comparten los cebadores, pero difieren en
las sondas. Cebador directo CCAAGGCCGTGCATAAGG (SEQ ID NO: 29), Cebador inverso:
GGCCCCAGCAGCTTCAGT (SEQ ID NO: 30), sonda PI1Z: 6FAM-CTGACCATCGACAAGA-MGBNFQ (SEQ ID NO:
31) y la sonda PIM: 6FAM-CTGACCATCGACGAGA-MGBNFQ (SEQ ID NO: 32), Se llevaron a cabo las reacciones
utilizando la mezcla TagMan Gene Expression Master (n.° de cat 436916, Applied Biosystems, Foster City, CA) en
un instrumento de la PCR en tiempo real StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Ratones transgénicos Z-AAT y administracion de VAAr9: Se han descrito anteriormente los ratones transgénicos PiZ
utilizados en este estudio®. Se llevaron a cabo todos los procedimientos animales de acuerdo con las directrices del
Institutional Animal Care and Use Committee de la University of Massachusetts Medical School. Se administré el
vector VAA9 recombinante mediante inyeccién en la vena de la cola de raton. Se llevaron a cabo las inyecciones en
las venas de los vasos mas accesibles que corren a lo largo de la longitud de ambos aspectos laterales de la cola
agarrando la cola en el extremo distal. Se llevaron a cabo los sangrados mediante preinyeccién en la vena facial y
cada semana, después de la administracion del VAAr9 en la vena de la cola hasta la finalizacion de los estudios.

Histologia del higado: Para la determinacion de los cambios histologicos, se fijaron las muestras de higado en
formalina tamponada neutra al 10 % (Fisher Scientific), y se incluyeron en parafina. Se tifieron secciones (5 pm) con
hematoxilina y eosina y acido de Schiff periédico (PAS) con o sin digestion de diastasa.

Se llevé a cabo la inmunohistoquimica para hAAT tal como se ha descrito anteriormente 14, en resumen, se
desparafinaron secciones de tejido (5 pum), se rehidrataron, y se bloquearon para la peroxidasa endégena con
peréxido de hidrogeno al 3 % en metanol durante 10 minutos. Para detectar la expresion de hAAT, se incubaron
secciones de tejido con anticuerpo primario, anticuerpo de conejo dirigido contra AAT humana (1:800; RDI/Fitzgerald
Industries, Concord, MA), durante la noche a 4 °C. Se detectd la tincién utilizando los kits ABC-Rb-HRP y DAB
(Vector Laboratories, Burlingame, CA).

Andlisis de imagenes para histologia. Los portas se tifieron para PASD para eliminar el glicdgeno. Se crearon
imagenes digitales completas de los portas utilizando Aperio CS ScanScope (V, CA) y se analizaron utilizando el
algoritmo de recuento de pixeles positivos (version 9). Los glébulos positivos para PASD se expresaron como la
proporcion de pixeles positivos fuertes a pixeles totales utilizando un valor hue de 0,9, una anchura de hue de 0,15y
un umbral de saturacion del color de 0,25. El umbral de intensidad para la positividad fuerte se ajustdé a un limite
superior de 100.

Analisis del monémero y el polimero de la proteina Z-AAT. Para la separacion de las proteinas soluble/insoluble, se
afnadieron 10 mg del higado completo a 2 ml de tampon a 4 °C (50 mmol/l Tris-HCI (pH 8,0), 150 mmol/l de NaCl, 5
mmol/l de KCI, 5 mmol/l de MgClI2, Triton X-100 al 0,5 %, y 80 pl de solucion madre de inhibidor completo de la
proteasa). Se homogeneiz6 el tejido en un homogeneizador Dounce preenfriado durante 30 repeticiones, a
continuacion se sometié a vortizacion vigorosamente. Una alicuota de 1 ml se pasé a través de una boquilla de
calibre 28 10 veces. Se determiné la concentracién de proteina total de la muestra, y se distribuyé en alicuotas una
muestra de proteinas hepaticas totales de 5-uyg y se centrifugé a 10.000 g durante 30 minutos a 4 °C. El
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sobrenadante (fraccién (S) soluble) se retir6 inmediatamente en tubos recientes; se tuvo un extremo cuidado en
evitar la perturbacion del aglomerado (fraccion (l) insoluble). El aglomerado de polimeros insolubles (fraccion |) se
desnaturalizé y solubilizé mediante la adicion de 10 | de tampén de lisis celular enfriado (Triton X-100 al 1 %,
desoxicolato al 0,05 %, 10 mmol/l de EDTA en solucién salina tamponada con fosfato), se sometié a vortizacion
durante 30 segundos, se sonic6 en hielo durante 10 minutos y se sometié a vortizacion. A cada muestra soluble e
insoluble, se afiadieron 2,5 de tampén de muestra (50 %, 5 de tampén de muestra (dodecil sulfato de sodio al 5 %,
glicerol al 50 %, 0,5 mol/l de Tris (pH 6,8)), mercaptoetanol al 10 %, ddH20 al 40 %) a un volumen del 50 % del
volumen de la muestra. Las muestras se sometieron a ebullicion y se cargaron para la electroforesis en gel con gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE); cantidades iguales de la proteina total hepatica se cargaron
por pares solubles-insolubles en experimentos cuantitativos. Se llevo a cabo la densitometria utilizando el software
Image J (NIH, Bethesda, MD).

Quimicas del suero: Se analizaron las muestras de suero mediante el UMass Mouse Phenotyping Center Analytical
Core, utilizando el Analizador de Quimica Clinica NExCT (Alfa Wassermann Diagnostic Technologies, West
Caldwell, NJ). Se analiz6 el suero para la alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST) de
acuerdo con las especificaciones de los fabricantes.

Analisis de Expresion de la micromatriz de miARN: Se aislaron 8 ug del ARN total a partir de higados de raton
congelados rapidamente utilizando el kit de aislamiento del miARN mirVana (Ambion). El disefio experimental incluyé
seis grupos con muestras de ARN de 5 ratones cada uno que se evaluaron en matrices de un Gnico color para un
total de 30 micromatrices independientes. En resumen, el ARN se marcé con Cy5 y se hibridé en chips
microfluidicos pParaFlo de micromatriz de doble canal (LC Sciences) que contenian sondas de miARN para miARN
maduros de ratén disponibles en la base de datos Sanger miRBase (Release 16.0) como se ha descrito
anteriormente™. Cada una de las sondas de deteccion punteadas consisti6 en una secuencia de nucledtidos
complementaria con una secuencia de miARN especifico y un separador sin nucleétidos largos que se extendié a la
secuencia especifica lejos de la superficie del chip. Se recogieron imagenes de fluorescencia utilizando un barrido
laser (GenePix 4000B, Molecular Device) y se digitalizaron utilizando un software de andlisis de imagenes Array-Pro
(Media Cybernetics). Se analizaron los datos incluyendo la sustraccién del fondo, utilizando un método LOWESS
(regresion ponderada localmente) sobre los datos sustraidos del fondo como se ha descrito anteriormente ® La
normalizacion es para eliminar las variaciones relacionadas con el sistema, dichas variaciones en la cantidad de
muestra, y las diferencias en la ganancia de sefiales de los escaneres. Se determiné la deteccién para ser positiva
solo si los transcritos tenian una intensidad de la sefial superior a 3x (SD de fondo) y una mancha VC<0,5. La VC
como se calculd por (SD)/(intensidad de la sefial), y en la que las sondas de repeticion en la matriz produjeron
sefiales de al menos un 50 % de las sondas de repeticién por encima del nivel de deteccion. Los datos se
representaron como un Log2 de la transformacién. Los datos se filtraron adicionalmente para eliminar los miARN con
valores de intensidad (normalizados) por debajo de un valor umbral de 32 a través de todas las muestras. Se
llevaron a cabo los test de la t entre los grupos de muestra del "control" y el "test" donde los valores T se calcularon
para cada miARN, y los valores p se calcularon a partir de la distribucion t teérica. Si p< 0,05, se representa
graficamente como una mancha roja en una grafica de dispersion log.

Los miARN artificiales son tan eficaces como los ARNhc en la regulacién por defecto de la alfa-1 antitripsina in vitro

Se ha demostrado una eficaz inactivacion de Z-AAT in vivo e in vitro utilizando ARNhc expresado a partir de un
promotor pol Il U6 utilizando VAAr8. A fin de determinar si una solucién alternativa y potencialmente mas segura
podria emplearse utilizando la expresion del miARN impulsada por la polimerasa Il, se clonaron tres miARN distintos
gue se dirigian al gen AAT humano en el intrén de un promotor hibrido de la beta-actina de pollo (CB) que impulsa la
expresion de GFP (Tabla 2 y Figura 1). Se llevé a cabo una comparacion in vitro de los ARNhc impulsados por U6
utilizados anteriormente frente a los miARN impulsados por pol Il en las lineas de células que expresaban el gen
Pi*Z AAT humano. Inicialmente, se observé un retraso en la inactivacién de Z-AAT con los miARN a las 24 h, pero
se observé una reduccién eventual comparable de ~35 % en la proteina AAT secretada en 48 y 72 h para ambas
construcciones en comparacion con los controles de GFP (Figura 1a). Se observé una reduccion similar en los
niveles intracelulares de la proteina AAT evaluados a partir de aglomerados celulares a las 72 h (Figura 1b).

Los niveles de miARN expresados en VAAr9 median en la inactivacion eficaz de VAA in vivo

Basandose en los hallazgos in vitro, la construccion con las tres secuencias de miARN intrénico (3XmiR intrénico)
junto con las otras tres construcciones de miARN individuales dirigidas contra la Z-AAT se empaquetaron en VAAr y
se ensayaron in vivo en los ratones transgénicos PiZ. Cinco grupos de ratones de 5 semanas de edad recibieron:
rAAV9-CB-GFP, 3xmiR-GFPintronicode rAAV9-CB o vector con uno cualquiera de los miARN individuales mediante
una inyeccién en la vena de la cola con 5,0x 1011 particulas de vector (vps) de VAA9r. Se sangraron ratones
semanalmente durante un total de 5 semanas para comprobar los niveles de Z-AAT en circulacion y se sacrificaron
en el dia 35 posterior a la administracién de un VAAr. Como se muestra en la Figura 2, los ratones recibieron 3X
MIARN intrénicos (3Xmir intrénico) que tenia en promedio una disminucién sostenida del 50-60 % en los niveles de
AAT en suero en comparacion con los valores de los criterios iniciales mientras que los ratones que recibieron los
Unicos MIARN intronicos tuvieron un promedio de inactivacion del 30 % en comparacion con los ratones que
recibieron el vector GFP del control.
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Para evaluar el efecto que estaba teniendo la inactivacion mediada por miARN a nivel del 6rgano, los higados de
estos ratones se evaluaron 5 semanas después de la administracion del VAAr para la abundancia de la Z-AAT
intracelular. Como se puede apreciar a partir de las inmunotinciones hepaticas de la AAT humana en la Figura 3,
hubo una marcada disminucién en la tincion positiva para AAT en los higados que pertenecen a ratones en el grupo
tratado con 3XmiR-GFP de VAAr9 intrénico. Ademas de la drastica reduccion en la tincion positiva para AAT, hubo
de igual forma una drastica disminucion en los glébulos de AAT intracelulares como se determiné por una tincion
positiva PAS resistente a la diastasa (PASD). De forma importante, la reduccion en la tincion PASD y hAAT se
acompafié por una reduccion en los foci inflamatorios en el grupo de GFP (Figura 3). Esto sugiere que la reduccion
en la acumulacion de hAAT en los higados de ratones PiZ puede aliviar la inflamacién como se evidencio por la
reduccion en las infiltraciones inflamatorias.

El inicio y el grado de inactivacion son dependientes de la localizacion del miARN en el casete de expresién

Aunque la administracion de 3 miARN en el intron del promotor CB fue satisfactoria en disminuir la expresion de Z-
AAT, estuvo poco claro si la localizacion de los miARN en el casete de expresion tuvo cualquier efecto sobre su
eficacia. Se investigé si la clonacion de 3 miARN entre el extremo 3' del gen GFP y la cola poliA tendria un efecto
sobre la cinética de la inactivacion de AAT. Se evalud igualmente si la clonacién de los 3 miARN en ambas
localizaciones aumentaria (por ejemplo, duplicaria) la cantidad de miARN que se produce y conduce a una
potenciacion adicional de la inactivacion de AAT. Como en los experimentos anteriores, ratones Z-AAT transgénicos
recibieron 5x10™* particulas de vector de vectores VAAr9 que expresaban los miARN tanto del intron (3XmiR
intrénico), la regién poliA (PolyA-3XmiR) o en ambas localizaciones en una vez (Doble-6XmiR) (véase el diagrama
en la Figura 4). El analisis de los niveles de Z-AAT en suero desvel6 que en cuatro semanas the PoliA-3XmiR y
Doble-6XmiR fueron mas eficaces que el vector 3XmiR intrénico al aclarar los niveles de Z-AAT en suero en un 85-
70 %, y, en algunos casos, en hasta un 95 % con el vector Doble-6XmiR (Figura 4). Se llevo a cabo el analisis de la
RT-PCR cuantitativa en tiempo real del tejido hepatico procedente de estos ratones para evaluar la abundancia de
cada uno de los tres vectores artificiales derivados de miRs (910, 914, 943). Como se ha indicado en la figura 5, los
vectores PolyA-3XmiR y Doble-6XmiR produjeron aproximadamente dos veces mas copias de cada uno de los miR
(Figura 5).

Habiendo conseguido una inactivacion a corto plazo clinicamente significativa de méas del 50 % de los niveles de la
proteina Z-AAT, fue necesario determinar si se sostendria su inactivacion durante largos periodos de tiempo. Se
administraron una vez de nuevo las tres construcciones de vectores se administraron mediante la vena de la cola a
un titulo ligeramente mayor de 1,0x10" particulas de vector por raton y se controlaron los niveles de Z-AAT en suero
semanalmente durante 3 meses. El inicio de la inactivaciéon de los tres vectores varié en 7 semanas, el vector Doble-
6XmiR consiguié un 90 % de inactivacion 2 semanas después de la administracion, el PoliA-3XmiR alcanzé esta
marca en la tercera semana mientras que el 3XmiR intrénico permanecio en el intervalo de 50-65 % de inactivacién
durante las primeras 7 semanas (Figura 6a). Se llevé a cabo el andlisis adicional de los homogenados de higado
para determinar si esta reduccion estaba en los combinados de monémeros o polimeros de Z-AAT en todos los
grupos. Las fracciones de Z-AAT de mondmeros y polimeros se separaron en condiciones no desnaturalizantes tras
lo cual, las fracciones se desnaturalizaron y se evaluaron cuantitativamente mediante inmunotincién. Se observo una
reduccion en todos los grupos en el combinado monomérico 3 meses después del tratamiento del miARN. El analisis
densitométrico de las bandas mostré significativas diferencias en el PoliA-3XmiR y Doble-6XmiR en comparacion
con ratones tratados con un vector del control (Figura 6 b-d). Esta inactivacion observada a las dos semanas en la
Figura 6a estuvo acompafiada por una reduccién significativa en la ALT y AST en suero en el grupo Doble-6XmiR
con claras tendencias de disminucién en los otros dos grupos que expresan un miR anti-AAT (Figura 6e y 6f).
Aungue los niveles de Z-AAT aumentaron ligeramente en los animales de los grupos Doble-6XmiR y PoliA-3XmiR
entre las semanas 7 y 13, los tres vectores se estabilizaron a un nivel sostenido de aproximadamente un 75 % de
inactivacion de Z-AAT durante el resto del estudio (Figura 6).

Administracion in vitro de los miARN contra Z-AAY y correccion génica con M-AAT utilizando un Gnico vector

Un vector de doble funcién que aumentaria simultaneamente los niveles de proteina de la proteina M-AAT natural,
abordando por tanto la enfermedad hepatica producida por la ganancia de funciones téxica de los polimeros Z-AAT y
la pérdida de funciones producida por M-AAT en circulacion, se evalud. Para conseguir esto, se sustituy6 el gen GFP
con un gen AAT natural que tenia cambios de pares de bases silenciosos en los sitios diana del miARN, haciéndolo
de esta manera impermeable a la inactivacion mediada por miARN. Se transfectaron simultaneamente células HEK-
293 con dos plasmidos, uno de los plasmidos expresé Z-AAT y el otro fue cualquiera del Doble-6XmiR-GFP, Doble-
6XmiR-AAT (que contienen el gen AAT reforzado, inactivado-impermeable) o un control. Las células transfectadas
se incubaron durante 72 h y se recogio el ARN de los aglomerados celulares para un analisis de la RT-PCR de los
transcritos Z-AAT y M-AAT. El andlisis de los niveles del ARNm de Z-AAT desvelé los Doble-6XmiR-GFP y Doble-
6XmiR-AAT produjo una inactivacion significativa de hasta 37 veces en las copias de ARNm de Z-AAT mRNA en
comparacioén para las células transfectada de forma simulada (Figura 7a). Ademas, la RT-PCR cuantitativa de los
transcritos de MAAT naturales procedentes del mismo combinado de ARN, desveldé que la construccion Doble-
6XmIiR-AAT reguld en exceso la expresion de M-AAT en mas de 100 vece sobre los niveles enddgenos observados
en las células transfectadas del control (Figura 7b).
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Administracion in vivo de vectores de doble funcién

Tomando en consideracién los hallazgos in vitro asi como el inicio mas rapido y la variabilidad disminuida en la
inactivacion observada con los vectores Doble-6XmiR y PoliA-3XmiR (Figura 6), se ensayaron ambas
configuraciones como vectores de doble funcién in vivo. Tres cohortes de siete ratones cada una se dosificaron con
l,OxlO12 particulas de vector con cualquiera de un control de GFP, Doble-6XmiR-CB-AAT o vectores PoliA-3XmiR-
CB-AAT de VAAr9. Se recogio el suero semanalmente de los ratones durante 13 semanas y se analizd para los
niveles de X-AAT en suero con un ELISA especifico de PiZ y para los niveles de M-AAT con un ELISA que
detectaba la etigueta CMYC en el ADNc de M-AAT. Los cambios en los niveles de Z-AAT en suero fueron
comparables a los experimentos anteriores, con una inactivacion sostenida alrededor del 75-85 % para ambos
vectores (Figura 8a, panel inferior). Se observé un inicio mas rapido de la inactivaciéon con el vector Doble-6XmiR
pero el vector PolyA-3XmiR alcanz6 una inactivacion similar en la cuarta semana. A medida que progresé la
inactivacion de Z-AAT, se observé un aumento simultaneo en la M-AAT en circulacién de ratones que recibieron los
vectores de doble funcién (Figura 8a, panel superior).

Sorprendentemente, aunque la inactivaciéon de ambos vectores fue similar cuatro semanas después de la
administracion, la produccion de M-AAT fu sustancialmente diferente. El vector PoliA-3XmiR-CB-AAT produjo 8-10
veces mas M-AAT que el vector the Doble-6XmiR-CB-AAT. Se extrajo el ARN del higado de estos ratones al final del
estudio para cuantificar los niveles de ARNm de Z-AAT y M-AAT. Se produjo una repentina disminuciéon en el ARNm
de Z-AAT en ambas cohortes de ratones que recibieron vectores con miARN en comparacion con ratones que
recibieron un control de rAAV9-CB-GFP (Figura 8B). Se llevé a cabo también la RT-PCR para M-AAT, para verificar
la produccion de M-AAT al nivel del ARN y para determinar si la diferencia en la produccion de M-AAT entre los
vectores de doble funcién estaba relacionada con la transcripcion del ARNm. A pesar de la clara diferencia en los
niveles de proteina M-AAT en suero, no hubo diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ARNm de
M-AAT entre los dos grupos (Figura 8 C). Esto indica que el procesamiento y la traduccién del ARNm, pero no el
nivel de la transcripcién puede verse afectado en el grupo Doble-6XmiR-CB-AAT, en algunos casos.

Anadlisis de los perfiles globales del miARN hepatico tras la administraciéon de mi ARN artificiales con VAAr9

Se llevé a cabo un analisis de la micromatriz de los miARN enddgenos de raté procedentes del tejido hepatico para
los 6 grupos de ratones con 5 ratones por grupo en 30 chips microfluidicos separados utilizando las muestras
obtenidas de los experimentos de inactivacion a largo plazo de Z-AAT (Figura 6) junto con los 5 ratones AAT
transgénicos sin tratar y los 5 ratones C57/BL6. A fin de determinar las diferencias basales impartidas por el gen Z-
AAT humano en ratones, se llevd a cabo una comparacion inicial entre ratones PiZ sin tratar y ratones C57BL6
silvestres. Como se muestra en la Figura 9a y en la Tabla 3, hubo solo 4 diferencias estadisticamente significativas
entre estos ratones con Unicamente miR-1 que tenian una relacion log2 mayor de 2, regulandose en exceso en
ratones PiZ. Se compararon los efectos de rAAV9-CB-GFP, rAAV9-Doble-6XmiR-CB-GFP, rAAV9-PolyA-3XmiR-CB-
GFP y la transduccion en higado del rAAV9-3XmiR-CB-GFP intronicoen los perfiles del miARN hepatico.
Sorprendentemente, la expresion de los MIARN derivados del vector artificial tuvo un minimo impacto sobre los
perfiles globales del miARN (véase la Figura 9b-d). Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los ratones PiZ sin tratar y los ratones tratados con VAAr9 en 2-6 miARN expresados de forma diferencial. De estos
miARN expresados de forma diferencial, el que tuvo el cambio mas grande fue miR-1 donde se la regulacién de
nuevo a los niveles observados en el C57B16. Esta correccion de la regulacién en exceso de miR-1 en ratones PiZ
se observo en todos los grupos, incluyendo los ratones que recibieron solo rAAV9-GFP. Por lo tanto, parece ser
dependiente de la administracion de VAAr9 y no de la administracién de miAR artificial.

Los resultados presentados en estos ejemplos describen un enfoque terapéutico combinatorio para el tratamiento de
enfermedades tanto hepaticas como pulmonares que presentan deficiencia de alfa-1 antitripsina. Este enfoque
terapéutico esta basado en un unico vector VAA de doble funcién para administrar ambos miARN que dirigen AAT
para el aclaramiento del ARNm mutante junto con un ADNc de AAT resistente a miARN para el aumento de la
proteina natural. Los datos presentados en el presente documento respaldan este enfoque, ya que las actividades
moduladoras de los miARN se demuestran tanto en los experimentos con cultivos celulares, como in vivo después
de numerosos experimentos con administracion de vectores AAVr9 pseudotipificados en la vena de la cola.
Dependiendo de la configuracion de los miARN, se consiguié de una forma consistente una inactivacion a largo
plazo de Z-AAT en suero en circulacion en un intervalo del 50-95 %. Ademas, en el caso de los vectores de doble
funcién, esta inactivacion va acompafada de una expresion y secrecién igualmente sostenida del M-AAT natural.

La inactivacion de la proteina Z-AAT mutante se observé en ratones transgénicos PiZ usando un vector VAAr8 que
expresa ARNhc impulsados por U6. Los experimentos con cultivos celulares iniciales determinaron que, en 72 horas,
la eficacia de los miARN utilizados en este estudio era comparable a la de los ARNhc (Figura 1). Los experimentos in
vivo descritos en el presente documento corroboran este hallazgo, ya que se observd una disminucion significativa
de Z-AAT tras la administracién del vector VAA9r rAAV9-CBintrénico3xmiR-GFP (Figura 2). Estos experimentos
también destacan un efecto mejorado que se obtuvo usando 3 miARN con diferentes secuencias diana, ya que
ninguno de los vectores con un solo miARN consigui6 el nivel de inactivacion observada cuando se administraron
juntos (Figura 2). Otro efecto bioldgico ademas de la reduccidon de Z-AAT en suero que se observé incluyd una
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disminucion significativa y extensa en la acumulacion de Z-AAT dentro de los hepatocitos y una reduccién de los foci
de linfocitos inflamatorios dentro del higado (Figura 3).

Sorprendentemente, la eficacia del miARN anti-AAT mejoré alterando la ubicacién del miARN dentro del casete de
expresion. Los experimentos realizados a corto plazo demostraron que la expresion de los miARN del extremo 3’ del
gen GFP, en lugar de los procedentes del intrén del promotor CB, producen un aumento del 25 % en las
capacidades de silenciamiento de los miARN u también a una disminucién significativa en la variabilidad de este
efecto. Ademas, la duplicacion de la dosis eficaz de miARN por vector, expresando los miARN desde ambas
ubicaciones, condujo a un inicio mas rapido de la inactivacion de Z-AAT (Figura 4). Por otra parte, se observé un
aumento en la produccion de miARN en ambos vectores PolyA-3XmiR-CB-GFP y Doble-6XmiR-CB-GFP en
comparacion con el vector rAAV9-intronico3xmiR-GFP. Esto indica que, en algunas realizaciones, el procesamiento
del miARN desde el intr6n del promotor CB puede no ser tan eficaz como desde el extremo 3’ del gen GFP. En otras
realizaciones, los experimentos a largo plazo demostraron que las diferencias cinéticas iniciales en la inactivacion
procedente de los tres vectores disminuye con el tiempo y en un plazo de ocho semanas, el 3xmiR intronico-GFP
disminuye en variabilidad y aumenta en eficacia de silenciamiento.

La potencia y estabilidad de la disminucién de Z-AAT en suero observada in vivo sugiere que cualquiera de estos
valores disminuye los niveles de Z-AAT en pacientes Pi*ZZ hasta niveles terapéuticos, incluso por debajo de los
observados en pacientes Pi*MZ heterocigéticos. Sin embargo, en algunos casos, se conseguiria un beneficio clinico
méaximo de un aumento simultineo de M-AAT en circulacion. A este respecto, se disefiaron vectores de
funcionalidad doble para suministrar también un ADNc de M-AAT resistente a miARN. Los experimentos con cultivos
celulares demostraron la factibilidad de esta estrategia, como se muestra por una disminucion del ARNm especifico
de Z-AAT con un aumento simultaneo de M-AAT usando un Unico plasmido provirico (Figura 7). Estos experimentos
respaldaron un estudio in vivo de los vectores de funcion doble. Los resultados de estos experimentos confirmaron
los datos in vitro, demostrando claramente la factibilidad de la inactivacion y aumento concomitante de la proteina
mutante y natural, respectivamente. Estos experimentos también revelaron que la doble configuracion de los miARN
tiene un inicio mas rapido de la inactivacion de Z-AAA, pero la eficacia global con el tiempo era comparable al vector
PolyA-3XmiR-CB-AAT vector. Ademas de una mejora en la cinética de inactivacion del vector Doble-6XmiR-CB-AAT,
también se observé una disminucién en la produccion de M-AAT (Figura 8a). Inicialmente, se teorizé que esto podria
ser un resultado de la disminucién en la produccion de ARNm de M-AAT debido a la presencia de miARN dentro del
intron de esta construccién, pero como se muestra en la Figura 8c, no se observé una diferencia estadisticamente
significativa en el ARNm de M-AAT entre estos dos grupos. Aunque la transcripcion y la estabilidad del ARNm no se
ve afectada por la presencia de los miARN en el interior del intron, su traduccion a proteinas puede quedar impedida,
como se observa en la disminucion de los niveles de M-ATT en circulacion en el suero de estos ratones.

A tener en cuenta para la terapia clinica es el efecto de la expresion de un miARN artificial sobre los perfiles del
miARN endogenos del 6rgano diana. Para determinar si el VAAr9 expresaba miARN anti-AAT alteraban los perfiles
del miARN en el higado, se cuestionaron los higados de 30 ratones al final del estudio descrito en la Figura 6 con
una micromatriz de miARN. Como puede observarse en la Figura 9, ni la administracion de rAAV9-GFP ni la de los
vectores que expresaban mIiARN tuvieron un impacto significativo sobre los perfiles de miARN. De manera
destacable, mir-122, que es el miARN mas producido en el higado quedo inalterado en cualquier grupo. Aunque se
ha descubierto que algunos miARN se expresaban en niveles estadisticamente diferentes entre los grupos, estaban
principalmente en el limite de las 2 veces de cambio con una excepcion. Curiosamente, mir-1 parecio tener de forma
consistente mas de 2 veces de cambio con la intervencion de VAAr9. En el caso de este miARN, las veces de
cambio con la intervencion del VAAr estuvieron en la direccion de revertir los niveles a los encontrados en los
ratones C57BL6 silvestres (Figura 9a). De este modo, en resumen, los perfiles de miARN quedaron inalterados y, en
algunos casos, 'corregidos' de vuelta a los niveles naturales con la administracion del VAAr9.

Estos hallazgos indican que otras patologias que requieren la combinacion entre un aumento de un alelo funcional y
la supresién de un alelo mutante se pueden abordar de una forma similar. Uno de estos ejemplos es la enfermedad
de Huntington (HD), en la que los alelos mutantes producen una enfermedad autosémica dominante grave, pero en
la que un inactivacién especifica de alelo solamente seria factible si el alelo funcional se modificara para transmitir
resistencia a una inactivacion basada en miARN. Esto significa que estas manipulaciones dan como resultado
perturbaciones minimas en los perfiles de miARN enddégeno. Esto es potencialmente importante para tener en
cuenta la seguridad de los enfoques basados en miARN con un solo agente, que seria de utilidad en otras terapias
con antivirales, por ejemplo, terapias dirigidas contra el VHB o el VHC. Como en el caso de las enfermedades
genéticas anteriormente citadas, existen dolencias en las que la regulaciéon por defecto de los genes diana durante
periodos de tiempo prolongados puede suponer una ventaja. Por lo tanto, la apariciéon de una plataforma de miARN
basada en VAAr como medio de abordar estos problemas también seria util.
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Tabla 2 Secuencias de miARN artificiales

mIRNA910 (SEQ ID NO: 21)

5-
TAAGCTGGCAGACCTTCTGTCGTTTITGGCCACTGAGTGACGACAGAAGCTGCCA
GCTTA

mMiRNA914 (SEQ ID NO: 22)

AATGTAAGCTGGCAGACCTTCATTTTGGCCACTGACTGACGAAGGTCTCAGCTT
ACATT

miRNA943 (SEQ ID NO: 23)
5
ATAGGTTCCAGTAATGGACAGGTTTGGCCACTGACTGACCTGTCCATCTGGAAC

CTAT

Tabla 3 Cambios estadisticamente significativos en los perfiles de los miARN hepaticos

Grupo 1 Grupo 2
B6 Control Piz Control
Nombre del indicador valor p Intensidad media (n=5) Intensidad media (n=5) Log2 (G2/G1)

mmu-miR-762 2,39E-02 525 1.099 1,07
mmu-miR-23a 4,03E-02 1.247 1.593 0,35
mmu-miR-1 4,95E-02 126 2.776 4,46
mmu-miR-341 * 4,97E-02 4.340 2.287 -0,92

PiZ-GFP Piz Control
mmu-miR-1 6,03E-03 5 2,776 9,13
mmu-miR-148a 7,48E-03 1.841 1.058 -0,80]
mmu-miR-720 9,33E-03 1.264 3.440 1,44
mmu-miR-30c 1,03E-02 2.830 1.757 -0,69
mmu-miR-146a 1,71E-02 362 175 -1,05]
mmu-miR-30d 4,64E-02 627 454 -0,47

PiZ PoliA Piz Control
mmu-miR-2145 1,40E-02 573 114 -2,32
mmu-miR-1 2,82E-02 22 2.776 6,95
mmu-miR-690 2,41E-02 3,071 534 -2,52
mmu-miR-720 4,31E-02 1.816 3.440 0,92
mmu-miR-146a 1,53E-02 445 175 -1,35
mmu-miR-1 3,04E-02 115 2.776 4,59
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caagaaacag

caaggagcuu

augggagaga

gaccaccgug

gaagcugucc

ccugecugau

caaguuccug

uacuggaacc

caauggggcu

gcauaaggcu

agaggccaua

aaugauugaa

aaaauaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9260

1020

1080

1140

1200

1257



acaaugacuc

gcagocguagy

auaacugggg

cacugcuuaa

accugggaca

ggecugugcu

aagacagaua

cuggcugagu

aucuncuucu

gcugacacuc

gcoucagauce

cuccagouga

uuuuuggagy

accgaagagg

guggaunugy

nunaaaggca

guggaccagg

cageacugua

gocaucuucu

ganauncauca

daacugucca

aaggucuuca

uccaaggecy

cunucgguaa

cgggcgacuc

ugaccuuggu

anacggacga

gugaaucgac

gaocugguesd

caucccacea

ucgccuucag

ccccagugag

acgaugaaan

augaaggeuu

ccacoggcaa

auguuaaaaa

ccaagaaaca

ucaaggagcu

aaugggagaqg

ugaccaccgu

agaagcugud

uccugecuga

ccaaguuccn

unacuggaac

Jgoaauggggc

ugcavaagge
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gugcagugga

agaucccagc

uaauauvucac

ggacagggoc

aaugecgucu

ugueucccuy

ugaucaggau

ccuanaccgc

cauncgcuaca

couggagggc

ccaggaacuc

uggecuguue

guuguaccac

gaucaacgau

ugacagagac

acoccuuugaa

gaaggugecu

cagocuggguyg

ugaggggaaa

ggaaaaugaa

cuaugaucug

ugaccucucc

ugugougace

agocuguacac

caguggacun

cagcagccuc

cugucuccuc

ucugucucgu

gougaggaud

cacccaaccu

cagcuggcac

gccuuugcaa

cugaanunca

cuccqguaccc

cucagegagy

ucagaagecu

uacguggaga

acaguuuuug

gucaaggaca

augaugaage

cugcugauga

cuacagcacc

gacagaaggn

aagagcgucc

ggggucacaqg

aucgacgaga
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ugeacaggca

agccccuguu

ccceguugcc

agcuucaggc

ggggcauccu

cocagggaga

ucaacaagau

accaguccaa

ugoucucccu

accucacgga

ucaaccagee

godugaagcu

ucacugucaa

aggguacuca

cucuggugaa

ccgaggaaga

guuuaggeau

aauaccuggqg

uggaaaauga

cugccagcuu

ugggucaacu

aggaggcacc

aagggacuga

aageguedygyg

ugcuccuccg

ccucuggauc

accaccacug

ccugouggea

ugougaodag

cacccoccaac

cagcaccaan

Jggggaccaag

gauunccggag

agacagecag

aguggauvaag

cuucggggac

agggaaaaun

unacauncuuc

ggacunccac

guuuaacauc

caaugccacc

acucacecac

acanuunaccc

gggcancacu

ccugaagcuc

agocugcugygy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



gccauguuuun

ulugucuucy

aauncogaceo

cuccocuggaun

ccocucccaugu

acagugcugu

ugcugggcuu

ucuggaggygc

aggaaccaga

aucccccacu

aaggcugeced

aucugcagca

gacucggged

agcccauucu

ccagaaagce

ggucucugcu

aagaccauua

cucaggaagg

cccccgcaac

ucuuuguges

gcagygaggcu

aaggcccugce

cocugcucccu

aaacuaaucu

agguugaguc

caugauucag

agcuuacuca

agoeooocuag

ucccccugac

gcuaguaaga

cccauuagaa

uagaggecau

uaaugauuga

daaaaunaacu

gacauuaaag

uuucucugag

cuucgggcce

gaauccaggg

uccagucuud

unaccagccau

cccoccccace

uccugggggc

acacaagaga

cugcaccucu

ccauggggca

ucacauaucu

uuguuuucuc

cccuauauce

ccauugcaag

cccuccouuu

uguugcugue

guuccugaau

uaaaggacac

cocgucucuac

aggaaucacu

auaccaaaua

ucuaaucaau

cugacagccu

gaugacacca

agcuguguga

cocugccuuug

cagagaauaa
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acccaugucu

acaaaauacoc

gooucucgou

aaggguugacy

ucucccuuug

ccugaacugu

gggacugaau

cuuguccugu

gaccocagge

cagaguugcu

cccagaacug

gaggacaaug

caggeacuuc

acaaggacac

ccguuuagaa

uaucuccucc

cuucuccuce

gacuccucag

ccuccucuga

ccugcagucu

agoccouguyg

agcagccagg

caggaauggc

guduaaccad

gugauuucga

ggauaccgac

nmucacucucc

gacougagayg

ccuucgugaa

aguugguaug

auagaacuac

aucccccccyg

aagucucccc

cocucaacooc

cugguccoug

cocugcugagyg

guucauggayg

cocucagcuua

cuuggagucc

uccaccaagc

cauccugcca

ccugaucgug

uccuccucun

uggaaaauga

cuduucugquc

ucaggucccu

ucagacuuga

cuagucacau

cuaugggaga

gucccgacug

ucagagggcc

guaagggcca

aaguccccuyg

cuaguccuan

ucacugucau

uaguucaaaa

uguuucccac

acdaauvacan

ucugaagace

gucgccaaac

auguucaagu

auunucuugca
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aggucaaguu

ucuucauggy

uocccocuctau

cougcaugug

cuguaugugg

caucuggeoug

cggaccugygqg

ccaagaagga

aucuucaugu

gggcuggcug

caoguggecca

gacccgcugu

cugaggcaga

cuuguccuuc

ucuccocaga

ccaggcccag

ggccaunaggae

ggaagcacau

gggccacaug

accgeoageouc

ggagaguccu

ggccccuage

ggaaggcacu

gaauguguac

uggugaaauu

acaagucucc

naaagauaug

ugganccaag

cucucugagc

nagauaacaa

caacaaaccc

aaaaguggug

cocuggoosce

acuguaaauc

gcuccaggua

gguaggcaca

coccaucuguu

aucacagggyg

ccoocugouc

ngcocacclo

guuuugugge

caccuaacca

uucuuccuga

caucgcugec

ugaagaggayg

caggccoccag

cugcugaugyg

cacccauunga

cagccugacu

cagugccacg

uccauccucc

ugaaggacag

gocccauccc

uuaaaggauqg

agcaauucua

uguucucuua

gccaucacca

nucugacuuu

cccagucauu

dauguuuaaua

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3220



<210>7

<211> 3513

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400>7
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ugggcaggaa

gudcugagcu

cugougacayg

uccugugccu

gcaguaaguc

caguggaaca

cccagagacu

ugagacaggu

uaaauvacgga

acagugaanc

gcugcocuggu

auacauccca

aguucgecun

ucuccccagu

cucacgauga

uccangaagg

ugaccaccgg

aggauguuaa

aggccaagaa

uggucaagga

gcaaauggga

aggugaccac

guaagaagcu

ncauccugoc

ucaccaaguu

ccauuacugg

ucagcaaugg

ccgugcauaa

nunuagaggce

cugggcacuyg

gaaccaagaa

gaauuccagy

gccagaagag

uncagcanca

gccacuaagg

gucugacuca

acaaugacuc

cgaggacagyg

gacaaugccg

cocugucucc

ccangaucag

cagccuauac

gagcaucgeu

aauccuggag

cuuccaggaa

caauggccoug

aaaguuguac

acagaucaac

gouugacaga

gagacccuuu

cgugaaggug

guccagcugg

ugangagggqg

ccuggaaaau

aaccuaugau

ggocugaccuc

ggcugugcoug

cauvacccaug
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ugeccaggge

ggaggagggyg

uuggagggge

acagagcuung

ggcanuuugg

auuncugcagu

cgocaccoce

cunucgcage

goccugucuc

uncaucugucu

cuggcugagg

gancacccaa

dgccageugy

acagecuuug

ggccugaauu

cuccuccgua

nuccucageg

cacucagaag

gauuacgugyg

gacacaguuu

gaagucaagg

ccuaungauga

gugcugcuga

daacnacagc

gaagacagaa

cugaagageqg

uccgggguca

accaucgacg

ucuanccccc

augcacugec

gucgggeocuc

ggcaaccucc

aggagagcun

ggugacucag

gagagcagag

uccaccuugy

cuccccoguu

cucagcuuca

cguggggcan

auccccaggg

ccuncaacaa

cacaccaguc

caaugcucuc

ucaaccucac

cccocucaacca

agggccugaa

councacugn

agaaggguac

uugcucuggu

acaccgagga

agcguuuagg

ugaaanaccn

accuggaaaa

ggucugecag

uccuggguea

cagaggaggc

agaaagggac

ccgaggucaa
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uccacgcage

cgaggaagge

ugccagecuu

gaggagagoa

naaangguag

ggccagcuaa

acacaggacg

gocecucugy

ggcaccacca

ccuccugcug

agaugcugcc

gancacocccc

caacageace

couggggace

ggagauuccyg

gccagacagc

gcuaguggau

caacuucggg

ucaagggaaa

gaauuacauc

agaggacuuc

caunguuuaac

gggcaaugcc

ugaacucacc

cuuacauauua

acugggcauc

accccugaag

ngaagcugcu

guncaacaaa

aaccoucaga

cuageageug

caggecacud

ggaaagggcyg

ancuaugcuac

gugguacucu

cugugguuue

auccacugcu

cugaccuggy

gcaggccugn

cagaagacag

aaccuggoug

aauaucuucu

aaggougaca

gaggoucaga

cagcuccagc

aaguunungg

gacaccgaag

auuguggauu

uucuuuaaag

cacguggace

anccagcacn

accgccauncn

cacgaunaunca

cccaaacugu

acuaaggucu

cucuccaagyg

ggggccaugu

coccocuuuguacn

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



ucuuaaugau

ccCaaaaaua

gaugacauua

uJuuuucucu

ugucuucggyg

cuungaaucca

ggcuccaguc

agauaccagc

acuCcCCCcCcC

cecuccuggg

gcaacacaag

gcccugecace

ucuccauggg

gccucacaua

gcuuuguuuu

uuacccuaua

aggeccauuge

aaccccucce

gcouguugcu

gouguuccug

ugcuaaagdga

ccuccgucuc

ucuaggaauc

gucauaccaa

cagucuaauc

ucacugacag

unaggaugaca

gacagcugug

agaccugecu

gaacagagaa

<210>8

ugaacaaaau

acugccucuc

aagaaggguu

gagucucccu

cococcocugaac

ggggggacug

uuccuugucc

caugacccca

acccagaguu

ggccccagaa

agagaggaca

ucucaggcac

gcaacaagga

ucuccguuua

cucuaucucc

ucccuucucc

aaggacuccu

uuuccuccuc

gucccugcag

aauagccccu

cacagcagcc

uaccaggaau

acugucuaac

auagugauuu

aauggauacc

couuucacuc

ccagaccuga

ugaccuucgu

uugaguuggu

uaaauvagaac
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accaagucuc

gcocuccucaac

gagcuggucc

uugccugcug

uguguucaug

gaunccucagc

ugucuuggag

ggcuccacca

gcocucauccug

cugccugauc

auguccuccu

uucuggaaaa

cacCcuauucu

gaaucagguc

uccucagacu

ucccuaguca

cagcuauggyg

ugaguecega

ucuucagagg

gugguaaggyg

aggaaguccc

ggccuuguece

cacucacugu

cgauaguuca

gacuguuucc

uccacadaua

gagucugaag

gaaguegeca

augauguuca

uacauuucuu

cccucuucau

ccocuccccuc

cugccugcau

aggcuguaug

gagcaucugyg

uuacggaccu

uccccaagaa

agcaucuuca

ccagggcugg

gugccguggc

cuugacccge

ugacugaggc

guccuugucc

ccuucucccc

ugaccaggcc

cauggecaua

agaggaagea

cuggggecac

gccaccgcag

ccaggagagu

cugggccccu

uauggaaggce

caugaauguyg

aaauggugaa

cacacaaguc

cauvuaaagau

accuggaucc

aaccucucug

aguuagauaa

gca
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gggaaaagug

caucccugge

gugacuguaa

ugggcuccag

cugJgguaggce

gggcccaucu

ggaaucacag

ugucccccug

cugugcccac

ccaguuuugu

ujucaccuaa

agauucuucc

uuccaucgcu

agaugaagag

cagcaggeocce

ggccugcuga

caucacccau

augcagocug

cuccagugcc

ccuuccaucc

agcugaagga

acugccccau

uacuuaaaqqg

auuagcaauu

uccuguucuc

auggccauca

daguucugac

agccccaguce

caaaauguuu

gugaauccca

ccccucccug

aucccuccca

guaacagugc

acaugcuggyg

guuucuggag

gggagygaacc

cucauccccc

cccaaggcug

ggcaucugea

ccagacucgg

ugaagcccan

gccccagaaa

gagggucucu

cagaagacca

uggcucagga

ugaceceoecege

acuucuuugu

acggcaggaqg

uccaaggccc

cagccugcuc

cccaaacuaa

augagguuga

cuacaugauu

uunaagcuuac

ccaagcCcCcCcc

uuauucccccu

auugcuagua

auacccauua

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3513
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<211> 3236
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 8

45



ugggcaggaa

guecugageu

cugcugecag

uccugugecu

gacauugcug

cauccuccug

gggagaugcu

caagaucacc

guocaacaga

cucccugyygy

cacggagauu

ccagccagac

gaagcuagug

ugucaacuue

uacucaaggg

ggugaauuac

ggaagaggac

aggcauguuu

cougggcaau

adaaugaacuc

cagocuuacau

ucaacuggye

ggcacocouy

gacugaagcu

caaguucaac

caugggaaaa

cuccaucecu

caugugacug

augugggouc

cugggeacug

gaaccaagaa

gaauuccagqg

gecagaagag

cugcugcuca

ouggcaggec

gcocagaaga

cccaaccougqg

agcaauaucu

accaaggeug

ccggaggeuc

agccageoucc

gauaaguuuu

ggggacaccg

aaaauvugugy

auduucuauua

uuccacgugy

aacauccagc

gccaccgeca

acccacgaua

uuaccocaaac

aucacuaagy

aagcucucca

gocuggggcca

aaacccuuug

guggugaauc

ggcccceuce

uaaauccouc

cagguaacag
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ugcccagggco

ggaggagggyg

uuggaggggce

acagagecuug

cucaguucca

ugugcugocuy

cagauacauc

cugaguucge

ugduugucccdc

acacucacga

agauccauga

agcugaccac

uggaggaugu

aagaggocaa

auuuggucaa

aaggcaaaug

accaggugac

acuguaagaa

ucuucuuccu

ucaucaccaa

uguecauuae

ucuucageaa

aggccgugcea

uguuuuuaga

ucuucuuaan

ccacccaaaa

cuggaugaca

ceauguuuude

ugcugucuuc

augcacugcc

guagggecue

ggcaaccuce

aggagagcuu

caggacaaug

ggucacuguc

ccaccaugau

cuucagcocua

agugageaue

ugaaauccug

aggcuuccag

cggcaauggc

uaaaaaguug

gaaacagauc

ggageuugac

ggagagacee

caccgugaaqg

gcuguccagc

gcougaugag

guuccuggaa

uggaaccuau

uggggeugac

uaaggouguyg

ggocauacac

gauugaacaa

auaacugecu

uuaaagaagyg

ucugagqueue

gggoacacuy
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uccacgcagc

cgaggaagygc

ugecagecuu

gaggagageca

ccgucuucug

uccouggouyg

caggaucacc

uaccgocagco

gouacagocu

gagggocuga

Jgaacuccucc

cuguuccuca

uaccacucag

aacgauuacy

agagacacag

uuugaaguea

gugccuauga

ugggugcuge

gggaaacuac

aaugaagaca

gaucugaaga

cucueSgggy

cugaccaucyg

augucuauce

aauvnaccaagu

cucgocucsuc

guugagcugyg

cocuuugecug

aacuguguuc

aacccucaga

suageegeuyg

caggecacuc

ggaaaggugg

ucucqugggy

aggaucccca

caaccuucaa

uggcacacca

uugeaaugeu

auuucaaccu

gquacccucaa

gcgagggocu

aagccuucac

uggagaaggyg

uuguugoucu

aggacacega

ugaagoguuu

ugaugaaaua

agcaccugga

gaaggucuge

geguecuggyg

ucacagagga

acgagaaagqg

acccogaggu

cuccccucun

aacccoucee

ucscugecuyg

cugaggeugu

auggagcauc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



uggecugggua

ccugggccca

gaaggaauca

ucauguecce

uggeugugae

ggcccaguuu

cgcugucacc

ggcagauucu

unccuunccanc

cccagaugaa

goccageagy

auvaggoecuge

gcacaucacc

cacaugcagc

cagcuccagu

aguecuucca

ccuagcocugaa

ggcacugoce

guguacuuaa

gaaanuagca

gucuccuguu

gauvauggeca

uccaaguucu

cugageccca

naacaaaang

<210>9
<211> 3532
<212> ARN

ggcacaugcu

ucugunucug

caggggagga

cugcucaucc

caccccaagg

uguggeaucu

uaaccagacu

uccugaagcc

gcugccccag

gaggaggguc

ccccagaaga

ugauggcuca

caungaccccec

cugacuucun

gccacggcag

uccuccaagy

ggacageocug

caucccaaac

aggaugaggu

anucuacaug

cucuuaagcu

ucaccaagec

gacuuuuccd

gucauugcua

unuauaccca

<213> Homo sapiens

<400>9
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gggcuugaau

gagggcucca

accaganacc

coccacucoce

cugeccuccu

gcagcaacac

cgggcccugc

canucuccau

daagocucac

ucugcuuugu

ccauvuacocu

ggaaggocau

cgocaaccccu

ugugcocuguu

gaggcouguuc

cccugcuaaa

cucccucogu

uaaucuagga

ugagucauac

auncagucua

nacucacuga

cocuaggaug

cocugacagcu

guaagaccug

nuagaacaga

ccagggggga

gucuuccuug

agccangacc

cccacccaga

gggggeccca

aagagagagg

accucucagg

ggggcaacaa

anancuccgn

uuaucucuauc

auaucccuuc

ugcaaggacu

ccocuuuccuc

gcuguccoug

cugaanagcc

ggacacagea

cucuaccagyg

aucacugucu

caaauaguga

aucaanggan

cagocuuuca

acaccagacc

gugugaccuu

couuugaguu

gaanaaanag
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cugaauccuc

uccugucuug

ccaggcucca

guugcucauc

gaacugccug

acaauguccu

cacuucugga

ggacaccuau

nuagaaucag

uccuccucaqg

uccucocuag

cocucagcuau

cucugagucc

cagucuucag

ccugugguaa

gccaggaagu

aauggeocuug

aaccacucac

uuncganagu

accgacuguu

cucuccacaa

ugagagucug

cgugaagucyg

gguaugaugu

aacuacauunu

agcuuacgga

gaguccccaa

ccaagcancu

cugccagggde

aucgugocgu

ccucuugace

aaangacuga

ucuguccuug

gqucccuaucuc

acuugaccag

ucacaugged

gggagaggaa

cgacuggggc

agggccaccg

gggccaggag

coocugggod

uccuauggaa

ugucaugaau

ucaaaauggu

ucccacacaa

anacaunuaaa

aagaccugga

ccaaaccucu

ucaaguuaga

cuugca

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3236
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ugggeaggaa cugggeacug ugoccagggc Augracugoc uccacgoage aaccoucaga 60
guccugageu gaaccaagaa Jggaggagggyg guegggecud ¢gaggaagge cuagoogoug 120
cugcugccag gaauuccagy uuggagggge ggcaaccucc ugcocagocuu caggocacuc 180

48



uccugugecu

gacauugcug

auuuuggggu

cugcagugag

cacCCcCccuce

coccucugga

gcaccaccac

cuccugeugy

gaugougeas

aucaccccca

aacagcacca

cuggggacca

gagauuccgg

ccagacagecc

cuaguggaua

aacuucgggy

caagggaaaa

aauunacaucu

gaggacuucc

auguuudaca

ggcaaugeca

gaacucaccc

uvuacauuuac

cugggcauca

ccccugaage

gaagcougeoug

uucaacaaac

ggaaaagugy

aucccuggcc

ugacuguaaa

gggcuccagy

uggguaggca

gccagaagag

cugcugcuca

gacucaguaa

agcagagggc

accuuggaca

uccacugceuu

ugaccuggga

caggecuguyg

agaagacaga

accuggcuga

auaucuucun

aggcugacac

aggcucagau

agcuccagcu

aguuuuugga

acaccgaaga

uuguggauuu

ucuuuaaagyg

acguggacca

uccagcacug

cogacaucuu

acgauaucau

ccaaacuguc

cuaaggucun

ucuccaaggc

gggccauguu

cocuuugucuu

ugaaucccac

cccucceugy

ucccucccan

uaacagugcu

caugcugggec
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acagagcuug

cucaguucca

augguagauc

cagcuaagug

caggacgcug

aaauacggac

cagugaaucg

cugccugguce

uacaucccac

guucgccuuc

cuccccaguy

ucacgaugaa

ccaugaaggce

gaccaccggc

ggauguuaaa

ggccaagaaa

ggucaaggag

caaaugggag

ggugaccacc

uaagaagcug

cuuccugacu

caccaaguuc

cauuacugga

cagcaauggyg

cgugcauaag

uuuagaggec

cuuaaugauu

cCcaaaaauaa

augacaulaa

guuuucucug

gucuucggygce

uugaauccag

aggagagcuu

cagggcggca

uugcuaccag

guacucuccc

ugguuucuga

gaggacagygg

acaaugccgu

cougueuccs

caugaucagyg

agccuauacoc

agcaucgcua

auvccuggagg

uuccaggaac

aauggccugu

aaguuguacec

cagaucaacyg

cuugacagag

agacccuuug

gugaaggugec

uccagcuggg

gaugagggga

cuggaaaaug

accuaugauc

gougaccucu

gcugugcuga

auacccaugn

gaacaadaua

cugccucucy

agaaggguug

agucucccuu

cocccugaaca

gggggacuga

49

gaggagagca

guaagucuuc

uggaacagoec

agagacuguc

gccagcageoc

coougucuce

cuuncugucuc

uggeugagga

aucacccaac

gccagcugge

cagecuuugse

gocugaauuu

uccuccguac

uccucagcega

acucagaagc

auuacgugga

acacaguuuun

aagucaagga

cuaugaugaa

ugcugcugau

aacuacagea

aagacagaag

ugaagagcgu

coggggueac

ccaucgacga

cuaucccccd

ecaagucuce

cuccucaacc

agcuggucce

ugccugcuga

guguucaugy

auccucagcu

ggaaaggudg

agcaucaggc

acuaaggauu

ugacucacgc

ucccccguug

ucagcuucag

guggggcauc

uccccaggga

cuuncaacaaqg

aCaccagucc

agaugoucudo

caaccucacqg

ccucaaccay

gggccugaaq

cuucacugudc

gaaggguacu

ugcucuggug

caccgaggaa

goguuuagge

gaaauaccug

couggaaaau

gucugccage

cougggucaa

agaggaggea

gaaagggacu

cgaggucaag

cocucuucaug

ccuccccucc

ugccugcaug

ggcuguaugu

agcaucuggc

uacggaccug

240
300
360
420
480
540
600
£60
720
780
840
200
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040

2100



ggcccaucug

gaaucacagg

gucccccuge

ugugoecace

caguuuuguy

gucaccuaac

Jgaaucuuccu

uccaucgoug

gaugaagagyg

ageaggooce

gecugeugau

aucacccauu

ugoagoouga

uccagugcca

cunccaunccu

gougaaggac

cugecccauc

acuuaaagga

uuagcaaunc

ccuguuoucu

uggccaucac

agquucugacu

gocccaguca

aaaauguuua

<210>10
<211> 3340
<212> ARN

unucuggagg

ggaggaacca

ucanccccca

ccaaggouge

gcaucugeag

cagacucggg

gaagcccaun

ccccagaaag

agggucucug

agaagaccau

ggoucaggaa

gaccocegea

cuucunuguy

cggcaggagg

ccaaggcccu

agococugoucce

ccaaacuaau

ugagguugag

uacaugauuc

uaagcuauacu

caagcccccu

uuucccocug

wugcuaguaa

uacccauuag

<213> Homo sapiens

<400> 10
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gcuccagucu

ganaccagcocc

cuccccccca

couccugygy

caacacaaga

cocugcaccu

cuccaugggyg

coucacauau

cuunuguuunc

uacgccuauau

ggecauugea

accocucocu

couguugceuyg

cuguuccuga

gcnaaaggac

cucogucucu

cuaggaauca

ucauvaccaaa

agqucuaauca

cacugacagc

aggaugacac

acagaugugu

gacougecun

aacagagaau

uccuauguccn

augaccccag

cccagaguug

gooccagaadc

gagaggacaa

cucaggcacu

caacaaggac

cuccguunag

ucuaucuccn

cccuucuccu

aggacuccud

uuccuccucu

ucccugcagu

anagccocccug

acagcagcca

accaggaaug

cugucuaacc

uaguganuud

augganaccg

cuuucacucu

cagacougag

gaccuucgug

ugaguuggua

aaauagaacu

50

gucuuggagu

gcuccaccaa

cucanccugc

ugecugaucy

uguecuacus

ucuggaaaau

accuauvuacug

aaucaggucc

ccucagacuu

cccuagueac

ageuauggga

gagucccgac

cuucagaggy

ugguaaggge

ggaagucccc

gecuuguecu

acucacuguc

gauaguucaa

acuguuuccc

ccacaaauac

agucugaaga

aaguogcacaa

ugauguugaa

acavuucuug

ccccaagaag

gcauncuucan

cagggcugyc

ugecgugged

uugaccegeu

gacugaggea

uccuuguccn

cnuucucccca

gaccaggccc

auggecauag

gaggaagead

uggggecaca

ccaccgcagco

caggagaguc

ugggccccua

auggaaggcea

augaaugugu

aauggugaaa

acacaagucu

amuaaagaua

couggaucca

accucucuga

guuagauaac

ca

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3532
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ugggcaggaa cugggcacug ugcccagggc augcacugcc uccacgcagce

guccugagcu gaaccaagaa ggaggagggg gucgggccuc cgaggaaggce

CUgougecay gaauuccagy uuggaggggc ggcaaccuce ugecagecuu

uccugugcocu gocagaagag acagagouug aggagagouu gaggagagea

51

aacccucaga

cuagccgoug

caggecacud

ggaaaggugyg

60

120

180

240



gacauugcug

cacugcuuaa

accugggaca

ggccugugeu

aagacagaua

cuggcugagu

aucuucuucu

gcugacacuc

gcucagaucc

cuccagcuga

uuuuuggaAgy

accgaagagyg

guggauuugy

uuuaaaggea

guggaccagyg

cagcacugua

gccaucuucu

gauaucauca

aaacugucca

aaggucuuca

uccaaggeccg

gccauguuuu

uuugucuucu

aaucccaccc

cuccouggau

cocucccaugu

acagugcugu

ugcugggcuu

ucuggagggc

aggaaccaga

aucccccacu

cugcugcuca

auacggacga

gugaaucgac

gocuggucece

caucccacca

ucgccuucag

ccccagugag

acgaugaaau

augaaggdcuu

ccaccggeaa

auguuaaaaa

ccaagaaaca

ucaaggageu

aaugggagayg

ugaccaccgu

agaagcuguc

uccugccuga

cCcaaguuccu

uuacuggaac

gcaauggggc

ugcauaaggc

uagaggccau

uaaugauuga

aagaauaacu

gacauuaaag

uuucucugag

cuucgggecce

gaauccaggyg

ueccaguouuc

uaccagccau

cocococeocacc
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cucaguucca

ggacagggcc

aaugeogucu

ugucucccug

ugaucaggau

ccuauvuaccgc

caucgcuaca

couggagyggc

cocaggaacudc

uggecuguuc

guuguaccac

gaucaacgau

ugacagagac

acccuuugas

gaaggugccu

cagcugggug

ugaggggaaa

ggaaaaugaa

cuaugaucuy

ungaccucucc

ugugcugacc

dacccaugucu

daCaaaauacc

gocucucgcu

aaggguugag

ucucccuuuy

cougaacugu

gggacugaau

cuuguccugu

gacccecaggc

cagaguugcu

cagcagccuc

cugucuccuc

ucugucudgu

gcugaggauc

cacccaaccu

cagcuggcac

gocuuugcaa

cugaauuuca

cuccguacce

cucagcgagg

ucagaageccu

unacguggaga

acaguuuuug

gucaaggaca

augaugaagc

cugcugauga

cuacagcaceo

gacagaaggu

aagagoguce

ggggucacag

aucgacgaga

aucccccccg

aagucucccc

ccucaaccco

cuggucccug

cocugcugagyg

guucauggag

ccucagcuua

cuuggagucce

uccaccaagc

cauccugoca

52

ccccocguugcco

agcuucaggc

ggggcaudcu

cccagggaga

ucaacaagau

accaguccaa

ugcucucccu

accucacgga

ucaaccagcc

gccugaagcu

ucacugucaa

aggguacuca

cucuggugaa

cegaggaaga

guuuaggcau

dauaccuggg

uggaaaauga

cugccagcuu

ugggucaacu

aggaggcacc

aagggacuga

aggucaaguu

ucuucauggg

uccccuccau

ccugcaugug

cuguaugugyg

caucuggeug

cggaccuggyg

ccaagaagga

aucuucaugu

gggcuggcug

ccucuggauc

accaccacug

cougeuggea

ugcugeccag

cacccccaac

cagcaccaau

ggggaccaag

gauuccggag

agacagcocag

aguggauaag

cuucggggac

agggaaaauu

unacauncunc

ggacuuccac

guuuaacauc

caaugccacc

acucacccac

acauuuaccc

gggcaucacu

ccugaagcuc

agougcugdgy

caacaaaccc

ddaagugguy

cccuggeece

acuguaaauc

gcuccaggua

gguaggcaca

cccaucuguu

aucacagggg

cccccugcuc

ugooccaccco

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

900

960

1020

1080

1140

1200

1250

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



aaggcugccc

aucugcagca

gacucgggcc

agcccauucu

ccagaaagcc

ggucucugcu

dagaccauua

cucaggaagg

ccococogcaac

ucuuugugcc

gcaggaggciu

aaggcccuge

ccugcucocou

aaacuaaucu

agguugaguc

caugauvucadg

agcuuacuca

agcccccuag

uccococcugac

gruaguaaga

coccauuagaa

<210> 11

<211> 3495
<212> ARN

uccugggggoc

acacaagaga

cugcaccucu

ccauggggca

ucacauaucu

uuguuauucuc

cccuauaucc

ccauugcaag

ccocucccuuu

uguugcuguc

guuccugaau

uaaaggacac

ccgucucuac

aggaaucacu

auaccaaauna

ucuaaucaau

cugacagccu

gaugacacca

agcuguguga

cocugecuuug

cagagaauaa

<213> Homo sapiens

<400> 11
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cccagaacug

gaggacaaug

caggcacuuc

acaaggacac

cocguuuagaa

uaucuccucc

cuucuccucc

gacuccucag

couccucuga

ccugcagucu

agccccugug

agcagccagg

caggaauggc

gucuaacoac

gugauuucga

ggauaccgac

uucacucucc

gaccugagag

ccuucgugaa

aguugguaug

auagaacuac

ccugaucgug

uccuccucuu

uggaaaauga

cuauucugue

ucaggucccu

ucagacuuga

cuagucacau

cuaugggaga

gucccogacug

ucagagggce

guaagggcca

aaguccccug

cuuguccuau

ucacugucau

uaguucaaasa

ugnuiucccac

daCaaauacau

ucugaagacc

gucgccaaac

auguucaagu

auuucuugea

53

ccguggccca

gacccgcugu

cugaggcaga

cuuguccuuc

ucuccccaga

ccaggcceag

ggccauaggc

ggaagcacau

gggccacaug

accgecagcuc

ggagaguccu

ggccccuage

ggaaggcacu

gaauguguac

uggugaaauu

acaagucucc

uaaagauaug

uggauccaag

cucucugage

uagauaacaa

guuuuguggc

caccuaacca

uucuuccuga

caucgcugec

ugaagaggaqg

caggccccag

cugcugaugg

cacccauuga

cagccugacu

cagugccacg

uccauccucc

ugaaggacag

gooccococaucce

uuaaaggaug

agcaauucud

uguucucuia

gccaucacca

uucugacuunu

coccaguaauu

aauguuuaua

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3340



uJgggcagJgaa

guccugagcu

cugcugceag

uccugugecu

gcaguaaguc

caguggaaca

cecagagacu

cugggcacug

gaaccaagaa

gaauuccagyg

gccagaagag

uucagcauca

gccacuaagg

gucugacuca
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ugcccagggce

ggaggagggg

uuggagggygce

acagagcuug

ggcauuuugg

auvucugcagu

cgocaccooc

augcacugec

guecgggecuc

ggcaaccucc

aggagagcuu

ggugacucag

gagagcagag

uccaccuugyg

54

uccacgcagce

cgaggaaggce

ugccagccuu

gaggagagca

unaaaugguag

ggccagcuaa

acacaggacg

aacccucadga

cuagccgcug

caggccacuc

ggaaagggcy

aucuugcuac

gugguacucu

cugugguuuc

60

120

180

240

300

360

420



ugagccagca

gggeocugud

cgucuucugu

cecuggouga

aggaucaccc

accgocageou

cuacagccuu

agggccugaa

aacuccuccyg

uguuccucag

accacucaga

acgauuacgu

gagacacagu

uugaagucaa

ugccuaugau

gggugcugcu

ggaaacuaca

augaagacag

aucugaagag

ucuccggggu

ugaccaucga

ugucuauces

auaccaaguc

ucgcuccuca

uugagouggu

cuuugccuge

acuguguuca

ugaauccuca

coeugucuugyg

caggouccad

uugcucaucc

aacugcocuga

gccucccccy

uccucagceuu

cucgugygyyc

ggauccccag

aaccuucaac

ggcacaccag

ugcaaungouc

uuucaaccuc

uacccucaac

cgagggooug

agoccuucacu

ggagaagggu

uuuugcoucug

ggacaccgag

gaagocguuua

gaugaaauac

goaccuggaa

aaggucugcc

cguccugggu

cacagaggag

cgagaaagyqg

cocegaggue

ucccocucuuc

acoccucccce

cocugocuge

ugaggcugua

uggagcaucu

gcuuacggac

aguccccaag

caagcaucuu

ugccagggcu

ucgugooguyg
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uugccocucu

caggoagccac

auccuccuygc

ggagaugoug

aagaucaccc

uccaacagca

ucccugggga

acggagauuc

cagccagaca

aagcuagugg

gucaacuucg

acucaaggga

gugaauuaca

gaagaggacu

ggcauguuua

cugggecaaug

agugaacuca

agcuuacauu

caacugggea

goacgoouga

acugaagcug

aaguucaaca

augggaaaag

uccauncccug

augugacugu

ugugggeucce

ggcuggguag

cugggcccau

aaggaaucac

caugquaccco

ggougugcece

goocaguuuu

ggauccacug

cacugaccug

uggcaggccu

cccagaagac

coaaccugye

ccaanaucuu

ccaaggouga

cggaggcuca

gccagcucca

auaaguuuuu

gggacaccga

aaauugugga

ucuucuuuaa

uccacgugga

acauccagca

ccaccgoccan

cccacgauau

uacccaaacu

ucacuaaggu

agoucuccaa

cuggggccau

aaccouuugu

uggugaaucec

gcccocolucao

agaucaculcc

agguaacagu

goacaugoug

cuguuucugg

aggggaggaa

ugcucaucce

accccaaggco

guggcaucug

55

cuuaaauvacg

ggacagugaa

gugcugccuy

agauacauce

ugaguucgec

cuucucccca

cacucacgau

gauccaugaa

gcugaccacc

ggaggauguu

agaggccaag

uuuggucaag

aggcaaaugg

ccaggugace

cuguaagaag

cuucuuaccug

caucaccaaq

guccauuacu

cuucagcaau

ggcogugcau

guuuuuagag

cuucuuaaug

cacccaaaaa

uggaugacau

cauguuuucu

gocugucuucg

ggcuugaauc

agggcuccag

ccagauacca

ccacucccog

ugcccocuccug

cagcaacaca

gacgaggaca

ucgacaaugc

gucccugucu

caccaugauc

uucagccuau

gugagcaucyg

gaaauccugg

ggcuuccagg

ggcaauggac

aaaaaguugu

aaacagauca

gagcuugaca

gagagacccu

accgugaagyg

cugueocagou

ccugaugagg

uuccuggaaa

ggaaccuaug

ggggcugace

aaggcugugc

gecauaccca

auugaacaaa

uaacugocuc

uaaagaaggg

cugagucucc

ggcccoocuga

caggggggac

ucuuccuugu

gogaugacee

ccacccagag

ggggccccaqg

agagagagga

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



10

caauguccuc

acuucuggaa

gacaccuauu

uagaaucagg

couccucaga

coucccuagu

cucagcuaug

ucugagucce

agucuucaga

cugugguaag

ccaggaaguc

auggecuugu

accacucacu

uucgaunaguu

ccgacuguuu

ucuccacaaa

gagagucuga

gugaaguege

guaugauguu
acuacauuuc
<210> 12

<211> 3492
<212> ARN

cucuugaccc

aaugacugag

cuguccuugu

uccouuguce

cuugaccagy

cacauggeca

ggagaggaag

gacuggogogcc

gggccaccgc

ggccaggaga

decugggede

ccuauggaag

gucaugaaug

caaaauggug

cccacacaadg

uacauvuuaaag

agaccuggau

caaaccucuc

caaguuagau

uugca

<213> Homo sapiens

<400> 12
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gougucaccu

gcagauucuu

cocuuccaucg

ccagaugaag

cecageagyge

uaggecugeu

cacaucaccc

acaugcagcc

agcuccagug

guccuuccau

cuagcugaag

gcacugeoeo

uguacuuaaa

aaauvuagcaa

ucuccuguuc

auauggecau

ccaaguucug

ugagececag

aacaaaaugu

aaccagacuc

ccugaagccc

cugccccaga

aggagggucu

cccagaagac

gauggeucag

auniugaccccc

ugacuucuun

ccacggcagg

deucgaagge

gacagecuge

aucecaaacu

ggaugagguu

uucuacauga

ucuuaagoun

caceaagece

acuunuauccce

ucauugouag

uuauvacccau

56

gggcccugcea

auucuccaung

aagccucaca

cugeuuuguu

cauuaccoua

gaaggecauu

gcaacccouc

gugccuguug

aggcuguuce

cougcuasag

uccocucegue

aaucuaggaa

gagucauacc

uucagucuaa

acucacugac

couaggauga

cugacageuyg

uaagaceuge

unagaacagag

ccucucaggc

gggcaacaag

uaucuccguu

uucucuaucu

unaucccuucu

geaaggacuce

cocuuuccucc

cugucccuge

ugaauagccc

gacacageaqg

ucuaccagga

ucacugueua

aaauagugau

ucaauggaua

agccuaucac

caccagaccu

ugugaccuue

cunugaguug

aavaaauvacga

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3495



ugJggeaggasa

guccugagcu

cugcugecag

uccugugccu

gcaguaaguc

caguggaaca

cocagagacu

ugageccagecd

cugggcacug

gaaccaagaa

gaauuccagg

gccagaagag

uicagcauca

gccacuaagyg

gucugacuca

uccccoguug
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ugcccaggge

ggaggagggyg

uuggaggggc

acagagcuug

ggcauuuugg

avucugcagu

cgocacoccoo

coccucugga

augcacugcc

gucgggccuc

ggcaaccucc

aggagagcuu

ggugacucag

gagagecagag

uccaccuugyg

uccacugcuu

57

uccacgcagc

cgaggaaggc

ugccagccuu

gaggagagca

uaaaugguag

ggccagcuaa

acacaggacg

aaauacggac

aacccucaga

cuagccgoug

caggccacuc

ggaaagggcyg

aucuugcuac

gugguacucu

cugugguuuc

gaggacaqggq

60

120

180

240

300

360

420

480



cocouguoucc

cuucugucuce

uggcugagga

aucacccaac

gocagougge

cageccuunge

goougaauuu

uccuccguac

uccucagcga

acucagaage

auuacgugga

acacaguuiuu

aagucaagga

cuaugaugaa

ugcugougau

aacuacagca

aagacagaag

ugaagagegu

ccggggucac

ccaucgacga

cuaucCCCcCC

ccaagucucc

cuccucaacc

agcugguccac

ugccugcuga

guguucaugg

auccucagcu

gucuuggagu

gouccaccasa

cucauccugo

ugecugaucyg

uncagouncayg

guggggcauc

uccccaggga

cuucaacaag

acaccagucc

aaugcucucc

caaccucacyg

coucaaccag

gggccugaag

cuucacuguc

gaaggguacu

ugcucuggug

caccgaggaa

gcguuuaggc

gaaauaccug

couggaaaau

gucugccage

ccugggucaa

agaggaggca

gaaagggacu

cgaggucaag

cocucuucaug

couccccucc

ugccugeaug

ggcuguaugu

agcaucugge

uacggaccug

ccccoaagaag

gcaucuucan

cagggouggc

ugceguggec
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gcaccaccac

cuccugeugy

gaugcugccc

aucaccccca

aacagcacca

cuggggacea

gagauuccgqg

ccagacagece

cuaguggaua

aacuucgggyg

caagggaaaa

aauyuacaucu

gaggacuucc

auguumiaaca

ggcaaugoca

gaacucaccc

uuacauuuac

cugggcauca

ccccugaagce

gaagcugcug

uucaacaaac

ggaaaagugg

aunccouggcc

ugacuguaaa

gggocuccagy

uggguaggea

ggeceaucug

gaaucacagyg

gucccccuge

ugugoccace

caguuuugug

ugaccuggga

caggccuguyg

agaagacaga

accuggcouga

auaucuucuun

aggcugacac

aggcucagau

ageuccageu

aguuuuugga

acaccgaaga

uuguggauuu

ucuuuaaagyg

acguggacca

uccagcacug

ccgccausun

acgauaucau

ccaaacuguc

cuaaggucuu

ucuccaaggc

gggecauguu

ccuuugucuu

ugaaucccac

coccocuccougy

ucocucccaun

uaacagugcu

caugcugggce

unucuggagy

ggaggaacca

ucauccccca

ccaaggcugc

gcaucugeag

58

cagugaaucyg

cugecuggue

uacaucccac

guuegecuue

cuccccagug

ucacgaungaa

ccaugaagge

gaccacegge

ggauguuaaa

ggccaagaaa

ggucaaggag

caaaugggag

ggugacecacc

uaagaagcug

cuuccugccu

caccaaguuc

cauuacugga

cagcaauggyg

cgugcauaag

uuuagaggcc

cuuaaugauu

cCaaaaauaa

augacauuaa

guuuucucug

gucuucggge

uugaauccag

geuccagueou

gauaccagec

cuccccccca

couccugggg

caacacaaga

acaaugoogu

ccugucucco

caugaucagg

agccuaunaco

agcaucgcua

auccuggagyg

uuccaggaac

aauggecugu

aaguuguace

cagaucaacg

cuugacagag

agacccuuug

gugaaggugc

uccagcuggg

gaugagggga

cuggaaaaug

accuaugaudc

gougaccucu

goeugugcuga

aunacccaugu

gaacCaaaaua

cugccucucyg

agaagygguug

agucucccuu

ccococugaacu

gggggacuga

ugcuuguecu

augacecccag

cccagaguug

gcocccagaac

gagaggacaa

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

174Q

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



uguecuccus

ucuggaaaau

accuauucug

aaucaggucc

cocucagacuau

ccouagucac

agcuauggga

gagucccgac

cuucagagygy

ugguaaggygce

ggaagucccc

gcocunguccu

acucacuguc

gauaguucaa

acuguuucece

ccacaaauac

agucugaaga

aagucgccaa

ugauguucaa

acauvuucuug

<210> 13
<211> 3510
<212> ARN

uugaccegeu

gacugaggea

uccuuguecu

cuucucccca

gaccaggccc

auggccanag

gaggaageac

uggggecaca

ccacegoage

caggagaguc

ugggccccua

auggaaggca

augaaugugu

aauggugaaa

acacaagucu

anuaaagaua

ccuggaucca

accucucuga

guuagauaac

ca

<213> Homo sapiens

<400> 13
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gucaccuaac

gauucuuccu

uccaucgcoug

gaugaagagy

agcaggcccc

gccugcugau

aucacccauu

ugcagecuga

uccagugeca

cuunccauccu

gcugaaggac

cugcocccanc

acuuaaagga

uuageaauuce

¢euguucucu

uggccaucac

aguucugacu

gcccocaguca

aaaauguuua

cagacucggy

gaageccauu

ccccagaaag

agggucucug

agaagaccan

ggcucaggaa

gaccoocegea

cuucuuugug

cggcaggagy

ccaaggcccu

agccugcucc

ccaaacuaan

ugagguugag

uvacaugauuc

vaagcuuacu

caagcccoccn

uauccccoug

uugcuaguaa

unacccauuag

59

coccugeaccu

cuccauggyy

ccucacauau

cunuguuuac

uacccuauau

ggccauugca

accocucocu

douguugcuyg

cuguuccuga

gcuaaaggac

cuccgucucu

cuaggaauca

ucauaccaaa

agucuaauca

cacugacage

aggaugacac

acagcugugu

gaccugccuu

aacagagaau

cucaggcacu

caacaaggac

cuccguuuag

ucuaucuccu

ccocuucuccu

aggacuccuc

uuccuccucu

ucccugcagu

auvagecocuyg

acagcagcca

accaggaaug

cugucuaacoc

vagugauuuge

auggauaceg

cuvucacucu

cagaccugag

gaccuucgug

ugaguuggua

aaauagaacu

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3492



ugggcaggaa

guccugagcu

cugcugccag

uccugugccu

geaguaague

caguggaaca

cecagagacu

ugagccaggu

cugggeacug

gaaccaagaa

gaauuccagg

gccagaagag

uucagcauca

geccacuaagy

gucugacuca

acaaugacuc

ES 2661 680 T3

ugeccaggge

Jgaggagggy

unggagyggygc

acagagcuug

ggcauuuugyg

auucugcagu

cgocaceced

cuuicgccuc

augeacugoc

gucgggccuc

ggcaaccucc

aggagagcuu

ggugacucag

gagagcagaqg

uccaccuugy

ccocguugec

60

uccacgeaqge

cgaggaaggc

ugccagccuu

gaggagagca

uaaaugguag

ggccagouaa

acacaggacyg

ccucuggauc

dacecucaga

cuagccgecug

caggccacuc

ggaaagggcyg

aucuugeouac

gugguacucu

cugugguuue

cacugcuuaa

60

120

180

240

300

360

420

480



auvacggacga

gqugaaucgac

gocuggucce

caucccacca

ucgcouucay

ccccagugag

acgaugaaau

augaaggcoun

ccaccggcaa

auguuaaaad

cCaagaaaca

ucaaggagcu

aaugggagag

ugaccaccgu

agaagcuguc

uccugccouga

ccaaguuccu

uvacuggaac

goaaugggge

ugcauaaggc

uagaggccan

uaaugauuga

dadaaauaacu

gacauuaaag

uuucucugag

cuucgggoce

gaauccaggg

uccagucuuc

uvaccagocanu

cooccocccace

ucougggggo

acacaagaga

ggacagggcc

aaugocgucu

ugucucccug

ugaucaggau

ccuauaccygo

caucgcuaca

couqggagggc

cocaggaacuc

uggccuguuc

gquuguaccac

gaucaacgau

ugacagagac

acccuuugaa

gaaggugecu

cagceuggyuy

ugaggggaaa

ggaaaaugaa

cuaugaucug

ugaccuouce

ugugcugace

acccaugucu

acaaaauvacc

gocucucgcu

aaggguugag

ucucccuuug

cougaacugu

gggacugaau

cuuguccugu

gaccecagge

cagaguugcu

cccagaacug

gaggacaaug
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cuguouccuc

ucugucucygu

gocugaggauc

cacccaaccu

cagcouggeac

gccuuugceaa

cugaauuuca

cuccguaccc

cucagcgagg

ucagaagecu

uacguggaga

acaguuuuug

gucaaggaca

augaugaagc

cugcugauga

cuacagcace

gacagaaggu

aagagcgucc

ggggucacaqg

aucgacgaga

aAUucCCcCcilcyg

aaguouccco

coucaiacccc

cuggucccug

cougcugagy

quucauggag

cocucagcuua

cuuggagucc

uccaccaage

cauccugcca

ccugaucgug

uccuccuun

agouucaggc

ggggcauccu

cccagggaga

ucaagaagaun

accaguccaa

ugcucucccu

accucacgga

ucaaccagecc

gccugaageu

ucacugucaa

aggguacuca

cucuggugaa

cegaggaaga

guuuaggcau

aauaccuggg

uggaaaauga

cugccagcuu

ugggucaacu

aggaggcace

aagggacuga

aggucaaguu

ucuucauggg

ucccouccau

ccugcaugug

cuguaugugqg

caucuggeuyg

cggacouggg

ccaagaagga

aucuucaugu

gggcuggcug

ccocguggocca

gaccogougu

61

accaccacug

cocugcuggca

ugcugcccag

caccoocaac

cagcaccaau

ggggaccaaqg

gauuccggag

agacagccag

aguggauaag

cuucggggac

agggaaaauu

unacaucuud

ggacuuccac

guuuaacauc

caaugccacc

acucacocac

acaunuuaccc

gggcaucacu

cougaagoue

agcugcugqgqg

caacaaaccc

aaaaguggug

Cocuggecoa

acuguaaauc

geuccaggua

gguaggeaca

cogaucuguu

aucacagggg

ccoccocugou

ugocccaccco

guuuugugge

caccuaagca

accugggaca

ggccugugcu

aagacagaua

cuggcugagu

auncuacuucu

gcugacacua

goucagaucc

cuccagcuga

uunuuggagg

accgaagagyg

guggauuugg

uuuaaaggea

guggaccagyg

cagoacugua

gocaucuucu

gauaucauca

agdacugucca

aaggucuuga

uccaaggecg

gocauguuuu

uaugucuucu

aaucccaccc

cucccuggau

ccucccaugu

acagugcugu

ugcugggeuu

ucuggagggc

aggaaccaga

ancccocacu

aaggcugcce

aucugcagca

gacucggged

540

600

660

720

780

B840

S00

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

2400



cugcaccucu

ccauggggca

ucacauaucu

uugquuuucuc

cCccuauaucc

ccauugeaag

cccucccuuu

uguugcuguc

guuccugaau

uaaaggacac

ccgucucuac

aggaaucacu

auaccaaaua

ucuaaucaau

cugacagccu

gaugacacca

ageuguguga

cougocuuuyg

cagagaauaa

<210> 14
<211> 3303
<212> ARN

caggcacuuc

acaaggacac

ccguuuagaa

uaucuccucc

cuucuccucc

gacuccucaqg

ccuccucuga

ccugcagucu

agccccugug

agcagecagqg

caggaauggo

gucuaaccac

gugauvuucga

ggauvaccgac

uucacucucc

gaccugagag

ceuuncgugaa

aguugguaug

auvagaacuac

<213> Homo sapiens

<400> 14
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uggaaaauga

cuauvucuguc

ucaggucceu

ucagacuuga

cuagucacau

cuaugggaga

gucccgacug

ucagagggcc

guaagggcca

aaguococug

cuuguccuau

ucacugucau

uaguucaaaa

uguuiacccac

acagauacau

ucugaagace

gucgecaaac

auguucaagu

amuucuugca

cugaggcaga

cuugquccuuc

ucuccoccaga

ccaggceocag

ggccauaggce

ggaagoacau

gggccacaug

acgcgcagcuc

ggagaguccu

ggoccduage

ggaaggcacu

gaauguguac

uggugaaauu

acaagucucc

vaaagauvaug

uggauccaag

cucucugage

uagauaacaa

62

UUCUUCCLa

caucgcugec

ugaagaggaqg

caggcccocag

cugcugaugy

cacccauuga

cagccugacu

cagugccacg

unccauccuce

ugaaggacag

goccocaucoc

uuaaaggaug

agcaauucia

unguucucuuna

gccaucacca

uucugacuuu

cocagucauu

aauguuuaua

agocccauucu

ccagaaagcc

ggucucugcu

aagaccaunua

cucaggaagyg

coooccgceaac

ucuuugugce

gcaggaggcu

aaggcccuge

cougcuccoccu

dadacuaaucu

agguugaguc

cauganucaqyg

agcuuacuca

agcccccuayg

uccccougac

geuaguaaga

cccauuagaa

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29490

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3510



ugggcaggaa

guccugagcu

cugcugccag

uccugugccu

cuceccoguu

cucagcuuca

cguggggcau

auccccaggg

ccuucaacaa

cugggcacug

gaaccaagaa

gaauuccagg

gccagaagag

gacdcucugy

ggcaccacea

couccugouyg

agaugcugcc

Jgaucacccco
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ugaecagygge

ggaggagggy

nuggaggggce

acagagcuug

aucecacugcu

cugaccuggy

gecaggecugu

cagaagacag

aaccuggcug

augocacugeoc

gucgggccuc

ggcaaccucc

aggagagcuu

uaaauvacgga

acagugaauc

gougecuggu

auvacauccca

aguucgccuu

63

uccacgeage

cgaggaaggc

ugccagccuu

gaggagagca

cgaggacagyg

gacaaugeeyg

cococuguouce

ccaugaucag

cagccuaunac

aacocucaga

cuagccgoug

caggccacuc

ggaaagcagc

goccugucuc

ucuucugucu

cuggeugagyg

Jgaucacccaa

cgccagcugg

60

120

180

240

300

360

420

480

540



cacaccaguc

caaugoucuc

ucaacoucac

cccucaacca

agggccugaa

ccuucacugu

agaaggguac

uugcucuggu

acaccgagga

agcguuuagg

ugaaauaccu

accuggaaaa

ggucugceag

uccuggguea

cagaggagygc

agaaagggac

ccgaggucaa

cccucuucau

cccuccccuc

cugccugcau

aggcuguaug

gagcaucugg

uuacggaccu

uccccaagaa

agcaucuuca

ccagggougyg

gugccguggce

cuugaccogae

ugacugaggce

guccuugucc

ccuucucocco

caacagcacc

couggggace

ggagauuccqg

gccagacagce

gcuaguggau

caacuucggyg

ucaagggaaa

gaauuacauc

agaggacuuc

cauguuuaac

gggcaaugaod

ugdacucacce

cuuyacaunua

acugggeauc

accccugaag

ugaagcugcu

guucaacaaad

gggaaaagug

cauccecuggc

gugacuguaa

ugggcuccag

cuggqguaggc

gggcccaucu

ggaaucacag

ugucccocug

cugugoecac

ccaguuuugu

ugucaccuaa

agauucuuce

uuccaucgcu

agaugaagag
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dduaucuucu

aaggcugaca

gaggcucaga

cagcuccage

aaguuuuugg

gacaccgaag

auuguggauu

uucunlaaayg

cacguggace

auccagcacu

accgoccaucu

cacgaunauca

cccaaacugu

acuaaggucu

cucuccaagyg

ggggccaugu

cccuunugucu

gugaauccca

cocccuccouyg

aucccuccca

guaacagugc

acaugcuggg

guuucuggag

gggaggaacc

cucauccccc

cocaaggoug

ggcaucugea

ccagacucgg

ugaagecccau

gccccagaaa

gagggucucu

ucuccccagu

cucacgauga

uccaugaagyqg

ugaccaccgqg

aggauguuaa

aggccaagaa

uggucaagga

gcaaauggga

aggugaccac

guaagaagcu

ucuuccugec

ucaccaaguu

ccauunacugg

ucagcaaugyg

ccgugcauaa

uuuuagaggc

ucuuaaugau

cccaaaaaua

gaugacauua

uguuuucucu

ugucuucggg

cuugdaaucca

ggcuccaguc

agauaccagc

acuccccccc

cocuccuggyg

gcaacacaag

goccugoace

ucuccauggyg

gccucacaua

gocuuuguuuu

64

gagcaucgcu

aauccuggag

cuuccaggaa

caauggccug

aaaguuguac

acagaucaac

gcuugacaga

gagacccuuu

cgugaaggug

guccagcugg

ugaungagggg

ccuggaaaau

agaccuaungan

ggcugaccouc

ggcugugcuy

caunacccaug

ugaacaaaau

acugccucuc

aagaaggguu

gagucucccu

ccccocugaac

ggggggacug

uuccuuguec

caugacccca

acccagaguu

ggcocccagaa

agagaggaca

ucucaggcoac

gcoaacaagga

ucuccguuua

cucuaucucc

acagccuuug

ggccugaauu

cuccuccgua

uuccucageqg

cacucagaag

gauuacgugg

gacacaguuu

gaagucaagg

acuaugauga

gugcugcuga

aaacuacagc

gaagacagaa

cugaagageg

uccggggucea

accaucgacg

ucuauccccc

accaagucuc

gouccucaac

gagcouggucc

uugccugcug

uguguucaug

aauccucagc

ugucuuggag

ggcuccacca

goucaucouyg

cugcocugauc

auguccuccu

uucuggaaaa

caccuauucu

gaaucagguc

uccucagacu

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



ugaccaggcc

cauggccaua

agaggaagca

cuggggccac

gccaccgeag

ccaggagagu

cugggececcu

uauggaaggc

caugaaugug

aaauggugaa

cacacaaguc

cauunaaagan

accuggaucc

daaccucucug

aguuagauaa

gea

<210> 15

<211> 3300
<212> ARN

cagcaggoca

ggccugcuga

caucacccau

augcagccug

cuccagugcec

ccuuccaucc

agcugaagga

acugccccau

uacuuaaagg

auuagcaauu

uccuguucuc

auggecauca

aaguucugac

agccccaguc

caaaauguuu

<213> Homo sapiens

<400> 15

ES 2661 680 T3

cagaagacca

uggcucagga

ugacccccgo

acuucuuugu

acggcaggag

uccaaggcoec

cagccugecuc

cccaaacuaa

augagguuga

cuacaugauu

uuaagcuuac

ccaagoccooo

uiuucccceul

auugcuagua

auacccauua

uuacccuaua

aggccauugc

daccccuccc

gccuguugcu

gouguuccug

ugcuaaagga

cCucCcgucic

ucuaggaauc

gucanaccaa

cagucuaauc

ucacugacag

unaggaugaca

gacagcugug

agaccugccu

gaacagagaa

65

ucccuucucc

aaggacuccu

uuuccuccuc

gucccugeag

aauagccccu

cacagcagcc

uaccaggaau

acugucuaac

auagugauuu

aauggauacc

cocuuucacuc

ccagaccuga

ugaccuucgu

uugaguuggu

uaaauagaac

ucccuaguca

cagcuauggg

ugagucccga

ucuucagagg

gugguaaggyg

aggaagucce

ggccuuguec

cacucacugu

cgauaguuca

gacuguuucc

uccaciaadud

gagucougaag

gaagucgcca

augauguuca

uacaunuucuu

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3303



ugggcaggaa

guccugageu

cugcugccag

uccugugccu

ccocguugcc

agcuucagge

ggggcauccu

cccagggaga

ucaacaagau

accaguccaa

ugcucucccu

accucacgga

cugggcacug

gaaccaagaa

gaauuccagg

gccagaagag

ccucuggauc

accaccacug

ceugeuggea

ugougaedag

cacccccaac

cagcaccaan

ggggaccaag

gauuccggag

ES 2661 680 T3

ugaecagygge

ggaggagggyg

nuggaggggce

acagagcuug

cacugcuuaa

accugggaca

ggccugugen

aagacagaua

cuggcugagu

aucuucuucu

gcugacacuc

goucagauce

augcacugcc

guegggesue

ggcaaccuca

aggagagcuu

aunacggacga

gugaaucgac

gacugguece

caugccacca

ucgccuucag

ccccagugag

acgaugaaau

augaaggouu

66

uccacgcage

cgaggaaggce

ugccagccuu

gaggagagca

ggacagggcc

daugecgucu

ugucucscuy

ugaucaggau

ccuauvaccgc

caucgcuaca

ccuggagggce

ccaggaacuc

aacocucaga

cuagesgeuyg

caggccacuc

ggaaagccuc

cugucuccuc

ucugueusgu

geugaggaue

cacocaaccu

cagcuggcac

gccuuugcaa

cugaauuuca

cuccguacco

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ucaaccagcc

gccugaagcu

ucacugucaa

aggguacuca

cucuggugaa

ccgaggaaga

guuuaggcau

aauaccuggg

uggaaaauga

cugccagcuu

ugggucaacu

aggaggcacc

aagggacuga

aggucaaguu

ucuucauggy

uccccuccau

ccugeauguyg

cuguaugquagyg

caucuggeug

cggaccuggyg

ccaagaagga

aucuucaugu

gggcuggeug

cocguggecca

gaccegougu

cugaggcaga

cuuguccuuc

ucuccccaga

ccaggcccag

ggccauaggeo

ggaagcacau

gggccacaug

agacagccag

aguggauaag

cuucggggac

agggaaaauu

uuacaucuuc

ggacuuccac

guuuaacauc

caaugccacco

acucacccac

acauuuacec

gggcaucacu

ccugaagcuc

agougcuggyg

caacaaaccc

aaaaguggug

cccuggcccc

acuguaaauc

gouccaggua

gguaggecaca

cccaucuguu

aucacagggg

cccococcugeuc

ugcccaccoc

gquuuugugygc

caccuaacca

uucuuccuga

caucgcugcc

ugaagaggay

caggccccag

cugcugaugg

cacccauuga

cagccugacu

ES 2661 680 T3

cuccagcuga

uuuuuggagg

accgaagagg

quggauuugyg

uuuaaaggca

guggaccagg

cagcacugua

gccaucuucu

gauvuaucauca

daacugqucca

aaggucuuca

uccaaggoecy

goccauguuuu

uuuguouncu

aaucccaccc

cucccuggau

coucccangua

acagugcugu

ugcugggeuu

ucuggaggygc

aggaaccaga

augcccocacu

aaggougeos

aucugcagca

gacucggged

agcccauucu

ccagaaagcc

ggucucugcu

aagaccauua

cucaggaagg

ccoccgcaac

ucuuugugcc

ccaccggcaa

auguuaaaaa

ccaagaaaca

ucaaggagcu

aaugggagayg

ugaccaccgu

agaagcuguc

uccugccuga

ccaaguuccu

uuacuggaac

gcaauggggc

ugcauaaggc

uagaggccau

uaaugauuga

dadaaauvaacu

gacauuaaag

uuucucugag

cuucgggooc

gaauccaggg

uccaguouus

uaccagocan

cocococcace

ucocuggggygc

acacaagaga

cugcaccucu

ccauggggca

ucacaunaucu

uuguuuucuc

ccouauaucc

ccauugcaag

cccuccouiu

uguugcuguc
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uggccuguuc

guuguaccac

gaucaacgau

ugacagagac

acccuuugaa

gaaggugccu

cagcuggguyg

ugaggggaaa

ggaaaaugaa

cuaugaucug

ugaccucucce

ugugcugacc

acccaugucu

acaaaauacce

gecucucgcu

aaggguugag

ucucccuuug

cougaacugu

gggacugaau

cuuguccugu

gacccoagge

cagaguugeu

cocagaacug

gaggacaaug

caggeacuud

acaaggacac

coguuuagaa

uaucuccuceoe

cuucuccucc

gacuccucag

cocuccucuga

ccugcagucu

cucagcgagyg

ucagaagccu

uacguggaga

acaguuuuug

gucaaggaca

augaugaagc

cugcugauga

cuacagcacoc

gacagaaggu

aagagcgucce

ggggucacag

aucgacgaga

aucccccccg

aagucuccce

ccucaacccc

cuggucccug

cougeugagg

guucauggag

cocucagcuua

cuuggaguce

uccaccaagc

cauccugcca

cougaucguyg

uccuccucuu

uggaaaauga

cuauucuguc

ucaggucccu

ucagacuuga

cuagucacau

cuaugggaga

gucccgacug

ucagagggcc

780

840

9500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



accgcagecuc

ggagaguccu

ggcccocuage

ggaaggcacu

gaauguguac

uggugaaauu

acaagucucc

uaaagauaug

uggauccaag

cucucugagc

uagaunaacaa

<210> 16
<211> 3199
<212> ARN

cagugccacg

uccauccucc

ugaaggacag

gocccauccc

uuaaaggaug

agcaauucua

uguucucuua

gocaucacca

uucugacuuu

cccagucauu

aauguuuaua

<213> Homo sapiens

<400> 16

ES 2661 680 T3

gcaggaggcu

aaggcccugc

cocugcucccu

agacuaauncil

agguugaguc

caugaunucag

agocuuacuca

agccceocuag

uccococugac

gcuaguaaga

cccanuagaa

guuccugaau

uaaaggacac

ccgucucuac

aggaaucacu

dauaccaaala

ucuaaucaau

cugacagcocu

gaugacacca

agcuguguga

cougCcounlg

cagagaauaa

68

agccccugug

agcagccagyg

caggaauggc

gucuaaccac

gugauuucga

ggauaccgac

uucacucucc

gaccugagag

cocuucgugaa

aguugguaug

duvagaacuac

guaagggcca

aaguccccug

cunguccuau

ucacugucau

uaguucaaaa

uguuaucccac

acaaauvacau

ucugaagacs

gqucgccaaac

auguucaagu

amilucuugca

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ugggcaggaa

guccugagcu

cugcugcceag

uccugugccu

augccgucuu

gucucccugg

gaucaggauc

cuauaccgcc

aucgcuacag

cuggagggcc

caggaacucc

ggccuguucce

uuguaccacu

aucaacgaun

gacagagaca

ccounugaad

aaggugccua

cugggcacug

gaaccaagaa

gaauuccagg

gccagaagag

cugucucgug

cugaggaucc

acccaaccuu

agcuggcaca

ccuuugcaau

ugaaunuucaa

uccguacccu

ucagcgagyggd

cagaagccuu

acguggagaa

caguuuuuge

ucaaggacac

ugaugaagcg

ES 2661 680 T3

ugcccagggc

ggaggagygyg

uuggaggggc

acagagcuug

gggcauccuc

ccagggagau

caacaagauc

ccaguccaac

goucucccug

ccucacggag

caaccagcca

ccugaagcua

cacugucaac

ggguacucaa

ucuggugaau

cgaggaagayg

uuuaggcaug

augcacugcc

gucgggccud

ggcaaccucc

aggagagcuu

cugcuggcag

gougecccaga

acoccoccaaco

agcaccaana

gggaccaagyg

auuccggagg

gacagccage

guggauaagu

uucggggaca

gggaaaauug

uacaucuucu

gacuiuccacyg

umlaacaucc

69

uccacgcage

cgaggaaggc

ugccagccun

gaggagagea

gccugugeug

agacagauac

uggcugaguu

ucuucuucuc

cugacacuca

cucagaucca

uccagcugac

uuuuggagga

cogaagaggce

uggauuuggu

uuaaaggeaa

uggaccaggu

agcacuguaa

aacccucagsa

cuagccgaeug

caggccacuc

ggaaaggaca

cocuggueccu

aucccaccau

cgccuucage

ccocagugage

cgaugaaauc

ugaaggcuuc

caccggcaau

uguuaaaaagqg

caagaaacag

caaggagecuu

augggagaga

gaccaccgug

gaagougucc

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



agougggugc

gaggggaaac

gaaaaugaag

uaugaucuga

gaccucuccg

gugcugacca

cccaugucua

caaaauacca

cocucucgouc

agggquugagc

cucccuuuge

cugaacugug

ggacugaauc

uugueccugue

accccaggcu

agaguugcuc

ccagaacugc

aggacaaugu

aggcacuucu

caaggacacc

cgquuuagaau

aucuccuccu

uacuccuccc

acuccucagc

cuccucugag

cugcagucuu

gccccugugg

goagecagga

aggaauggcc

ucuaaccacu

ugauuucgau

ugcugaugaa

uacagcaccu

acagaagguc

agagcguccu

gggucacaga

ucgacgagaa

ucccccccyga

agucuccccu

cucaaccccu

uggucocugs

cugeugagge

uucauggagc

cucagocuunac

uuggagucec

ccaccaagca

auccugccag

cugaucgugc

ccuccucuug

ggaaaaugac

uauucugucc

caggucccun

cagacuugac

uagucacaug

unaugggagaqg

ucccgacugg

cagagggeca

uaagggccag

aguccocugg

uuguccuaug

cacugucaug

aguucadaal
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auaccugggc

ggaaaaugaa

ugccageuua

gggucaacug

ggaggcaccc

agggacugaa

ggucaaguuc

cuucauggga

cococcocuccauc

cugcauguga

uguauguggg

aucuggcugg

ggacougggoc

caagaaggaa

ucuucauguc

ggcuggcugu

cguggeccag

accegouguc

ugaggcagau

uuguccuucc

cuccccagau

caggcccage

goccauaggoed

gaagcacauc

ggccacauge

cogcageuce

gagaguccuu

gocccuageu

gaaggcacug

aauguguacu

ggugaaauua

agugoccaccy

cucacccacyg

cauvuuaccca

ggcaucacua

cugaagcucu

gcugcugggyg

aacaaacccu

aaagugguga

couggecccee

cuguaaaucc

cuccagguaa

guaggcacau

coaucuguuu

ucacagggga

ccococugouca

gocccaccoca

uuuuguggea

acouaaccaqg

ucuuccugaa

aucgougece

gaagaggagyg

aggccccaga

ugcugauggc

acccauugac

agccugacuu

agqugceacgg

ccauccucca

gaaggacage

ccccauccca

uaaaggauga

gcaauucuac

70

ccaucuucuu

duaucaucac

aacuguccau

aggucuucag

ccaaggcogu

ccauguuuuu

uuguucucull

aucccaccca

ucocuggaug

cucccauguu

cagugcuguse

gcugggcuug

cuggagggocu

ggaaccagau

ucccccacuc

aggeougeoou

ucugcagcaa

acucgggeocc

goccauucuc

cagaaagccu

gucucugoul

agaccauuac

ucaggaaggec

cooogoaace

cuuugugccu

caggaggoug

aggcccugcu

cugocuccouc

dacuaaucua

gguugaguca

augauucagu

ccugccugan

caagquuccuyg

uacuggaace

caauggggcu

gcauaaggcu

agaggccaua

aaugauugaa

aaaauaacuqg

acauuaaaga

uucucugagu

uucgggocas

aauccagggg

ccagucuucc

accagccaug

ccccccaccc

ccugggyggcc

cacaagagaqg

ugcaccucuc

cauggggcaa

cacauaucuc

ugiuuucucu

ccuauauccc

cauugcaagg

cocucccuuuc

guugcuguee

uuccugaaua

aaaggacaca

cguoucuace

ggaaucacug

uaccaaauay

cuaaucaaug

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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gaunaccgacu guuucccaca caagucuccu guucucuuaa gouuacucac ugacagocuu
ucacucucca caaauacauu aaagauaugg ccaucaccaa goccccuagg augacaccaqg
accugagagu cugaagaccu ggauccaagu ucugacuuul cccccugaca gcugugugac
cuucgugaayg ucgecaaace ucucugages coagucauug cuaguaagac cugocuuuga
guugguauga uguucaaguu AJAUuaACAAad AUGUUUAUAC CCAUULAJAAC AgAagaauaaa
uagaacuaca uuucuugca

<210> 17

<211> 133

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> De sentido contrario 901
<400> 17

cocuggaggcou ugcugaagge uguaugcugu aagcouggoag accuucuguc guuuuggaeca
dugacugadyg acagaageug <cageuuaca ggacacaagg ccuguuacua geacucadau
ggaacaaaug goc

<210> 18

<211> 133

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> De sentido contrario 914
<400> 18

ccuggaggcu ugcugaaggc uguaugcuga auguaagcug gcagaccuuc guuuuggeca
cugacugacg aaggucucag cuuacauuca ggacacaagg ccuguuacua gcacucacau
ggaacaaaug gece

<210> 19

<211> 133

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> De sentido contrario 943
<400> 19

ccuggaggcu ugcugaaggc uguaugcuga uagguuccag uaauggacag guuuuggcca
cugacugacc uguccaucug gaaccuauca ggacacaagg ccuguuacua gcacucacau

ggaacaaaug gcc

<210> 20

<211> 1254

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

71

2340

3000

3060

3120

3180

3199

60
120

133

60

120

133

60

120

133
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<220>
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<223> Alfa-1 antitripsina reforzado

<400> 20

augccgucuu

gucucdcugyg

gaucaggause

cuauvaccgcc

aucgcuacag

cuggagggcc

caggaacuce

ggeduguuce

uuguagcacu

aucaacgaun

gacagagaca

cccuuugaag

aaggugecua

agocuggguge

gaggggaaac

gaaaaugaag

uacgaccuga

gaccucuccyg

gugcugacca

cccaugucua

caaaauvacca

<210> 21
<211> 59

<212> ARN

cugueucguy

cugaggauce

acceaaccuu

agcuggcaca

ccuuugocaaun

ugaauuucaa

uccguacccu

ucagegaggayg

cagaagccuu

acguggagaa

caguuuuugc

ucaaggacac

ugaugaageg

ugcugaugaa

uacagcaccu

aucgccguag

agageguceu

gggucacaga

ucgacgagaa

ucccccoccga

agucuccccu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> miARN 910

<400> 21

gggcauccud

ccagggagau

caacaagauc

ccaguccaac

goucucccug

ccucacggag

caaccagoca

cocugaagoua

cacugucaac

ggguacucaa

ucuggugaau

cgaggaagag

uuuaggeaung

auaccuggge

ggaaaaugaa

cgcuucucug

gggucaacug

ggaggcacee

agggacugaa

ggucaaguuc

cuucauggga

cugeuggeag

geugeccaga

acceccaace

agcaccaaua

goggaccaacy

auuccggagg

gacageeage

guggauaagu

uucggggaca

gggaaaauug

uacaucuucu

gacuuccacg

uuuaacauce

aaugeocaccyg

cucacccacyg

caccugccca

ggcaucacua

cugaagoucu

gougcugggyg

aacaaacccu

aaagugguga

gecugugeuy

agacagauac

uggeugaguu

ucuucuucuc

cugacacuca

cucagaucca

uccagougac

uuuuggagga

cogaagagyge

uggauuuggu

uuaaaggcaa

uggaccaggu

agecacuguaa

ccaucuucuu

avaucaucac

aguuaagcau

aggucuucag

ceaaggeegu

ccauguuuuu

uugucuucun

aucccaccca

uaagcuggca gaccuucugu cguuuuggcc acugagugac gacagaagcu gccagcuua

<210> 22
<211> 59
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

72

geuggueesu

aucecaccau

ggecuucage

cccagugage

cgaugaaauc

ugaaggcuuc

caccggeaau

uguuaaaaaqg

caagaaacag

caaggagcuu

aunggogacgaca

gaccaccgug

gaageuguee

cougocugau

caagquuocug

caccggcacg

caauggggcu

gcauaaggeu

agaggccaua

aaugauugaa

aaaa

59

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1254
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<220>
<223> miARN 914

<400> 22
aauguaagcu ggcagaccuu cguuuuggec acugacugac gaaggucuca gcuuacauu 59

<210> 23

<211>58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> miARN 943

<400> 23
auagguucca guaauggaca gguuuggcca cugacugacc uguccaucug gaaccuau 58

<210> 24

<211> 7804

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 6xmiR doble-CB-GFP

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(163)

<223> repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221> potenciador
<222> (182)..(548)
<223> Potenciador

<220>

<221> promotor

<222> (549)..(1482)

<223> Promotor de la beta actina de pollo

<220>

<221> Intrén
<222> (826)..(1482)
<223> intrén

<220>

<221> misc_feature
<222>(1502)..(1529)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1530)..(1550)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_signal

<222> (1570)..(1588)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(1593)..(1633)
<223> 3 miR

<220>
<221> misc_feature
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<222> (1646)..(1674)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1675)..(1695)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature
<222>(1715)..(1733)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (1738)..(1778)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1791)..(1819)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1820)..(1840)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature
<222>(1860)..(1878)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(1883)..(1923)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (1936)..(2035)
<223> Globina

<220>

<221>gen

<222> (2072)..(2788)

<223> Proteina fluorescente verde (GFP)

<220>

<221> misc_feature
<222> (2818)..(2845)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (2846)..(2866)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_feature

<222> (2886)..(2904)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (2909)..(2949)
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<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(2962)..(2990)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(2991)..(3011)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature
<222>(3031)..(3049)

<223> sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3054)..(3094)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (3107)..(3135)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3136)..(3156)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature

<222> (3176)..(3194)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(3199)..(3239)
<223>3' miR

<220>

<221> sefial poliA
<222> (3258)..(3470)
<223> cola de poliA

<220>

<221> promotor

<222>(3611)..(3739)

<223> promotor de la timidina quinasa (Tkp)

<220>

<221>gen

<222> (3751)..(4554)

<223> Gen de resistencia neo

<220>

<221> misc_feature

<222> (4807)..(4952)

<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221>gen

<222> (5972)..(6832)

<223> Gen de resistencia a la ampicilina

75



<400> 24

99999499999
gggcgaccaa
gcgcgcagag
cctagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgce
tacatgacct
accatggtcg

cccoccaattt

gg99g99g9ggce
agaggtgcgy
cggcgycygc
ctgcctteoge
gacegegtta
gegettggtt
ccgggaggge
tggggagcgce
ggggctttgt
gtgcgggagy

agcagggggt

ttgetgagea

ggggggggtt
aggtcgccecg
agggagtggc
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg
ccecctattga
tatgggactt
aggtgagcec
tgtatttatt
gcgegecagg
cggcagccaa
ggcggcoccta
cccgtgeccece
cteccacagg
taatgacgge
cctttgtgeg
cgcgtgcgge
gogcectocgea
ggctgcgagg
gtgggegaegy

cggeecgget
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ggccacteece
acgcccgggc
caactccatc
aattacgggg
aaatggcecg
tgttcccata
gtaaactgcce
cgtcaatgac
tcctacttgg
cacgttctge
tattttttaa
cggggcggygyg
tcagagcggc
taaaaagcga
gctcocgecgc
tgagegggag
ttgtttettt
ggggggagcg
ccgogetgec
gtgtgcgcga
ggaacaaagy
cggtaeggget

tcgggtgegg

tctectgegeg
tttgceccggg
actaggggtt
tcattagtte
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
ttecactetec
ttattttgtg
cggggcgagy
gogoctcoccgaa
agcgcgegge
cgcctogoge
ggacggecct
tetgtyggety
gotegggggyg
cggcggetgt
ggdggagcgcyg
ctgegtgegg
gtaaccecec

ggctecgtac

76

ctcgecteget
cggcctcagt
cctagatctg
atagcecata
cgcecaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
ccatcteece
cagcgatggy
ggcggggcygyg
agtttccttt
gggcgggagt
cgeocogecce
tetecteegg
cgtgaaagcee
tgegtgegtg
gagcgctgceyg
gccgggadgey
ggtgtgtgcy

cetgeacece

ggggcegtgge

cactgaggcc
gagcgagecga
aattcggtac
tatggagttc
cocecegecea
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt
cococteoceea
g9cgg999999
ggcgaggcegg
tatggcgagg
cgctgcgacy
ggctctgact
gctgtaatta
ttgaggggcet
tgtgtgtgeg
ggcgcgycyge
gtgcccoccocgeyg
tgggggggtyg

cctoccegag

geggggeteg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



ccgtgceggg

ccggggagygy

cctggaggct
ctgactgacyg
ggaacaaaty
agctggcaga
caaggcectgt
tgotgaagge
tgtcecatetg
gcectogogat
geteetggge
agatctagge
cgtggtceccea
cggagagggt
tggaaagcte
cttttecaga
gggctatgty
tgaagtcaag
taaggaggat
gtacatcatg
cattgaggat
cggcectgtg
tcccaacgaa
acatggcatg
gaggcttgct
ctgacgacag
caaatggeoca
ggcagacctt
gcctgttact
gaaggetgta

catctggaac

cggggoatog
ctegggggag
tgctgaaggc
acagaagctg
goccaccggta
ccttegtttt
tactagcact
tgtatgetga
gaacctatca
gcatctagag
aacgtgetgg
ctgcaggcgg
attetegtgg
gaaggtgatg
cctgtgecat
tacccagacc
caggagagaa
ttcgaaggtg
ggaaacattc
gccogacaage
ggatccgtge
ctectececag
aagagagacc
gacgagctgt
gaaggctgta
aagctgocayg
cocggtatgca
cgttttggec
agcactcaca
tgetgatagg

ctatcaggac
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cggcaggtag
gggcgcggeg
tgtatgctgt
ccagettaca
tgcatcctgy
ggccactgac
cacatggaac
taggttecag
ggacacaagqg
cctotgetaa
ttattgtget
ccgoegecac
aactggatgg
ccacatacgg
ggccaacact
atatgaagca
ccatcttttt
acaccctggt
tcggecacaa
aaaagaatgg
ageotggacga
acaaccatta
acatggtect
acaagtgacc
tgectgtaage
cttacaggac
tectggagge
actgactgac
tggaacaaat
ttecagtaat

acaaggcctyg

gagtgcoggyg
geacocggayg
aagctggeag
ggacacaagyg
aggettgetg
tgacgaaggt
aaatggecge
taatggacag
cetgttacta
ccatgtteat
gtctcateat
catgagcaag
cgatgtgaat
aaagctcacc
ggtcactacc
gocatgacttt
caaagatgac
gaatagaatc
getggaatac
catcaaggtce
ccattatcaa
cctgtecace
gotggagttt
tgcaggegcee
tggcagacect
acaaggectg
ttgctgaagg
gaaggtekca
ggccgctage
ggacaggttt

ttactagecac

7

cggggcggyy
cgeeggegac
accttctgte
cotgttacta
aaggetgtat
ctcagcecttac
tagctecgega
gttttggeoca
gcactcacat
gacttettet
tttggcaaag
ggcgaggaac
gggcacaaat
ctgaaattca
ctgacctatg
ttocaagageg
gggaactaca
gagctgaagyg
aactataact
aacttcaaga
cagaacacte
cagtctgece
gtgaccgetyg
ggcgaccggt
tctgtegttt
ttactageac
ctgtatgctyg
gettacatte
tcgeogacetg
tggecactga

tcacatggaa

cegoctoggy
cggtgetage
gttttggecca
gecactecacat
gctgaatgta
attcaggaca
cctggaggct
ctgactgace
ggaacaaatg
ttttectaca
aattcectega
tgttcactgg
tttetgteag
tetgcaccac
gcgtgcagty
cocatgeacga
agaccogege
gcattgactt
cccacaatgt
tcagacacaa
caatcggega
tgtctaaaga
ctgggatcac
gctagcectg
tggccactga
tcacatggaa
aatgtaagct
aggacacaag
gaggcttgct
ctgacetgte

caaatggcct

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2380

2340

3000

3060

3120

3180

3240



cgoegatgeat
gacaaaccac
ttgetttatt
attttatgtt
tggttttgca
tcgaaggcay
tttocacccoa
agatgcagtc
cctegaacac
cacgeaggtt
acaatcgget
tttgteaaga
tcgtggctgg
ggaagggact
geteetgeeg
ccggctacet
atggaagccg
googaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgetgaag
gctocegatt
ccgtcgacta
gtttgeccoot
taataaaatg
ggggtgggge
agatctagga
ctgaggooge
gogagogage
attaatgaat

cctogeteac

caaaggoggt

ctagagogge
aactagaatyg
tgtaaccatt
tcaggtteag
agaggaagca
tgtguttttyg
atgtoegagea
ggggcggcygc
cgagegacac
ctocggeoge
gctctgatge
cegacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtate
goccattega
gtcttgtega
togeoeagget
cactgettgee
ggctgggtgt
agettggegy
cgcagcgeat
gagctcecgetg
cocoegtgee
aggaaattgc
aggacagcaa
acccctagtg
cogggcaaag
gegeagagag
cggeccaacgco
tgactcogetyg

aatacggtta
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cgeggggate
cagtgaaaaa
ataagctgea
ggggaggtgt
aaaagcctct
caagaggaaqg
accoogocca
ggtcccaggt
tgcagccaat
ttgggtggag
cgecgtgtte
cggtgeeetyg
cgtteettge
gggcgaagtg
catcatgget
ccaccaageg
tcaggatgat
caaggaogaege
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatggget
cgoecttetat
atcagccteg
tteccttgace
atcgcattgt
gggggaggat
atggagttgg
coogggegte
ggagtggcca
gcggggagag
cgeteggteyg

tccacagaat

cagacatgat
aatgctttat
ataaacaagt
gggaggtttt
ccacccagyc
caaaaagcct
gegtettgto
ccacttcgca
atgggatcgyg
aggctatteg
cggctgtcag
aatgaactge
gcagectgtge
ccggggcagyg
gatgcaatge
aaacatecgeca
ctggacgaag
atgoocgaeyg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gacegetteo
cgecttettg
actgtgcctt
ctggaaggtyg
ctgagtaggt
tgggaagaca
ccacteecte
gggcgacctt
accecceccec
gcggtttgeg
tteoggetgeg

caggggataa

78

aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
ttagtegace
ctggaatgtt
ctccacccag
attggcgaat
tattaaggtg
ccattgaaca
gctatgactg
cgcagaggcyg
aggacgaggc
teogacgttgt
atctcctgte
ggeggetgea
togagegage
agcatcaggg
gogaggatot
goagetttte
tagcgttgge
togtgettta
acgagttctt
ctagttgcca
cocactcocac
gtcattctat
atagcaggca
tetgegeget
tggtogeoocyg
cocoaccccoect
tattgggege
gcgageggta

cgcaggaaaqg

gatgagtttyg
tgtgatgcta
aattgcatte
tcgageagtyg
tccacccaag
gectyggaatyg
togaacacge
acgcgtgtgg
agatggattyg
ggcacaacag
cecggttott
agegeggeta
cactgaagcg
atcteocacctt
tacgettgat
acgtactcgg
gectogegeca
cgtogtgaceo
tggatteatc
taccecgtgat
cggtategoo
ctgaggggat
gccatetgtt
tgtactttoe
tetggggggt
tgctggggag
cgctegetea
gectcagtga
gecagcecctge
tetteoegetkt

tcagetcact

aacatgtgag

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



caaaaggcoca
ggctecgece
cgacaggact
ttecgacect
tttetcaatg
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaageca
ctacggggte
tatcaaaaaqg
aaagtatata
tetcagegat
ctacgatacqg
geteacegge
gtggtcectge
taagtagtte
tgtcacgecte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cogegecaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgcege
tttttcaata
aatgtattta

ctgacgtcta

gcaaaaggcec
ccctgacgag
ataaagatac
gecegettace
ctecacgetgt
cgaacccecc
cceggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgetcoag
gatcttecacc
tgagtaaact
ctgtectattt
ggagggctta
teccagattta
aactttatcec
gccagttaat
gtegtttggt
cceccatgttyg
gttggoogea
gccateogta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa

agaaaccatt
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aggaaccgta
catcacaaaa
caggcegttte
ggatacctgt
aggtatectcea

gttcageceg

cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tccggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtetgaca
cgttecatecea
ceatetggec
tcagcaataa
gccteocatee
agtttgegea
atggetteat
tgcaaaaaaqg
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg

attatcatga

aaaaggecoge
atcgacgete
ccoctggaag
ccgeoetttet
gtteggtgta
accgetgege
cgecactygge
cagagttett
gogctetget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectg
ccagtgetge
accagocage
agtctattaa
acgttgttge
tcagetocgyg
cggttagete
tecatggttat
ctgtgactgg
gctcttgece
tcatcattgg
ccagttcgat
gogtttetgyg
cacggaaatg
gttattgtct
ttoegegeac

cattaaccta
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gttgetggeg
aagtcagagg
ctecectegtyg
ccctteggga
ggtegttege
cttatccggt
agcagecact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
acteccecgte
aatgatacceg
cggaagggec
ttgttgcecgg
cattgectaca
tteoccaacga
ctteggtect
ggcageactyg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttcet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagogga
atttcecega

taaaaatagg

ttttteecata
tggcgaaace
cgctctectyg
agegtggege
teccaagetygg
aactatcgte
ggtaacagga
cctaactacg
accttocggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagaccocac
gagogeagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tocaaggogag
cegategttg
cataattctce
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgecaccca
acaggaaggc
atactcttecc
tacatatttyg
aaagtgccac

cgtatcacga

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020



10

15

20

25

30

35

ggcccttteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
gcatcaggaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggageceoecd
gaagaaageqg
aaccaceaca
caggctacge
tgca

<210> 25

<211> 7667
<212> ADN

tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggg
gcaccatatg
attgtaaacg
tttaaccaat
gggttgagtyg
gtcaaaggge
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagcgg
coogecgoege

aactgttggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PolyA-3XmiR-CB-GFP

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(163)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221> potenciador
<222> (182)..(548)
<223> Potenciador

<220>

<221> promotor

<222> (549)..(1795)
<223> Promotor de la beta actina de pollo

<220>
<221> Intrén

<222> (826)..(1795)

<223> Intrén

<220>

<221> misc_feature
<222> (1796)..(1898)

<223> Globina

<220>
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ttecggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcgggget
cggtgtgaaa
ttaatatttt
aggccgaaat
ttgttccagt
gaaaaaccgt
tggggtcgag
cttgacgggyg
gogetaggge
ttaatgegece

aagggegatce

acggtgaaaa
atgecegggag
ggcttaacta
taccgcacag
gttaaaattce
cggcaaaatce
ttggaacaag
ctatcagggc
gtgccgtaaa
aaageoggeqg
getggeaagt
gctacagggce

ggtgcgggec
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cctectgacac
cagacaagcc
tgecggcatcea
atgcgtaagg
gcegttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcccac
gcactaaatc
aacgtggega
gtageggtea
gegtegegee

tctteogetat

atgcagectce
cgtecagggeyg
gagcagattg
agaaaatacc
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaacc
ggaaccctaa
gaaaggaaqgq
cgqetgegegt
attegecatt

tacgccaggce

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7804
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60

65

ES 2661 680 T3

<221>gen
<222> (1935)..(2651)
<223> Proteina fluorescente verde (GFP)

<220>

<221> misc_feature
<222> (2681)..(2708)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(2709)..(2729)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_feature

<222> (2749)..(2767)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(2772)..(2812)
<223> 3 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (2854)..(2874)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature

<222> (2894)..(2912)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(2917)..(2957)
<223> 3 miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (2970)..(2998)
<223>5'miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(2999)..(3019)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature

<222> (3039)..(3057)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3062)..(3102)
<223>3' miR

<220>

<221> sefial poliA
<222> (3121)..(3333)
<223> cola de poliA

<220>
<221> promotor

81



10

15

20

<222> (3474)..(3602)
<223> promotor de la timidina quinasa (Tkp)

<220>
<221>gen

<222> (3614)..(4417)
<223> Gen de resistencia a la neomicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (4670)..(4815)
<223> repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>
<221>gen

<222> (5835)..(6695)
<223> Gen de resistencia a la ampicilina

<400> 25

g999gggggy
gggcgaccaa
gegegeagag
cotagttatt
cgogttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggteg
cccccaattt
ggggggIgge
agaggtgcgy
cggcggcggc
ctgeocttege
gacecgegtta
gcgettggtt
ccgggaggge
tggggagege

ggggetttgt

ggggggagtt
aggtegeoceg
agggagtgge
aatagtaate
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg
cccctattga
tatgggactt
aggtgageec
tgtatttatt
gogogocagy
cggcagccaa
ggeggeccta
ccegtgeocee
cteccacagy
taatgacggc
cctttgtgeg
cgegtgegge

gageteogea
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ggccactcce
acgeocooggge
caactecate
aattacgggg
aaatggocoy
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tectacttgg
cacgttetge
tattttttaa
cggggcgggy
tcagagcgge
taaaaagcga
gcteocogeoge
tgagegggeg
ttgtttcttt
ggggggagoy
ccgoegetgee

gtgtgegega

tctctgegeg
tttgececggy
actaggggtt
teattagtte
coctggotgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
ttecactetec
ttattttgtg
cggggcgagy
gecgetocgaa
agcgcegegge
cgectegege
ggacggogct
tectgtggetg
getogggggyg
cggoggetgt

ggggagegceyg

82

ctogeteoget
cggectcagt
cctagatetg
atageccata
cgoccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
cocgectggea
acgtattagt
ccatetecce
cagcgatggy
ggcggggcgy
agtttccttt
gggcgggagt
cgeccgeoce
totectecgy
cgtgaaagcc
tgogtgogty
gagcgctgog

gecgggggcy

cactgaggcc
gagegagaga
aatteggtac
tatggagtte
cococcgecca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcegetatt
ccoctcococa
ggcgggggay
ggcgaggegy
tatggcgagg
cgctgegacy
ggctoctgact
gectgtaatta
ttgaggggcet
tgtgtgtgcy
ggegeggogo

gtgoocegeyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200



gtgcgggggyg
agcagggggt
ttgctgagea
ccgtgeeggg
ccggggaggg
cggogagoeg
tgtcccaaat
gcggggcgaa
cgoogogoeg
gccttogggg
gagoctetge
tggttattgt
cggecgecye
tggaactgga
atgccacata
catggccaac
accatatgaa
gaaccatett
gtgacaccct
tteteggeeca
agcaaaagaa
tgcagetggae
cagacaacca
accacatggt
tgtacaagtyg
gtatgoetgta
cagcttacag
geatectgga
gocactgact
acatggaaca
aggttocagt

gacacaaggc

ggctgcgagg
gtgggcegegg
cggecogget
eggggggtgg
ctcgggggag
cagocattge
ctgtgcggag
gcggtgegge
cogteoeccectt
gggacggggc
taaccatgtt
gctgtctecat
caccatgage
tggegatgtg
cggaaagcte
actggtcact
gcagcatgac
tttcaaagat
ggtgaataga
caagctggaa
tggcatcaag
cgaccattat
ttacctgtece
cctgctggag
acctgcaggce
agctggoaga
gacacaaggc
ggettgotga
gacgaaggtc
aatggceget
aatggacagg

ctgttactag
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ggaacaaagg
cggteggget
tegggtgegyg
eggcaggtgg
gggcgcggcg
cttttatggt
ccgaaatctg
gccggcagga
ctecctoteoe
agggeggggt
catgecttet
cattttggca
aagggcgagy
aatgggcaca
accctgaaat
accctgacct
tttttcaaga
gacgggaact
atcgagetga
tacaactata
gtcaacttca
caacagaaca
acccagtectg
tttgtgaccg
gocggegaceo
cottoetgtog
ctgttactag
aggetgtatg
tcagettaca
agetogegac
ttttggocac

cactcacatg

ctgcgtgegg
gtaacccccc
ggcteegtac
gggtgccggg
gccccocggag
aategtgega
ggaggcgccg
aggaaatggg
agectegggg
tcggettetg
tetttttoct
aagaattcct
aactgttcac
aattttctgt
tcatetgecac
atggcgtgca
gogocatgee
acaagacccg
agggcattga
actceccacaa
agatcagaca
ctccaatogy
ccctgtetaa
ctgectgggat
ggtgectagee
ttttggoecac
cactcacaty
ctgaatgtaa
ttcaggacac
ctggaggett
tgactgacct

gaacaaatgg

83

ggtgtgtgcg
cctgecacccecce
ggggegtggce
cggggcgggg
cgeceggcegge
gagggegeayg
ccgecaccceco
cggggagggc
ctgteegogg
gcgtgtgacc
acagctectg
cgaagatcta
tggegtggte
cagocggagay
cactggaaag
gtgecttttce
agagggctat
cgctgaagtce
ctttaaggag
tgtgtacate
caacattgag
cgacggccct
agatcccaac
cacacatggc
ctggaggcett
tgactgacga
gaacaaatgyg
getggeagac
aaggcoctgtt
gctgaagget
gtocatctgyg

cctogegatg

tgggggggtyg
cctoceoccgag
goggggeteg
cegecteggg
tgtcgaggcg
ggactteott
tetagegggce
cttcgtgegt
ggggacgget
ggcggctcta
ggcaacgtge
ggcctgcagg
ccaattotog
ggtgaaggtyg
cteocetgbge
agatacccag
gtgocaggaga
aagttcgaag
gatggaaaca
atggcegaca
gatggatccg
gtgctocteoe
gaaaagagag
atggacgagc
gctgaagget
cagaagetge
ccaccggtat
cttegttttg
actagcacte
gtatgctgat
aacctatcag

catctagagce

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

222Q

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ggccgegggg
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagg
gcaaaaagcc
ttgcaagagy
gcaaccocoga
cgeggtocca
ccotgoagee
cgettgggty
tgoogoogtg
gtecggtgee
gggoegttoct
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gotecaagygcy
gccgaatate
tgtggeggac
cggegaatgg
categeette
ctgatcagece
gccttcocettg
tgeategeat
caagygggag
gtgatggagt
aagoccgggc
gagggagtgg
cgcgegggga

ctgegetegy

atecagacat
aaaaatgett
gcaataaaca
tgtgggaggt
tctcecacceca
aagcaaaaag
ccagecgtett
ggtccacttc
aatatgggat
gagaggectat
ttceoggetgt
ctgaatgaac
tgogcagetyg
gtgceggggo
gctgatgecaa
gogaaacate
gatctggacg
cgeatgooey
atggtggaaa
cgetateagg
gctgaccoget
tatecgectte
tcgactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
tggocacteco
gtegggegac
ccaacoooos
gaggcggttt

tegttegget
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gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
tttttagtecg
ggcctggaat
cctetecace
gtcattggeg
gcatattaag
cggccattga
teggetatga
cagcgcaggyg
tgcaggacga
tgctogacgt
aggatctcct
tgcggeggct
geateogageg
aagagcatca
acggegagga
atggeccgett
acatagegtt
tectegtget
ttgacgagtt
cttctagttg
gtgccactce
ggtgtcattc
acaatagcag
cteotetgege
ctttggtege
coooooeces
gegtattggg

gceggcegageg

attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
acctocgageca
gttteccacce
caggectgga
aattcgaaca
gtgacgegtg
acaagatgga
ctgggcacaa
gogeocoggtt
ggcagcgcegyg
tgtecactgaa
gtcatctcac
gcatacgett
agcacgtact
ggggctcgeg
tetogtegtg
ttctggatte
ggctaccaegt
ttacggtate
cttetgaggy
ccagecatct
cactgtecctt
tattetggog
gcatgotggg
gotogetoge
coeggecteoag
cetgeagocoe
cgectettecg

gtatcagete

84

ttggacaaac
ctattgecttt
ttcattttat
gtgtggtett
aagtcgaagg
atgtttccac
cgcagatgea
tggcctcgaa
ttgcacgecag
cagacaatcyg
ctttttgtca
ctategtgge
gcgggaaggy
cttgctectg
gatccggeta
cggatggaag
ccagcecgaac
acccatggey
atcgactgtg
gatattgcetyg
geccgetoceg
gatcegtega
gttgtttgec
tcctaataaa
ggtggggtgy
gagagatcta
tcactgagge
tgagcgagoeg
tgecattaatg
cttecteget

actcaaagge

cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
gcaagaggaa
cagtgtggtt
ccaatgtcga
gtcggggegg
caccgagcga
gttctoocgge
gectgetetga
agaccgacct
tggecacgac
actggotgot
ccgagaaagt
cctgeccatt
ceggtettgt
tgttcgecag
atgcctgett
gcoggotggg
aagagcttgg
attcgcageg
ctagageteg
cctecceegt
atgaggaaat
ggcaggacayg
ggaaccccta
cgeeogggea
agcgegcaga
aatecggecaa

cactgactcg

ggtaatacgg

3180

3240

3300

3360

3420

34890

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtate
cecegttoage
agacacgact
gtaggcagtyg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatce
acttggtetg
tttegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegectcea
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaaa
geagtgttat
gtaagatget
cggcgaccga
actttaaaaqg
ccgetgttga
tttactttca
ggaataaggy
agcatttate
aaacaaataqg

attattatca

aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
tteccectgg
tgteogoectt
tcagttoggt
cecgacegetg
tatcgeoecact
ctacagagtt
tetgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gccccagtge
taaaccageco
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagete
aagcggttag
cactcatggt
tttetgtgac
gttgctettg
tgetcatecat
gatccagttc
ccagcgttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttecgeg

tgacattaac
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taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctececte
teotocctteg
gtaggtcogtt
cgecttatee
ggcagcageoc
cttgaagtgg
gctgaageca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaate
ctgactcccec
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgeocattget
cggtteccaa
ctocectteggt
tatggcagea
tggtgagtac
cceggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgageca
atgttgaata
tctecatgage
cacatttecce

ctataaaaat

aagaacatgt
gogtttttoo
aggtggogaa
gtgegetete
ggaagegtgy
cgcteccaage
ggtaactatce
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttog
ggtggttttt
cotttgatet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtegtgtaga
ccgcgagacco
goocgagegea
cgggaagcta
acaggcatceg
cgatcaagge
ccteoeogatcecg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tettegggge
actcgtgecac
aaaacaggaa
ctecatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc

aggcgtatca

85

gagcaaaagg
ataggetoeg
acccgacagg
ctgtteegac
cgoetttetea
tgggctgtgt
gtoettgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttetacgag
gattatcaaa
tectaaagtat
ctatcteage
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggteoce
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt
cattctgaga
ataccgcgcc
gaaaactcte
ccaactgatc
ggcaaaatgce
teoctttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt

cgaggcectt

ccagcaaaag
cccoectgac
actataaaga
cctgeegett
atgcteoacge
gcacgaaccc
caacceggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagectet
gcagcagatt
gtetgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgteta
acgggagggc
ggctocagat
tgcaacttta
ttcgecagtt
ctegtegttt
atcececccatg
taagttggcc
catgecatoe
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaaq
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacce

tegtetegeg

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

€420

6480

6540

6600

6660

6720

€780

6840

6900



10

15

20

25

30

35

cgttteggtg
tgtctgtaag
gggtgtcggg
atgeggtgty
acgttaatat
aataggcega
gtgttgttcc
ggcgaaaaac
ttttggggtce
gagcettgacg
cgggaegetag
cgcettaatge

gygaagggcy

<210> 26
<211> 7337
<212> ADN

atgacggtga
cggatgecgg
gctggecttaa
aaataccgcea
tttgttaaaa
aatcggeaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgcegt
gggaaagecy
ggcgetggea
geegetacag

atcggtgegg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 3XmiR-CB-GFP intrénico

<220>

<221> misc_feature
<222>(17)..(163)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221> potenciador
<222> (182)..(548)
<223> potenciador

<220>

<221> promotor

<222> (549)..(1482)
<223> Promotor de la beta actina de pollo

<220>
<221> Intrén

<222> (826)..(1482)
<223> Intrén de la beta actina de pollo

<220>

<221> misc_feature
<222> (1502)..(1529)

<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (1530)..(1550)

<223> De sentido contrario 901
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aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggeca
cagatgecgta
ttegegttaa
atcccttata
aagagtccac
ggcgatggec
aaagcactaa
gcgaacgtgg
agtgtagegg
ggegegtege

gcctettoge

cacatgecagc
goccgtcagg
tcagagcaga
aggagaaaat
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaacce
cgagaaagga
tecacgetgeg
gecattegee

tattacgecca

86

tcceggagac
gogegtcage
ttgtactgag
accgecatcag
aatcagetca
atagacecgag
cgtggactcc
accatcaccc
taaagggagc
agggaagaaa
egtaaceacce
attcaggeta

ggctgea

ggtcacagect
gggtgttgge
agtgcaccat
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
ccccgattta
gcgaaaggag
acacceogeocg

cgcaactgtt

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7667
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60

65
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<220>

<221> misc_feature
<222>(1570)..(1588)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (1593)..(1633)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (1646)..(1674)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1675)..(1695)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature
<222>(1715)..(1733)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (1738)..(1778)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1791)..(1819)
<223>5'miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1820)..(1840)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature

<222> (1860)..(1878)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(1883)..(1923)
<223>3' miR

<220>

<221>gen
<222>(2072)..(2788)
<223> GFP

<220>

<221> sefial poliA
<222> (2789)..(3003)
<223> cola de poliA

<220>

<221> promotor

<222> (3144)..(3272)

<223> promotor de la timidina quinasa (Tkp)

<220>

87



10

15

<221>gen

<222> (3284)..(4087)
<223> Gen de resistencia a la neomicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (4340)..(4485)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>
<221>gen

<222> (5505)..(6365)
<223> Ampicilina (complemento)

<400> 26

9999999999
gggogaccaa
gogogcagag
cctagttatt
cgegttacat
ttgacgteaa
caatgggtgyg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtcg
cccccaattt
gg99999999g<
agaggtgegyg
cggcggcgygc
ctgccttege
gaccgcgtta
gegettggtt
cecgggagggce
tggggagege
ggggctttgt

gtgcggggayg

ggggggggtt
aggtcgeccg
agggagtggce
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg
cccctattga
tatgggactt
aggtgagccc
tgtatttatt
gecgegecagy
cggeagocaa
ggcggeocta
ccogtgeccce
ctcccacagg
taatgacgge
cetttgtgeg
cgegtgegge
gcgctcogeca

ggctgcgagy
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ggccactece
acgccoggge
caactccatec
aattacgggg
aaatggecceyg
tgtteecata
gtaaactgee
cgtcaatgac
tectacttgg
cacgttctgce
tattttttaa
cggggcgggy
tecagagegge
taaaaagcga
gctcoccgecge
tgagegggeyg
ttgtttettt
ggggggagceg
cagagetgee
gtgtgegoga

ggaacaaagg

tetetgegeg
tttgecceggg
actaggggtt
tcattagttc
cetggetgac
gtaacgccaa
cacttggeag
ggtaaatggc
cagtacatct
ttcactctece
ttattttgtyg
cggggegagyg
gegetecgaa
agcgogeggc
cgecctcegege
ggacggccct
tetgtggetg
getegagggyg
cggeggctgt
ggggagogey

ctgcgtgegy

88

ctegeteget
cggcctcagt
cctagatctg
atagcccata
cgeccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
ccatctcece
cagegatgyg
ggcggggeayg
agtttecttt
gggcgggagt
cgecocgeoce
tctecteegy
cgtgaaagec
tgegtgegtyg
gagegetgeg
geogggggcy

ggtgtgtgeg

cactgaggee
gagcgagcga
aattcggtac
tatggagttc
cececgeeca
ceattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt
cccctcecca
ggcggggggy
ggcgaggcegyg
tatggegagg
cgctgegacg
ggctctgact
gctgtaatta
ttgagggget
tgtgtgtgeg
ggcgeggege
gtgcccogeg

tggggggaty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260



agcagggggt
ttgetgagea
ccgtgceggg
cecggggaggg
cctggagget
ctgactgacg
ggaacaaatg
agctggcaga
caaggcctgt
tgectgaagge
tgtccatcty
gccteogegat
gcteatggge
agatctaggc
cgtggtecea
cggagagggt
tggaaagcte
ctttteccaga
gggctatgtyg
tgaagtcaag
taaggaggat
gtacatcatg
cattgaggat
cggcoctgtg
tcccaacgaa
acatggcatg
attgatgagt
atttgtgatg
aacaattgca
acctogageoa

gtttccaccc

gtgggegegg
cggecegget
cgggagatag
etegggggag
tgetgaagge
acagaagcetg
gocaccggta
ccttegtttt
tactagcact
tgtatgectga
gaacctatca
gcatctagag
aacgtgctgy
ctgcaggcgg
attetegtgg
gaaggtgatg
cctgtgecat
taceccagace
caggagagaa
ttcgaaggtg
ggaaacatte
googacaage
ggatcegtge
ctocteccag
aagagagace
gacgagctgt
ttggacaaac
ctattgettt
ttcattttat
gtgtggtttt

aagtcgaagyg
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cggteggget
tegggtgegy
cggcaggtgyg
gggegeggeg
tgtatgetgt
ccagcettaca
tgecatceotgg
ggccactgac
cacatggaac
taggttcecag
ggacacaagg
cctectgeotaa
ttattgtget
ccgeocgocac
aactggatgg
ccacatacgyg
ggccaacact
atatgaagca
ccatottttt
acaccctggt
teggecacaa
aaaagaatgyg
agetggecga
acaaccatta
acatggtcoct
acaagtgagc
cacaactaga
atttgtaacc
gtttcaggtt
gcaagaggaa

cagtgtggtt

gtaaccoooe

ggetoegtac

gggtgccggyg
gceeoocggag
aagctggceag
ggacacaaqgqg
aggcttgetg
tgacgaaggt
aaatggccgce
taatggacag
cctgttacta
ccatgttcat
gtetcatgcat
catgagcaag
cgatgtgaat
aaagctcace
ggtcactacc
gcatgacttt
caaagatgac
gaatagaatc
getggaatac
catcaaggtc
ccattatcaa
cctgteocace
getggagbtt
ggcegegggg
atgcagtgaa
attataagct
cagggggagy
gcaaaaagoc

ttgcaagagg

89

cctgoacooe

ggggcgtgge
cggygcggyy
cgeeggegac
accttetgte
cctgttacta
aaggectgtat
ctcagcttac
tagctcgecga
gttttggecca
gcactcacat
gccttettet
tttggcaaag
ggcgaggaac
gggcacaaat
ctgaaattca
ctgacctatg
ttcaagageg
gggaactaca
gagctgaagg
aactataact
aacttcaaga
cagaacacte
cagtectgece
gtgacegetg
atccagacat
aaaaatgectt
gcaataaaca
tgtgggaggt
toctccaceoca

aagcaaaaay

cctoocegag
geggggeteg
ccgecteggg
cggtgetage
gttttggeca
gcactcacat
gctgaatgta
attcaggaca
cctggagget
ctgactgacc
ggaacaaatg
tttteoctaca
aattcotega
tgttcactgy
tttetgteag
tetgoaccac
gcgtgeagtg
ccatgecega
agaccogoge
gcattgactt
cocacaatgt
tcagacacaa
caateggega
tgtctaaaga
ctgggatcac
gataagatac
tatttgtgaa
agttaacaac
tttttagteg
ggcotggaat

cctectcocace

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

234D

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



caggcctgga
aattcgaaca
gtgacgegty
acaagatgga
ctgggcacaa
gogooceggtt
ggeagcgegg
tgtcactgaa
gteatetecac
gcatacgett

agcacgtact

ggggctegeg
tctegtegty
ttectggatte
ggctacccgt
ttacggtate
cttetgaggyg
ccagccatct
cactgtcott
tattetgggy
gcatgctggg
gctogctege
caggactoayg
cctgecagecc
cgetetteoog
gtatcagete
aagaacatgt
gogtttttce
aggtggegaa
gtgcgctote
ggaagogtgg

cgetocaage

atgtttcecac
cgcagatgeca
tggectegaa
ttgcacgeag
cagacaatcg
ctttttgtea
ctategtgge
gogggaaggyg
cttgeteocty
gatccggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggeyg
atcgactgtg
gatattgctg
gcegekecey
gatcagtoga
gttgtttgee
tcctaataaa
ggtggggtgg
gagagatcta
tcactgagge
tgagagagag
tgecattaatg
cttocteoget
actcaaaggce
gagcaaaagyg
ataggctceg
acccgacagyg
ctgttocgac

cgetttcectea

tgggctgtgt
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ccaatgtega
gtcggggegg
cacocgagaoga
gttctecgge
gctgctctga
agacogacct
tggccacgac
actggctget
ccegagaaagt
cctgececatt
ccggtcttgt
tgttegocag
atgectgett
gecggctgay
aagagcttgg
attcgecageyg
ctagagcotag
cctccecegt
at.gaggaaat
ggcaggacag
ggaaccccta
cgooccgggca
agogogcaga
aatcggccaa
cactgacteg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccccctgac
actataaaga
cctgoogett
atgctcacge

geacgaagos

gcaacceoege
cgcggtecca
cectgeagees
egcttgggtg
tgccgeegtg
gtooggtgoeo
gggcgttect
attgggcgaa
atccatcatyg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg
gcecgaatatc
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgecttc
ctgatecagea
gccttecttg
tgrcatcgeat
caaggggygag
gtgatggagt
aagcccggygc
gagggagtag
cgcgegggga
ctgoegetegyg
ttatccacag
goecaggaace
gagcatcaca
taccaggoegt
accggatacc
tgtaggtatc

ceogttoage

90

ccagegtett
ggtccacttc
aatatgggat
gagaggctat
ttccggetgt
ctgaatgaac
tgcgecagetg
gtgccggggc
gctgatgeaa
gocgaaacatc
gatctggacg
cgcatgoceg
atggtggaaa
cgetatcagyg
gctgaceget
tatcgecttc
tegactgtge
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
tggccactec
gtcgggogac
ccaaccococ
gaggcggttt
tegttogget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttoceecctgg
tgtoogectt
tcagttcggt

cegacogetyg

gtcattggeg
gcatattaag
cggccattga
toggectatga
cagcgcaggg
tgoaggacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgoggegget
gcatcgageg
aagagcatca
acggcgagga
atggeccgett
acatagcgtt
tecctegtget
ttgacgagtt
cttetagttyg
gtgccactee
ggtgtcaktc
acaatageag
ctctetgege
ctttggtege
cocooocoooa
gcgtattggg
geggegagey
taacgcagga
cgogttgetyg
ctcaagtcag
aagctecete
tetocctteg
gtaggtcgtt

cgocttatec

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttacectteg
ggtggttttt
cotttgatet
ttggteoatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtegtgtaga
ccgcogagace
gcogagegea
cgggaagcta
acaggcatcyg
cgatcaaggc
cctocegatey
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttegggge
actcgtgecac
aaaacaggaa
ctcatactect
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
cacatgeage
gocogtocagy
tcagageoaga
aggagaaaat

atttttgtta

gtocttgagte
ggattageag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgeaa
tttetacggy
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatetecage
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcee
gagtaagtag
tggtgtcacyg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt
cattetgaga
ataccgeogee
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttea
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggocctt
tceceggagac
gogoegteage
ttgtactgag
accgcatecag

aatcagetca

ES 2661 680 T3

caacccoggta
agegaggtat
tagaaggaca
tggtagetet
goageagatt
gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgteta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgecagtt
ctcgtegttt
atcccececatyg
taagttggce
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcageatct
cgcaaaaaaqg
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
togtetegeg
ggtcacaget
gggtgttgge
agtgcaccat
gaaattgtaa

ttttttaace

agacacgact
gtaggceggtyg
gtatttggta
tgatceggea
acgegcoagaa
cagtggaacyg
acctagatee
acttggtetg
tttegttcat
ttaccatetyg
ttatcagcaa
tocgecteca
aatagtttgc
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggagacega
actttaaaag
cegetgttga
tttactttca
ggaataaggyg
agcatttate
aaacaaatag
attattatca
cgttteggtg
tgtetgtaag
gggtgtcggg
atgceggtgtyg
acgttaatat

aataggcoega

91

tatcgcoccocact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggate
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttaccea
ccatagttge
goeccocagtge
taaaccagcec
tccagtcectat
gcaacgttgt
cattcagete
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgcotettg
tgoctcatcat
gatccagtte
ccagegttte
cgacacggaa
agggttattyg
gggtteegeg
tgacattaac
atgacggtga
cggatgeegyg
gotggettaa
aaatacegea
tttgttaaaa

aatcggeaaa

ggcagcagec
cttgaagtgyg
goctgaageea
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aazatgaagt
atgcttaatce
ctgactececee
tgeaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgcecattgcet
cggttcecaa
ctocctteggt
tatggcageca
tggtgagtac
ceceggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagea
atgttgaata
tctecatgage
cacatttecec
ctataaaaat
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgoggea
cagatgcogta
ttegegttaa

atccettata

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

€000

6060

6120

6180

6240

6300

€360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500
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50

aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atceggaacece
cgagaaagga
teacgetgeg
gccattocgeoce

tattacgcceca

<210> 27
<211> 8223
<212> ADN

atagaccgag
cgtggactce
accatcacce
taaagggage
agggaagaaa
cgtaaccacce

attcaggcta

ggctgea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> PolyA-3XmiR-CB-AAT

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(163)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221> potenciador
<222>(182)..(548)
<223> potenciador

<220>

<221> promotor

<222> (549)..(1795)
<223> Promotor de la beta actina de pollo

<220>
<221> Intrén

<222> (826)..(1795)

<223> Intrén

<220>

<221> misc_feature
<222> (1796)..(1898)

<223> Globina

<220>
<221>gen

<222>(1921)..(3174)
<223> Alfa-1 antitripsina reforzado (AAT)

<220>

<221> misc_signa
<222> (3175)..(3204)

<223> Cmyc-tag

<220>

<221> misc_feature
<222> (3237)..(3264)

<223>5 miR

ES 2661 680 T3

atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
cecegattta
gcgaaaggag
acaccogeocyg

cgcaactgtt

gtgttgttce
ggcgaaaaac
ttttggggte
gagcttgacyg
cgggegetag
cgettaatge

gggaagggcyg

92

agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgcocgt
gggaaagecyg
ggegetggea
gocgetacag

atcggtgegy

aagagtccac
ggcgatggeoc
aaagcactaa
gegaacgtgg
agtgtagegg
ggegegtage

gecctettege

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7337
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55

60

65
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<220>

<221> misc_feature

<222> (3265)..(3285)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_feature

<222> (3305)..(3323)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3328)..(3368)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (3381)..(3409)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3410)..(3430)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature

<222> (3450)..(3468)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3473)..(3513)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (3526)..(3554)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3555)..(3575)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature

<222> (3595)..(3613)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3618)..(3658)
<223>3' miR

<220>

<221> sefial poliA
<222> (3677)..(3889)
<223> cola de poliA

<220>

<221> promotor

<222> (4030)..(4158)

<223> promotor de la timidina quinasa (Tkp)

<220>

93



10

15

<221>gen

<222> (4170)..(4973)
<223> Gen de resistencia a la neomicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (5226)..(5371)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>
<221>gen

<222> (6391)..(7251)

<223> Gen de resistencia a la ampicilina (complemento) <400> 27

99999499999
gggcgaccaa
gegegeagayg
cctagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgce
tacatgacct
accatggtcg
cccccaattt
9IgIgIIIgCc
agaggtgcgy
cggcgycygc
ctgecttege
gacecgegtta
gegettggtt
ccgdggagygc
tggggagcgce
ggggctttgt

gtgcgggggg

gggggdagtt
aggtcgccecg
agggagtgge
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg
ccecctattga
tatgggactt
aggtgagcec
tgtatttatt
gogocygccagy
cggcagccaa
ggcggceccta
ccegtgecee
ctecoccacagg
taatgacgge
cctttgtgeg
cgcgtgcgge
gogctocgea

ggctgegagg
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ggccacteece
acgcccgggc
caactccatce
aattacgggg
aaatggcecg
tgttcccata
gtaaactgcce
cgtcaatgac
tectacttgg
cacgttctge
tattttttaa
cygyggcagygy
tcagagcggc
taaaaagcga
gctecogeege
tgagegggeyg
ttgtttettt
gJggggagcy
ccgogetgec
gtgtgcgcga

ggaacaaaqqg

tctectgegeg
tttgceccggg
actaggggtt
tcattagtte
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
ttecactetec
ttattttgtg
cgggycygagy
gogoctcoccgaa
agcgcgegge
egectegege
ggacggeccet
tetgtyggety
gcteggggag
cggcggetgt
ggdggagcgcyg

ctgegtgegg

94

ctcgecteget
cggcctcagt
cctagatcetg
atagcecata
cgcecaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
ccatcteece
cagegatggg
gJcygggacay
agtttccttt
gggcgggagt
cgecegeccee
tetectecqgg
cgtgaaagcee
tgegtgegty
gagcgctgcyg
gccgggadgey

ggtgtgtgeg

cactgaggcc
gagcgagecga
aatteggtac
tatggagttc
coecegecea
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgectatt

cccecteoecocea

g9cggggggyg
ggcgagycdyg
tatggcgagg
cgctgcgacy
ggctetgact
gotgtaatta
ttgagggget
tgtgtgtgcg
ggcgcgygcyge
gtgcceccocgeyg

tgggggggtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



agcagggggt
ttgectgagcea
cogtgecggg
ceggggaggg
cggocgagcceg
tgtcecaaat
gcggggcgaa
cgeoegoegoog
geettegggyg
gagecctctge
tggttattgt
atgecegtcett
gtcteococtgg
gatcaggatc
ctataccgeco
atcgetacag
ctggagggce
caggaacktcc
ggectgttcc
ttgtaccact
atcaacgatt
gacagagaca
ccctttgaag
aaggtgccta
agetgggtge
gaggggaaac
gaaaatgaag
tacgacctga
gacctctoeog
gtgctgacea
cccatgtota

caaaataceca

gtgggcgcgg
cggccceggcet
cggggggtgy
ctocgggggag
cagccattge
ctgtgeggag
geggtgcgge
cogteceoctt
gggacgggge
taaccatgtt
getgtoteat
ctgtctegtg
ctgaggatce
acccaacctt
agctggcaca
cctttgeoaat
tgaatttecaa
tccgtacecet
tcagcgaggg
cagaagcctt
acgtggagaa
cagtttttge
tcaaggacac
tgatgaagcg
tgectgatgaa
tacagcacct
atcgeccgtag
agagegteoct
gggtcacaga
tcgacgagaa
tcecceooccga

agtctecect
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cggteggget
tcgggtgegg
cggcaggtgy
gggcgeggceg
cttttatggt
ccogaaatctg
gceggceagga
ctocotetee
agggeggggt
catgeocettcet
cattttggea
gggcatccte
ccagggagat
caacaagatc
ccagteccaac
gectctecetyg
ccteoacggag
caaccagcca
cctgaagcta
cactgtcaac
gggtactcaa
tctggtgaat
cgaggaagag
tttaggcatg
atacctggge
ggaaaatgaa
cgettctetyg
gggtcaactyg
ggaggcacea

agggactgaa

ggtcaagtte

ctteoatggga

gtaacceceocce
ggcteccgtac
gagtgeoggy
gcccecoggag
aatcgtgcga
ggaggcgccyg
aggaaatggg
agectegggg
toggettetg
teottttteect
aagaatteoet
ctgctggeag
gctgcccaga
acccecaace
agcaccaata
dgyggaccaaygyg
atteceggagg
gacagccagc
gtggataagt
ttecggggaca
gggaaaattg
tacatcttet
gacttcecacg
tttaacatce
aatgocaccg
ctocacccacy
cacctgocca
ggcatcacta
ctgaagetet
gctgctgggg

aacaaacccet

aaagtggtga

95

cctgeaceee
ggggegtgge
Cggggcgggy
cgceggeggce
gagggcgcag
cogeacocae
€ggggagggc
ctgtoegegy
goegtgtgace
acagctcctg
cgaagatcta
gcctgtgetg
agacagatac
tggctgagtt
tcttettocte
ctgacactca
ctcagatecca
tccagectgac
ttittggagga
ccgaagagge
tggatttggt
ttaaaggcaa
tggaccaggt
agcactgtaa
ccateottett
atatcatcac
agttaagcat
aggtctteag
ccaaggecgt
ccatgttttte
ttgtcttett

atcccacoca

cctococgag
gcggggceteg
cogectoggg
tgtecgaggeg
ggacttcctt
tctageggge
cttcgtgegt
ggggacgget
ggoggoeteta
ggcaacgtgc
ggectgeagyg
cctggteect
atcccaccat
cgcctteage
cccagtgage
cgatgaaatc
tgaaggette
caccggcaat
tgttaaaaag
caagaaacag
caaggagctt
atgggagaga
gaccaccgtg
gaagctgtecc
cctgectgat
caagttcectyg
caccggcacy
caatggggcet
goataagget
agaggccata
aatgattgaa

aaaagagcag

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



aagctgatca
aggcttgetyg
tgacgacaga
aaatggccac
gcagacctte
cctgttacta
aaggctgtat
atctggaacc
gagatgeate
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
ggttttgcaa
cgaaggeagt
ttccacccaa
gatgcagtcg
ctecgaacaceo
acgcaggttc
caatcggetg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctecectgeecga
cggctacectyg
tggaageeygyg
cogaactgtt
atggegatge
actgtggeeg
ttgetgaaga
ctoccegattce

cgtcogactag

gcgaggagga
aaggctgtat
agctgocage
cggtatgcat
gttttggcea
gcactcacat
gectgataggt
tatcaggaca
tagagoggec
actagaatgc
gtaaccatta
caggtteaqgyg
gaggaagcaa
gtggttttge
tgtcgagcaa
gggcggegeg
gagcgaccet
teceggoeoget
ctctgatgee
cgacctgtec
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
coccattcegac
tcttgtegat
cgecaggete
ctgettgeeg
getgggtaty
gettggegge
gcagcgcatc

agoetogetga
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cctgtagect
gctgtaaget
ttacaggaca
cctggagget
ctgactgacg
ggaacaaatyg
tccagtaatg
caaggcctgt
goggggatce
agtgaaaaaa
taagctgeaa
gggaggtgtg
aaagcctete
aagaggaaqge
ccccgececag
gtccecaggte
gcagccaata
tgggtggaga
gcegtgttcee
ggtgecoctga
gttccttgeyg
ggcgaagtgc
atcatggctyg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgagea
aatatcatgg
gcggacceget
gaatgggetg
gccttectate

teagectega

geaggegeeg
ggcagacctt
caaggoctgt
tgctgaagge
aaggtctcag
gecgetaget
gacaggtttt
tactagcact
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
caceccaggcec
aaaaagectce
cgtottgtca
cacttcgeat
tgggatcgge
ggctattegy
ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtgcet
cggggcagga
atgcaatgeyg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgocogacgy
tggaaaatgg
atcaggacat
accgoetteoot
gecttettga

ctgtgeootte
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gcgaccggtg
ctgtegtttt
tactagcact
tgtatgctga
cttacattca
cgegacctgy
ggccactgac
cacatggaac
agatacattyg
tgtgaaattt
aacaacaaca
tagtegaccot
tggaatgttt
tecaccragy
ttggcgaatt
attaaggtga
cattgaacaa
ctatgactgg
geagyggygeyge
ggacgaggca
cgacgttgtc
tectectgtea
goggctgeat
cgagcgagca
gcatcagggy
cgaggatcta
cegettttet
agcgttgget
cgtgetttac
cgagttcttc

tagttgocag

ctagccctgg
ggccactgac
cacatggaac
atgtaagety
ggacacaagg
aggcttgety
tgacctgtce
aaatggecctce
atgagtttgg
gtgatgctat
attgecattca
cgageagtgt
ccacccaagt
cctggaatgt
cgaacacgea
cgcgtgtgge
gatggattge
gcacaacaga
ccggttettt
gcgoggetat
actgaagcyg
tctecacecttg
acgcttgate
cgtactcgga
ctcgegeccag
gtoegtgacac
ggattcateg
acccgtgata
ggtategeeqg
tgaggggatc

ccatctgttg

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



tttgocceto
aataaaatga
gggtggggea
gatctaggaa
tgaggecgen
cgagcgagceyg
ttaatgaatc
ctcgetcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gotacgocce
gacaggacta
toegaceety
ttotcaatge
ctgtgtgcac
tgagtcocaac
tagcagageg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcacegget
tggtcctgea
aagtagtteg
gtoacgeteg
tacatgatce
cagaagtaag

tactgtcatyg

cccegtgeet
ggaaattgca
ggacagcaag
cecctagtga
cgggcaaage
cgcagagagq
ggccaacgey
gactecgetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
cegettaceg
tcacgetgta
gaaccccceyg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agotettgat
cagattacge
gacgotocagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctattte
gagggettac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tegtttggta
cccatgttgt
ttggoogeag

ccatcegtaa
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tecttgacee
tegeattgte
ggggaggatt
tggagttgge
ccgggegtey
gagtggeccaa
cggggagagy
gctoggtogt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttce
gatacctgte
ggtatctoag
ttcagcecga
acgacttate
gocggtgetac
ttggtatctg
ceggeaaaca
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatceat
catctggece
cagcaataaa
cckbocatcca
gtttgegeaa
tggetteatt
gcaaaaaagc
tgttatcact

gatgetttte

tggaaggtge
tgagtaggty
gggaagacaa
cactcoctot
ggcgaccttt
coccCcccccae
cggtttgegt
toggetygegy
aggggataac
aaaggccgeyg
tecgacgetea
coctggaage
cgectttote
tteggtgtag
ccgetgeogee
gecactggea
agagttcottyg
cgctectgetyg
aaccaccoget
aggatctcaa
ctecacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgcectga
cagtgctgeca
ccagocages
gtctattaat
cgttgttgee
cagctooggt
ggttagctce

catggttatg

tgtgactggt
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cacteoccact
tcattectatt
tagcaggcat
ctgogoegetae
ggtogecegy
cceccecectg
attgggeoget
cgagoggtat
gcaggaaaga
ttgotggegt
agtcagaggt
tcocctegtge
cettegggaa
gtoegttoget
ttatccggta
geageocactyg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtageggtyg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctocceccgteg
atgataccge
ggaagggecyg
tgttgecogy
attgetacag
tcccaacgat
ttoggtecte
geagcactgo

gagtactcaa

gtectttect
ctgggggaty
gctggggaga
getogotcac
cctecagtgag
cagccctgea
cttecegeotte
cagctecactc
acatgtgage
ttttecatag
ggcgaaaccc
geteteootgt
gegtggeget
ccaagotggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgyg
cctteoggaaa
gtttttttgt
tgatctttte
tecatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacy
agogcagaag
aagctagagt
gecategtggt
caaggcgagt
cgatocgttgt
ataattetcet

ccaagtcatt

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6200

6960



10

15

20

ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgeccogea
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtctaa
gccctttogt
ggagacggte
gtcagegggt
actgagagtg
catcaggaaa
agctcatttt
accgagatag
gactccaacyg
tcaccctaat
gggagoocce
aagaaagcga
accaccacac
aggctacgca

gca

<210> 28
<211> 8360
<212> ADN

tgtatgcgge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
gaaaccatta
ctcgogegtt
acagcttgte
gttggegggt
caccatatge
ttgtaaacgt
ttaaccaata
ggttgagtgt
tcaaagggceg
caagtttttt
gatttagage
aaggagcggyg
cogocgoget

actgttggga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 6XmiR Doble-CB-AAT

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(163)
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gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
ttatcatgac
tcggtgatga
tgtaagcgga
gtcggggetg

ggtgtgaaat

taatattttyg
ggccgaaatc
tgtteceocagtt
aaaaaccogte
ggggtcgagg
ttgacgggga
cgctagggcey
taatgcgecg

agggcgatcyg

<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>

<221> potenciador
<222> (182)..(548)
<223> Potenciador

<220>

ctcttgeccg
catcattgga
cagtteogatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtcte
tceogeogoaca
attaacctat
cggtgaaaac
tgecgggage
gecttaactat
acegeacaga
ttaaaattcg
ggcaaaatcc
tggaacaaga
tatcagggeg
tgeccgtaaag
aagocggega
ctggcaagtg
ctacagggcyg

gtgcgggcct

98

gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttccoccgaa
aaaaataggc
ctctgacaca
agacaageoce
geggeateag
tgegtaagga
cgttaaattt
cttataaatc
gtccactatt
atggeccact
cactaaatcg
acgtggcgag
tagcggtcac
cgtcgogcca

cttcgctatt

gggataatac
cggggcgaaa
gtgcaccgcaa
caggaaggca
tactettect
acatatttga
aagtgccacc
gtatcacgag
tgcagctcce
gteagggege
agcagattgt
gaaaatacecg
ttgttaaate
aaaagaatag
aaagaacgtg
acgtgaacca
gaaccctaaa
daaggaaggg
gectgegegta
ttcgeocattce

acgccaggct

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

B040

8100

8160

g220

B223
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<221> promotor
<222> (549)..(1482)
<223> Promotor de la beta actina de pollo

<220>

<221> Intrén

<222> (826)..(1482)
<223> Intrén

<220>

<221> misc_feature
<222>(1503)..(1529)
<223> 5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1530)..(1550)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_feature

<222> (1570)..(1588)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(1593)..(1633)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (1646)..(1674)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1675)..(1695)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature

<222> (1715)..(1733)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222>(1738)..(1778)
<223> 3’ miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1791)..(1819)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (1820)..(1840)

<223> De sentido contrario 943

<220>

<221> misc_feature
<222>(1860)..(1878)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>
<221> misc_feature
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<222>(1883)..(1923)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222>(1936)..(2035)
<223> Globina

<220>

<221>gen

<222>(2058)..(3311)

<223> Alfa-1 antitripsina reforzado (AAT)
<220>

<221> misc_signal

<222>(3312)..(3341)

<223> Cmyc-tag

<220>

<221> misc_feature
<222> (3374)..(3401)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3402)..(3422)

<223> De sentido contrario 901

<220>

<221> misc_feature

<222> (3442)..(3460)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3465)..(3505)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (3518)..(3546)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3547)..(3567)

<223> De sentido contrario 914

<220>

<221> misc_feature

<222> (3587)..(3605)

<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3610)..(3650)
<223>3' miR

<220>

<221> misc_feature
<222> (3663)..(3691)
<223>5 miR

<220>

<221> misc_feature

<222> (3692)..(3712)

<223> De sentido contrario 943

100
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30

35

<220>

<221> misc_feature
<222> (3732)..(3750)
<223> Sentido directo, delta 2

<220>

<221> misc_feature
<222> (3755)..(3795)

<223>3' miR

<220>

<221> sefial poliA
<222> (3814)..(4026)
<223> cola de poliA

<220>

<221> promotor

<222> (4167)..(4295)
<223> promotor de la timidina quinasa (Tkp)

<220>
<221>gen

<222> (4307)..(5110)
<223> Gen de resistencia a la neomicina

<220>

<221> misc_feature
<222> (5363)..(5508)
<223> Repeticiones terminales invertidas (RTI)

<220>
<221>gen

<222> (6528)..(7388)
<223> Gen de resistencia a la ampicilina (complemento)

<400> 28

9999999999
gggcgaccaa
gcgocgecagag
cctagttatt
cgegttacat
ttgacgteaa

caatgggtgg

ccaagtacgc

ggggggggtt
aggtcgecccg
agggagtggc
aatagtaatc
aacttacggt
taatgacgta
actatttacg

cccctattga
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ggccactccce
acgccoggge
caactccatc
aattacgggg
aaatggeccocg
tgtteccata
gtaaactgcce

cgtcaatgac

tctcoctgogeg
tttgeceggg
actaggggtt
tcattagtte
cctggetgac
gtaacgcocaa
cacttggeag

ggtaaatggc

101

ctegeteget
cggecctcagt
cctagatectg
atagcccata
cgeccaacga
tagggacttt
tacatcaagt

ccgeectggea

cactgaggcc
gagcgagcgda
aattcggtac
tatggagttc
cocecgeeca
ccattgacgt
gtatcatatg

ttatgccecag

60

120

180

240

300

360

420

480



tacatgacct
accatggtog
ccoccaattt
ggggaggggc
agaggtgegy
cggcggcgge
ctgeottege
gaccgoegtta
gegcttggtt
ccgggaggge
tggggagecge
ggggctttgt
gtgcgggggg
agcagggggt
ttgctgagea
ccgtgecggg
cCcggggaggy
cetggaggek
ctgactgacy
ggaacaaatg
agetggeaga
caaggectgt
tgetgaagge
tgtccatctyg
gcctogegat
gctecctggge
agatctagge
tgtgctgect
cagatacatc
ctgagttege
tottecteceoee

acactcacga

tatgggacktt
aggtgageoc
tgtatttatt
gcgcgocagyg
cggoagocaa
ggcggeccta
ceegtgoecoe
ctoccacagy
taatgacggc
cetttgtgeg
cgcgtgcgge
gcegectoegea
ggctgcgagyg
gtgggcgegy
cggoccgget
°ggggggtgy
ctegggggag
tgetgaagge
acagaagety
gccaccggta
ccttogtitt
tactageact
tgtatgetga
gaacctatca
gcatctagag
aacgtgctgg
ctgcaggaty
ggtccetgte
ccaccatgat
cttocagececta
agtgagcatc

tgaaateccty
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tcoctacttgg
cacgttetge
tattttttaa
CggaggCgggy
teagagogge
taaaaagcga
gocteogeege
tgagcgggeg
ttgtttettt
ggggggageyg
cogegetgec
gtgtgcgega
ggaacaaagg
cggteggget
tegagtgegg
cggcaggtgg
gggcgcggcyg
tgtatgetgt
ccagettaca
tgcatcctgyg
ggccactgac
cacatggaac
taggtteocag
ggacacaagqg
cctotgetaa
ttattgtgct
cogtettetg
teectggetg
caggatcacc
tacegocage

gctacagect

gagggectga

cagtacatct
ttcacteteoe
ttattttgtyg
cggggcgagyg
gogetoeogaa
agcgegaggc
cgoctegoge
ggacggeocct
tetgtggetyg
geteggggay
cggcggctgt
ggggagegcyg
ctgegtgcegg
gtaaccccec
ggctecgtac
gggtgceggg
gecoceggag
aagctggcag
ggacacaagy
aggcttgetyg
tgacgaaggt
aaatggeege
taatggacag
cetgttacta
ccatgtteat
gtectcatcat
tetegtggag
aggatccceca
caaccttcaa
tggcacacca
ttgecaatgct

atttecaacct

102

acgtattagt
coatctecoe
cagcgatggg
JITYIIICII
agtttocttt
gggcgggagt
cgoccgeecoe
totoctocgy
cgtgaaagcco
tgegtgegty
gagcgetgeg
gocgggggcyg
ggtgtgtgeg
cotgeacece
ggggegtgge
cggggcgggg
cgoaggegac
accttcetgto
cotgttacta
aaggcetgtat
ctecagettac
tagetegega
gttttggeoca
goactcacat
goottottet
tttggcaaag
catcecteotyg
gggagatgct
caagatcacc
gtccaacage
ctoecctgggg

cacggagatt

catcgectatt
cocotococa
goUcggugggy
ggcgaggcgyg
tatggcgagyg
cgctgogacy
ggeteotgact
goctgtaatta
ttgaggggct
tgtgtgtgeg
ggcgcyggege
gtgcccegeg
tgggggggtyg
cotoccegag
gegaggcteg
ccgecteggg
cggtgetage
gttttggeoca
geactcacat
getgaatgta
attcaggaca
coetggagget
ctgactgace
ggaacaaatyg
ttttectaca
aattcctega
ctggcaggee
gcccagaaga
cccaacctgg
accaatatct
accaaggctg

ceggaggetae

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



agatccatga
agctgaccac
tggaggatgt
aagaggccaa
atttggtcaa
aaggcaaatg
accaggtgac
actgtaagaa
tettettect
tcatcaccaa
taagcatcac
tecttcagecaa
aggeegtgea
tgtttttaga
tcttcttaat
ccacccaaaa
accggtgcta
tegttttgge
tagcactcac
atgctgaatg
acattcagga
gacctggagg
cactgactga
atggaacaaa
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
tegaccetega
aatgtttceca
acccaggeccet

gcgaattega

aggcttccag
cggcaatgge
taaaaagttg
gaaacagatc
ggagcttgac
ggagagaccco
caccgtgaag
goctgteocage
goctgatgag
gttectggaa
cggcacgtac
tggggetgac
taaggetgtyg
ggccataccc
gattgaacaa
agagcagaag
gccectggagy
cactgactga
atggaacaaa
taagctggca
cacaaggcct
cttgctgaag
cctgteocate
tggectegeg
agtttggaca
atgetattge
gcattcattt
gceagtgtggt
cccaagtcga
ggaatgtttc

acacgcagat
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gaactcctecc
ctgtteoctca
taccactcag
aacgattacg
agagacacag
tttgaagtca
gtgcctatga
tgggtgctgeo
gggaaactac
aatgaagatc
gacctgaaga
ctectecgggg
ctgaccateg
atgtectatcee
aataccaagt
ctgatcageg
cttgectgaaqg
cgacagaage
tggccaccgg
gaccttegtt
gttactageca
getgtatget
tggaacctat
atgcatctag
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
tttgcaagag
aggcagtgtg
cacccaatgt

gcagtcgggyg

gtaccctcaa
gegagggect
aagccttecac
tggagaaggyg
tttttgetet
aggacaccga
tgaagcgttt
tgatgaaata
agcacctgga
gecgtagoge
gcogtectggyg
tcacagagga
acgagaaagyg
ccoceccgaggt
ctecectett
aggaggacct
gctgtatget
tgeoccagetta
tatgcatcct
ttggcecactg
ctcacatgga
gataggttcc
caggacacaa
ageggeegeg
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
gaagcaaaaa
gttttgcaag
cgagcaaccc

cggcgeggte

103

ccagccagac
gaagctagtg
tgtcaactte
tactcaaggg
ggtgaattac
ggaagaggac
aggcatgttt
cctgggoaat
aaatgaacte
ttetcotgeac
tcaactggge
ggcaccectg
gactgaaget
caagttcaac
catgggaaaa
gtagectgeca
gtaagctgge
caggacacaa
ggaggettge
actgacgaag
acaaatggec
agtaatggac
ggcctgttac
gggatccaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
aggtgtggga
gccteotecac
aggaagcaaa
cgoccagegt

ccaggtccac

agccagcetcce
gataagtttt
ggggacaccqg
aaaattgtgg
atcttcttta
ttccacgtgg
aacatccagc
gocacogeca
acccacgata
ctgeococaagt
atcactaagg
aagctctceca
gotggggeca
aaaccctttyg
gtggtgaatc
ggcgecggoey
agaccttetyg
ggectgttac
tgaaggctgt
gtectcagett
gctagctege
aggttttgge
tagcactcac
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttag
ccaggectgyg
aagecctctee
cttgtcattg

ttegecatatt

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



aaggtgacge
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcygcccy
cgaggcageg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcagggygcte
ggatctegte
cttttctgga
gttggetace
getttacggt
gttcttctga
ttgocageca
teoccactgte
ttctattectg
caggcatget
cgegetoget
cgoccggoct
cococtgeag
gggcgetctt
geggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttogoteoca
tccggtaact

gccactggta

gtgtggocte

ggattgecacy

caacagacaa
gttettttig
cggctategt
gaagcgggaa
caccttgecte
cttgatcegyg
actecggatgg
gcgeocagecy
gtgaccecatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeegete
ggggatcegt
totgttgttt
ctttoctaat
ggaggtggay
ggggagagat
cgetcactga
cagtgagcga
coctgeatta
coegetteocte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tcecatagget
gaaacccogac
ctcectgttee
tggcgettte
agctgggetg
atcgtcttga

acaggattag
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gaacaccgag
caggttctee
teggctgete
tcaagaccga
ggctggccac
gggactggct
ctgcocgagaa
ctacctgeee
aagccggtet
aactgttcge
gegatgeetyg
gtggcegget
ctgaagaget
ccgattogea
cgactagage
geecctocoe
aaaatgagga
tggggcagga
ctaggaacce
guccgcceygy
gcgagegcge
atgaatcgge
gctoeactgac
gqgocggtaata
aggccagcaa
ccgoccccet
aggactataa
gaccctgeeg
tcaatgctca
tgtgeacgaa
gtccaaceceg

cagagcgagg

cgaccctgea
ggccgettgg
tgatgccgee
cctgtocoggt
gacgggegtt
gctattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtecgatcag
caggctcaag
cttgcecgaat
gggtgtggeyg
tggeggogaa
gcegeatogoe
tcgetgateca
cgtgacttee
aattgcateg
cagcaaggygyg
ctagtgatgg
gcaaagccocy
agagaggyaq
caacgogegyg
tcgoetgoget
cggttatcca
aaggocagga
gacgagcate
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cececoegtte

gtaagacacg

tatgtaggcg

104

gcocaatatgg
gtggagaggc
gtgttcecgge
gocctgaatg
ccttgcgeag
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gogegecatge
atcatggtgg
gaccgetate
tgggcetgace
ttetatogoe
goctogactg
ttgaccotgg
cattgtctga
gaggattggy
agttggocac
ggegtegggce
tggccaacce
ggagaggegyg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
egtttoooco
acctgtcege
atctcagttc
ageoogacayg
acttatcgee

gtgctacaga

gatcggecat
tatteggcta
tgtcagegeca
aactgcagga
ctgtgetega
ggcaggatct
caatgecggcyg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggccg
aggacatage
getteoctegt
ttecttgacga
tgocecttetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
tecctetetg
gacctttggt
cceccocoeee
tttgogtatt
getgeggega
ggataacgca
ggcogegttyg
acgctcaagt
tggaagetec
ctttectecet
ggtgtaggtc
ctgogeetta
actggcagca

gttcttgaag

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5480

5520

5580

5640

5700

5780

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180



tggtggcecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcectttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgaqg
agggccgagc
tgcecgggaaqg
gctacaggcea
caacgatcaa
ggtcctecga
gocactgecata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttettegg
cocactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agoeggataca
cocccogaaaag
aataggcgta
tgacacatgce
caagcccegtce
gcatcagagc
gtaaggagaa
taaatttttg
ataaatcaaa

cactattaaa

actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttyg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgcte
gcagaagtgy
ctagagtaag
tegtggtgte
ggcgagttac
tegttgteag
attetettac
agtcattetg
ataataccge
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tettectttt
tatttgaatg
tgecacctga
tecacgaggecc
ageteeegga
agggcgegte
agattgtact
aataccgcat
ttaaatcage
agaatagacc

gaacgtggac
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cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
dggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggay
accggctcca
tcctgeaact
tagttegeca
acgctegteg
atgatcccee
aagtaagttg
tgtcatgeeca
agaatagtgt
gccacatage
ctcaaggatc
atctteoagea
tgoograaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtectaagaa
ctttegtcte
gacggtcaca
agegggtgtt
gagagtgcac
caggaaattg
tcatttttta
gagatagggt

tccaacgtca

acagtatttg
tcttgatceeyg
attacgcocgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gcegeagtgt
tcocgtaagat
atgeggegac
agaactttaa
ttaccgetgt
tottttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gcgegttteg
gettgtetgt
ggcgggtgte
catatgcggt
taaacgttaa
accaataggc
tgagtgttgt

aagggcgaaa

105

gtatectgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggcecccag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttecatteag
aaaaagcggt
tatcacteat
gettttetgt
cgagttgete
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcgacacyg
atcagggtta
taggggtteoc
tcatgacatt
gtgatgacgg
aageggatge
ggggctgget
gtgaaatacc
tattttgtta
cgaaatcgge
tccagtttgyg

aaccgtctat

tetgectgaag
caccgectggt
atctcaagaa
acgttaaggyg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcectgacte
tgctgcaatyg
gccagcogga
tattaattgt
tgttgeccatt
cteeggttece
tagctectte
ggttatggca
gactggtgag
ttgeceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgtoteatg
gogecacattt
aacctataaa
tgaaaacctc
cgggagcaga
taactatgeg
gcacagatgce
aaattcgegt
aaaatccctt
aacaagagtce

cagggegatyg

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040
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gcecactacg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
cgcgeccatte

cgctattacg

<210> 29
<211>18
<212> ADN

tgaaccatca
ccctaaaggg
ggaagggaaqg
gcgcecgtaacc
gccattcagyg

ccaggctgca

<213> Secuencia artificial

<220>
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ccctaatcaa gttttttggg gtcgaggtge
agccccegat ttagagettg acggggaaag
aaagcgaaag gagegggege tagggegetg
accacacccyg cogegettaa tgogeoegeta

ctacgcaact gttygggaagg geogateggtg

<223> Cebador directo para PIMy PIZ

<400> 29

ccaaggccgt gcataagg 18

<210> 30
<211>18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para PIM y PIZ

<400> 30

ggccccagea gettcagt 18

<210>31
<211>18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de PIZ (AAT mutante)

<220>

<221> misc_signa

<222> (1)..(1)

<223> molécula sonda 6FAM

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_signa
<222>(18)..(18)
<223> molécula sonda MGBNFQ

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 31

nctgaccatc gacaagan 18
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cgtaaagcac
coggegaacy
geaagtgtag
cagggcegegt

cgggcctett

8100

8160

8220

8280

8340
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<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda de PIM (AAT natural)

<220>

<221> misc_signal

<222> (1)..(1)

<223> molécula sonda 6FAM

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_signal
<222>(18)..(18)

<223> molécula sonda MGBNFQ

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(18)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 32
nctgaccatc gacgagan 18
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REIVINDICACIONES
1. Un VAAr que contiene un acido nucleico que comprende:

una primera region que codifica uno o mas primeros miARN que se pueden hibridar, e inhibir su expresién, con
un ARNm enddgeno de un sujeto que codifica una proteina Z-AAT; y,

una segunda region que codifica un ARNm exdégeno que codifica una proteina M-AAT que tiene una 0 mas
mutaciones silenciosas en comparacién con el ARNm enddégeno,

en donde el uno o mas primeros miARN no comprenden un acido nucleico que tiene suficientes secuencias
complementarias para hibridarse con, e inhibir, la expresién del ARNm exégeno, y en donde la primera regién
esta situada entre el Ultimo codén del ARN exdgeno y una parte de la segunda regién que codifica la secuencia
de poliadenilacion del ARNm exdgeno.

2. El VAAr de la reivindicacion 1, en que la primera region esta comprendida entre el Gltimo codén del ARNm
exogeno y una posicion a 1000 nucledtidos en la direccion 3' del Gltimo codén.

3. El VAAr de las reivindicaciones 1 o0 2, que comprende ademas una tercera region que codifica uno o0 mas miARN
secundarios que se pueden hibridar con, y que inhiben, la expresion del ARNm enddgeno, en donde la tercera
regién esta situada en una parte no traducida de la segunda region.

4. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la primera region codifica tres primeros miARN.
5. El VAAr de las reivindicaciones 3 0 4, en el que la tercera region codifica tres segundos miARN.

6. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que una proteina codificada por el ARNm exdgeno
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 %, o al menos el 95 %, o al menos el 98 %, o al menos
el 99 % idéntica a una proteina codificada por el ARNm enddgeno.

7. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el Z-AAT es una proteina AAT humana.

8. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el Z-AAT tiene una secuencia como se define
enla SEQ ID NO: 1 o en el que el Z-AAT tiene una 0 mas mutaciones de la misma como se identifica en la Tabla 1.

9. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el primer ARNm comprende un acido nucleico
codificado por una secuencia como se define en las SEQ ID NOS: 5-16.

10. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el uno o mas miARN tienen una secuencia de
acido nucleico codificada por una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 17-19 y 21-
23.

11. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ARNm exdgeno tiene una secuencia de
acido nucleico codificada por una secuencia como se define en la SEQ ID NO: 20.

12. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas repeticiones terminales
invertidas (RTI) de un serotipo de VAA seleccionado entre el grupo que consiste en: VAAL, VAA2, VAA5, VAAG,
VAA6.2, VAAT, VAA8, VAA9, VAA1L0, VAALl y variantes de los mismos.

13. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende ademas una o mas proteinas de la
capsida de uno o mas serotipos de VAA seleccionados entre el grupo que consiste en: VAAL, VAA2, VAA3, VAA4,
VAAS, VAAG, VAA7, VAAS, VAA9, VAAL0, VAALL y variantes de los mismos.

14. Una composicion que comprende el VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

15. Un kit que comprende un recipiente que aloja la composicion de la reivindicacion 14.

16. El VAAr de cualquiera de las reivindicaciones anteriores o la composicién de la reivindicacion 14 que comprende
el VAA recombinante, en donde el VAAr esta formulado para su administraciéon en una cantidad eficaz a un sujeto.

17. ElI VAA recombinante o la composicion de la reivindicacion 16, en donde la administracion del VAAr se realiza
por via intravenosa, intratecal, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intranasal o mediante inyeccion en la vena
porta hepatica del sujeto.

18. El VAA recombinante o la composicion de las reivindicaciones 16 o 17, en donde tras 7 semanas de

administracion del VAAr, el nivel en suero de la Z-AAT esta a un nivel de al menos un 50 % o al menos un 75 % en
comparacion con el nivel en suero de la Z-AAT antes de la administracién del VAAr.
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AAT en sobrenadantes de células (ng/ml)
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Cantidad relativa
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3,0 [J 3XmiRintrénico

2,5 Doble XmiR

miR-910 miR-914 miR-943

Fig. 5
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Mivel PiZ sérico (% inactivacion en
comparacion con controles GFP)
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Plasma ALT (U/L)}
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Nivel sérico de PiM AAT (ua/mil)

Nivel sérico de PiM AAT (% inactivacion)
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