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DESCRIPCION
Generacion de células marcapasos basada en factor de transcripcion y métodos de uso de las mismas
Aplicaciones relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/557,812, presentada el
9 de noviembre.

Antecedentes
Campo de la invencion

Varias realizaciones de la presente solicitud se refieren en general a métodos y composiciones para la generacion
de células marcapasos (por ejemplo, células cardiacas que tienen actividad eléctrica ritmica regular). En particular,
algunas realizaciones de la invencion se refieren a métodos de terapia génica y celular (y composiciones asociadas)
para generar células marcapasos que usan Tbx18 o fragmentos funcionales del mismo capaces de convertir células
quiescentes o células madre en células marcapasos. La invencion se define adicionalmente en las reivindicaciones.

Descripcion de la técnica relacionada

Durante la cardiogénesis, los cardiomiocitos se especializan para presentar ya sea propiedades ventriculares,
auriculares o de marcapasos. El nodo sinoauricular (SAN), la region primaria del marcapasos del corazén, es una
estructura altamente especializada que contiene menos de 10,000 células marcapasos, que funcionan para iniciar
contracciones en el SAN. Estas contracciones de SAN se propagan al resto del tejido cardiaco excitable y dan como
resultado un latido del corazén. Las irregularidades del tejido cardiaco excitable y/o las irregularidades de las células
marcapasos pueden provocar anomalias en el ritmo cardiaco. Muchas anormalidades cardiacas por lo general
implican latidos cardiacos irregulares, taquicardia (donde la frecuencia cardiaca es demasiado alta) o bradicardia
(donde la frecuencia cardiaca es demasiado lenta). Estas anomalias se conocen colectivamente como arritmias.

Las terapias actuales para arritmias cardiacas por lo general dependen de la terapia farmacéutica, ablacion,
dispositivos de marcapasos electrénicos o combinaciones del mismo. Sin embargo, la utilidad de cada una de estas
terapias ha tenido un éxito limitado y variable. Si bien los medicamentos antiarritmicos se recetan y usan
ampliamente, pueden dar lugar a efectos secundarios sistémicos adversos en ciertas poblaciones de pacientes.
Ademas, muchos farmacos tienen una propensioén a provocar nuevos eventos arritmicos, que pueden conducir a un
aumento de la morbilidad. La ablacién por radiofrecuencia se usa en algunos tratamientos de arritmias. La ablacion
implica la eliminacién permanente del tejido identificado como la fuente de, o critico para, el mantenimiento de las
arritmias. Si bien este método ha tenido cierto éxito en el tratamiento de la taquicardia por reentrada de los ndédulos
auriculoventriculares, la taquicardia de las vias accesorias y el aleteo auricular, ha encontrado un éxito limitado en el
tratamiento de otras arritmias. Por ejemplo, la ablacion con catéter tiene menos éxito en el tratamiento de casos mas
complejos, tal como la fibrilacion auricular (AF) o la taquicardia ventricular (TV). Ademas, la ablacién con catéter no
es util en el tratamiento de la bradicardia. Los dispositivos de marcapasos electronicos pueden mantener la
frecuencia cardiaca o administrar descargas para interrumpir las taquicardias. Sin embargo, el alto costo de los
dispositivos y las complicaciones tales como el colapso pulmonar, la hemorragia, las infecciones bacterianas y la
falla del conductor/generador u otros tipos de mal funcionamiento representan limitaciones de la tecnologia.

Resumen

A la luz de las limitaciones asociadas con las terapias tradicionales para las disfunciones de ritmo cardiaco y
arritmias, existe una necesidad de métodos y composiciones alternativas que puedan usarse para modular el ritmo
cardiaco y el ritmo para tratar arritmias cardiacas (variedades simples y complejas), para tratar la insuficiencia
cardiaca (como en aplicaciones de resincronizacion cardiaca de marcapasos electrénicos), y/o para complementar u
obviar la necesidad de marcapasos de potencia eléctrica.

Actualmente, los marcapasos biolégicos por lo general provocan sus efectos a través de la administracion génica de
nucledtidos que transcriben proteinas mutantes de canales idnicos. Por el contrario, varias realizaciones de la
presente invencién operan mediante la administracion a células de un polinucleétido que codifica Tbx18, que permite
la reprogramacion directa de células somaticas a somaticas (por ejemplo, una célula no espaciadora se reprograma
a una célula marcapasos o se reprograma una célula marcapasos defectuosa a una célula marcapasos funcional).
De este modo, en varias realizaciones, las células marcapasos se generan sin la expresion de alteracion inducida de
las proteinas del canal i6nico. Un aspecto adicional de la invencion se define en las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1B representan la inmunohistoquimica de las células SAN de corazén de rata neonatal (1A) y adulta
(IB). La SAN esta demarcada por cotincién de HCN4 y separada de las auriculas circundantes. Barra de escala: 50
pm.
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Las figuras 2A-2l representan los efectos de la transduccién de Tbx18 en miocitos ventriculares de rata neonatal
(NRVM). La figura 2A representa un aumento significativo en el nimero de cultivos de NRVM de latido espontaneo.
Cada "n" representa un pocillo de una placa de 24 pocillos. La figura 2B muestra trazas de potencial de accion
representativo (AP) de GFP- (2B a la izquierda) y Tbx18-NRVMs (2B a la derecha). La figura 2C representa el
potencial diastélico maximo (izquierda), se resumen el indice de automaticidad (centro) y el numero total de células
(derecha) de los transitorios de Ca?* espontaneamente oscilantes. La figura 2D representa las trazas en bruto de Iks
representativas a la izquierda y las densidades de k1 resumidas a -140 mV a la derecha. La figura 2E representa la
inmunotincion de HCN4 (HCN4-blanco, azul de nucleo) en GFP- (izquierda) o Tbx18-NRVMs (centro). Los datos
resumidos se muestran a la derecha. La figura 2F (izquierda) representa que la transduccion de Tbx18 conduce a un
aumento de 3.8 veces en el numero de NVRMs que expresan HCN4, mientras que 2F (derecha) representa un
aumento de 1.4 veces en los niveles de proteina HCN4 en Tbx18-NVRMs. La figura 2G representa que las células
transducidas con Tbx18 presentaron I a una densidad (-5.2 + 1.3 pA/pF a -140 mV, n = 3) consistente con la
informada en las células SAN de conejo. Las figuras 2H y 2| representan los cambios de los niveles relativos de
ARNmM de genes seleccionados que comparan Tbx18-NRVMs normalizados con GFP-NRVMs (izquierda) y SAN
normalizados a LV (derecha). SAN y Tbx18-NRVMs demuestran un patron similar de niveles de transcripcion
normalizados.

Las figuras 3A-3J representan los efectos de la expresién de Tbx18 en diversos aspectos de la sefalizacion de
calcio cardiaco en NRVMs. La figura 3A representa la obtencidon de imagenes confocales por escaner de linea de
Tbx18-NRVMs resolvio eventos de liberacion de Ca?* localizados (LCRs) precediendo a cada transitorio de Ca?* de
célula entera (n = 8 de 10 células), recapitulando la LCR observada en marcapasos SAN nativas. La figura 3B
representa LCRs en células de control. Se observaron ocasionalmente chispas distribuidas al azar. La figura 3C
representa que las LCRs tuvieron un periodo promedio del 72+1% de la duracion del ciclo. La figura 3D representa
diagramas espacialmente promediados dF/FO de cambios en la concentracion de Ca?* que representan un aumento
de 2,3 veces en los transitorios de Ca?* inducidos por cafeina (20 mM) en los Thx18-NRVMs en comparacion con los
controles. La figura 3E representa que los transitorios de Ca?* espontaneos se suprimieron en 47+6% en superfusion
con el bloqueador RyR, rianodina (10 uM) en Tbx18-NRVMs en comparacion con solo 12+2% de supresion en los
controles. La figura 3F representa los experimentos de transferencia Western demostrando una disminucion en los
niveles totales de PLB y un aumento en PLB fosforilada (se16) similar a la SAN de rata adulta. La figura 3G indica
que no se observaron cambios en los niveles de proteina de SERCA2A, NCXI y RyR en los Tbx18-NRVMs en
comparacion con los controles. El nivel relativo de p-PLB (Ser16) fue 65 veces mayor en Tbx18-NRVMs en
comparacion con GFP-NRVMs (figura 3F, panel izquierdo), imitando el aumento de pPLN encontrado en la SAN en
comparacion con el del miocardio ventricular (figura 3F, panel derecho). Las diferencias en los niveles de proteina de
SERCAZ2a, NCX1 y receptor de rianodina (RyR) no fueron detectables entre Thx18 y GFP-NRVMs (figura 3G), lo que
concuerda con los hallazgos en la SAN de conejo frente al ventriculo izquierdo. La figura 3H representa los datos
relacionados con los niveles de cAMP intracelular en GFP-NVRMs (barras abiertas) y Tbx18-NVRMs (barras
sombreadas). Los niveles intracelulares de cAMP fueron significativamente mayores en Tbx18-NRVMs en
comparacion con GFP-NRVMs, que imita el aumento que se sabe que existe entre la SAN de conejo en
comparacion con el miocardio ventricular. La figura 3 representa los datos relacionados con los transitorios de Ca?*
en los GFP- o Tbx18 NVRMs. La aplicacion del inhibidor de PKA (PKI, 15 uM) condujo al cese de los transitorios de
Ca®* de células enteras espontaneos en Thx-NRVMs, pero no tuvo efecto sobre las GFP-NRVMs. La figura 3J indica
que las LCRs de Tbx18-NRVMs son mas largos y anchos que los eventos de liberacion de Ca?* espontaneos de
GFP-NRVMs, medidos como ancho completo a la mitad de la duracion maxima (FWHD, panel izquierdo) y de
duraciéon completa a la mitad del ancho maximo (FDHW, panel izquierdo) y las amplitudes de las sefiales de Ca®*
(medidas en unidades arbitrarias de F/F,, panel derecho) son similares entre los dos grupos.

Las figuras 4A-4C representan datos relacionados con la expresion de diversas proteinas cardiacas, funcion y
expresion del canal después de la transduccion de Tbx-18. La figura 4A representa SAN de rata neonatal,
demarcadas por expresion de HCN4 (centro superior), que presentan expresion de a-actinina (a-SA) sarcomérica
mas débil y no estructurada (panel superior). Parte inferior izquierda: imagen de acercamiento del area en recuadro
arriba a la izquierda. La figura 4B indica una reduccion del 28% en el area de la célula y una reduccién del 33%
(izquierda y derecha, respectivamente) en la capacitancia de la membrana Tbx18-NRVMs en comparacion con el
control. La figura 4C: nivel de tri-metilacion en H3K27 (izquierda) indica que Tbx18 aumentd la inactividad de los
promotores Cx43, Kir2.1 y a-SA mientras que alivia su presidon epigenética represiva sobre el promotor de HCN4
normalizado para controlar. Los niveles de H3K4me3 (derecha) indican que la relacién de las regiones promotoras
de HCN4 activas aumentd con la expresion de Tbx18 mientras que las regiones promotoras activas
transcripcionalmente de Cx43, Kir2.1 y a-SA han disminuido con la expresion de Tbx18.

Las figuras 5A-5H representan investigaciones de genes y marcadores celulares caracteristicos del corazon fetal.
Los datos apoyan la reingenieria especifica inducida por Tbx18 en lugar de la desdiferenciacion a un estado
embrionario/fetal. Las figuras 5A-5B representan la expresion del péptido natriurético auricular (ANP) en NRVM
inducida por estimulacién de 24 horas con endotelina-l (100 nM). La expresion de ANP fue suprimida por la
expresion de Tbx18 (B, panel inferior) mientras que GFP no tuvo efecto (A, panel inferior). La figura 5C representa la
expresion de a-actina esquelética (aSkA) en Tbx18-NRVMs. La figura 5D representa la expresion de fosfohistona 3
(H3P, un marcador de células mitéticamente activo) y la incorporacién de EdU (un analogo de BrdU, un marcador
para mitosis y sintesis de ADN naciente) en GFP- y Tbx18-NRVMs (n = 3). Los datos inmunohistoquimicos se
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muestran en los paneles superiores y los datos de resumen en los paneles inferiores correspondientes. La expresion
e incorporacion de estos marcadores en Tbx18- y GFP-NRVMs es comparable, lo que respalda la conclusion de que
los Tbx18-NRVMs no se desdiferenciaron a un estado embrionario/fetal. Las figuras 5E y 5G indican la existencia de
diferencias globales menores entre Tbx18- y GFP-NRVMs en una comparacion de la expresion de 84 genes
relacionados con la remodelacion de la cromatina. Las figuras 5F y 5H muestran una comparacion similar entre las
células iPS y sus fibroblastos originales.

Las figuras 6A-6B representan datos relacionados con latidos ectdpicos ventriculares. La figura 6A indica que la
expresion focal de Tbx18 en el apice de corazones de cobayas in vivo creo latidos ventriculares ectdpicos (panel
derecho) en comparacién con GFP (panel izquierdo). La figura 6B indica que la tasa de latidos ventriculares
ectopicos en animales inyectados con Tbx18 el dia 3-5 después de la administracion de genes es significativamente
mayor que el control.

Las figuras 7A - 7D indican que la expresion focal de Tbx18 (7A) en el apice del corazén de cobaya en in vivo crea
ritmos ventriculares ectdpicos (en comparacion con los controles de GFP (7B)). Estos datos también estan
representados en trazas de EKG de animales TBX18 (7C) y controles de GFP (7D).

La figura 8 representa un corazon de cobaya adulto inyectado con Tbx18 donde se aislé un solo miocito cinco dias
después de la inyeccion. Las células marcapasos SAN inducidas creadas mediante la reprogramacion somatica de
Tbx18 (panel inferior derecho).

Las figuras 9A-9G representan diversas caracteristicas de los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 y de los
miocitos ventriculares (VM) de GFP. La figura 9A representa una célula SAN (iISAN) inducida por Tbx18-transducida
(célula positiva para GFP, fotografias superiores) frente a una célula nativa (parte inferior). La figura 9B representa
miocitos de SAN en comparacion con Tbx18-VMs y GFP-VMs. Los paneles superiores son imagenes de campo
luminoso, mientras que los campos inferiores son imagenes fluorescentes. La inmunotincion contra a-SA revel6 una
estructura miofibrilar desorganizada en Tbx18-VMs similar a la de los miocitos de SAN nativos. La figura 9C
representa imagenes de campo luminoso representativas de miocitos SAN vivos aislados recientemente, Tbx18-VM
(informados por expresion de GFP) y GFP-VMs (paneles superiores) y miocitos fijados e inmunotefidos (paneles
inferiores). La figura 9D representa un analisis de la proporcion entre la longitud y el ancho de los miocitos y la
capacitancia de las células enteras como medidas de la forma y el tamafio de las células a partir de miocitos vivos
recién aislados. Las Tbx18-VMs son de menor tamafio y tienen forma de huso comparadas con GFP-VMs (n = 53
para Tbx18-VMs y 80 para GFB-VMs y VMs no transducidas, p <0.01), pero son similares a los miocitos de SAN
nativos (n = 24). La figura 9E representa los potenciales de acciéon espontaneos registrados a partir de Tbx18-VMs
individuales recién aisladas (n = 5, paneles centrales) usando una técnica de pinzamiento de corriente de parche
perforado. Estos datos indican que Tbx18 muestra APs robustos y ritmicos con prominente despolarizacion
diastolica, similar a los miocitos de SAN nativos (paneles izquierdos). Las mismas grabaciones se expanden en los
paneles inferiores para mostrar la despolarizaciéon diastolica prominente en Tbx18-VMs y miocitos de SAN nativos.
Los paneles de la derecha representan GFP-VMs que muestran un potencial de membrana en reposo estable y
activan un solo potencial de accién solo con la estimulacion eléctrica. La figura 9F indica que los parametros de
potencial de accion de Tbx18-VMs (n = 5) eran mas cercanos a los miocitos de SAN nativos (n = 6) que a los GFP-
VMs (n = 6). La figura 9G representa la relacion longitud-ancho de Tbx18-VMs a 1 semana, 3 semanas y 6 semanas,
en comparacion con los miocitos de SAN nativos, GFP-VMs en 1 semana y un control sin virus.

Las figuras 10A-10D representan datos relacionados con vastagos de las células transducidas con Tbx-18. Las
figuras 10A y 10B representan diagramas de dispersion para Tbx18-NVRMs frente a GFP-NVRMs e iPS frente a
fibroblastos originales (Fibs), respectivamente. La grafica de dispersiéon no representa cambios discernibles en los
niveles de transcripciones relacionados con los vastagos en Tbx18-NRVMs en comparaciéon con el control. Las
figuras 10C y 10D representan un conjunto de RT-PCR de 84 transcritos de genes relacionados con la identificacion,
crecimiento y diferenciacion de células madre.

La figura 11A representa un esquema de las células derivadas del crecimiento de cuerpos embrioides (EB). La figura
11B representa un esquema para el crecimiento de EB del cuerpo embrioide (EB). El dia 3, los EBs colgantes se
cultivaron en suspension. El dia 6, los EBs se sembraron en placas de cultivo tisular.

Las figuras 12A-12B representan la expresion enddgena de Tbx18 (A) y Tbx3 (B) en relacion con células madre
embrionarias de murino de control (MESCs) durante el crecimiento de EBs.

La figura 13A representa un programa de tratamiento de células con Shox2. El tratamiento con vectores que portan
el gen Shox2 se produce en el dia tres (en este esquema general), luego dos veces en el dia 6. La figura 13B
representa la expresion endogena de ARNm de Shox2 en diferentes momentos después de la transduccion.

La figura 14A representa el porcentaje de EBs de latido que se transdujeron con Shox2 con respecto a un control
que se tratd solo con GFP. La figura 14B representa el nimero de focos de latidos por EB de latido.
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La figura 15A representa el aumento en la expresion de ARNm de HCN4 para células tratadas con factores de
expresion de Shox2 en relacion con células tratadas con GFP. La figura 15B representa el analisis de transferencia
de Western para los puntos de tiempo correspondientes en la figura 15A.

La figura 16 representa la coexpresion de HCN4 con troponina | en cardiomiocitos derivados de mESCs
transducidos con Shox2 (B) en comparacion con los controles de GFP (A).

La figura 17 representa el ARNm de NCX1 (A) y los niveles de proteina (B) en células transducidas con Shox2 frente
a un control de GFP en el dia 6 + 7 (después de la transduccion).

La figura 18 representa el ARNm de NCX1 (A) y los niveles de proteina (B) en células transducidas con Shox2 frente
a un control de GFP en el dia 6 + 14 (después de la transduccion).

La figura 19 representa el ARNm de Cx45 (A) y los niveles de proteina (B) en células transducidas por Shox2 frente
a un control de GFP en el dia 6 + 14 (después de la transduccion).

La figura 20 representa el ARNm de Cx43 (A) y los niveles de proteina (B) en células transducidas por Shox2 frente
a un control de GFP en el dia 6 + 14 (después de la transduccion).

La figura 21A representa el cambio en el pliegue del ARNm de Cx43 en células transducidas por Shox2 frente a un
control de GFP. La figura 21B representa el cambio de pliegue del ARNm de Cx45 en células transducidas por
Shox2 frente a un control de GFP.

La figura 22 representa la expresion de HCN4 y Cx45 en cardiomiocitos derivados de mESCs transducidos por
Shox2.

La figura 23A representa que el ARNm de Shox2 enddgeno de raton esta regulado positivamente con respecto a la
transduccion de cardiomiocitos derivados de ESC con Shox2 exdgeno. La figura 23B muestra que el ARNm de
Shox2 humano enddgeno esta regulado positivamente con respecto a la transduccion de cardiomiocitos derivados
de ESC con Shox2 exégeno.

La figura 24A representa los niveles de ARNm de Tbx18 con respecto a la hidroximetilbilano sintasa (HMBS). La
figura 24B muestra los niveles de ARNm de Tbx3 en relacion con HMBS.

Las figuras 25A-25G indican la automaticidad de novo en respuesta a la regulacion autondmica. La figura 25A
representa el disefio de la matriz de multiples electrodos de 6 pocillos (MEA, panel izquierdo) y una imagen
representativa de los NRVMs cultivados como una monocapa en dicho pocillo.

La figura 25B representa las tasas de activacion promedio registradas a partir de los MEAs que demuestran una
cronotropia de referencia significativamente mas rapida en Tbx18-NRVMs en comparacion con la del control. Las
tasas de activacion de Tbx18-NRVMs aumentaron significativamente con la estimulacion pB-adrenérgica al cambiar
los medios basales por uno que contenia isoproterenol 1 uM (ISO). El desafio colinérgico posterior con acetilcolina
(ACh) 1 uM ralentiz6 significativamente las tasas de activacion de Tbx18-NRVMs. Por el contrario, la cronotropia de
GFP-NRVMs respondié poco a las entradas autonomicas. La figura 25C representa trazas en bruto representativas
de un electrodo de un MEA de 6 pocillos sembrado en placas con Tbx18-NRVMs. La figura 25D representa la
inmunotincion en Tbx18-NRVMs (células GFP*), demostrando una expresion robusta de receptores p-adrenérgicos y
receptores muscarinicos M?. Las figuras 25E y 25F representan registros electrocardiograficos de un corazon
perfundido intacto inyectado con Tbx18 en el apice, in vivo. Como se analiza a continuacion, se usan otros sitios de
administracion, dependiendo de la realizacion. Siete dias después de la inyeccion, el corazén fue cosechado,
perfundido y extraido por crioablacién en la regidn de la unién AV. La polaridad y morfologia de los latidos ectopicos
(figura 25E, panel izquierdo) es idéntica a la de los latidos estimulados por electrodos en el sitio de la inyeccion
transgénica (figura 25E, panel derecho). Por el contrario, la mayoria de los corazones de control (7/10) mostraron un
ritmo de escape de union del QRS estrecho (figura 25F, panel izquierdo), que eran opuestos en polaridad y
morfologia a los de los latidos estimulados por electrodos en el apice (figura 25F, panel derecho). La figura 25G
indica la respuesta cronotrépica de corazones inyectados con Tbx18 a entradas auténomas, evaluadas cambiando
el perfundido (solucion de Tyrode normal) a uno que contiene isoproterenol 1 uM para la estimulaciéon -adrenérgica
seguida por uno que contiene acetilcolina 1 uM para la supresioén colinérgica.

Las figuras 26A-26C representan los resultados de la RT-PCR cuantitativa de una sola célula de las Tbx18-VMs a
largo plazo. Los datos indican automaticidad persistente incluso después de que la expresion de Tbx18 haya
disminuido. La figura 26A representa los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 ensayados tres dias
después de la transferencia génica in vivo para validar la sensibilidad de la deteccion de transcritos de células
individuales mediante RT-qPCR. Los datos indican que los niveles de transcripcion de Tbx18 podrian detectarse de
manera confiable en un amplio rango desde muy bajo (2.6% de GAPDH, célula 1) a muy alto (168% de GAPDH,
célula 8).
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La figura 26B representa los resultados de RT-gPCR de VMs recién aislados de las cobayas 6-8 semanas después
de la transferencia génica in vivo inicial, lo que indica que los niveles de transcripcién de Tbx18 en células de latido
espontaneo eran ya sea pequefios (células 1 y 2) o insignificantes (células 3 y 4). Un Tbx18-Vm con una sefial de
GFP fuerte (célula 5) presentd una cantidad relativa mayor de Tbx18. La figura 26C representa un control negativo
(los VMs que expresan GFP solo se analizaron para Tbx18).

Las figuras 27A y 27B representan secciones histolégicas de un corazén de cobaya inyectado con Tbx18, indicando
una transduccion fuerte y focal de Tbx18 en la region de inyeccion.

Las figuras 28A y 28B representan la colocacion de los electrodos para registros de ECG de corazén completo
intactos ex vivo. El corazén fue retrégrado-perfundido a través de la aorta a 60 mmHg con solucion de Tyrode
oxigenada a 36 °C. El corazoén perfundido se colocé en un plato recubierto de Sylgard lleno de soluciéon de Tyrode
caliente. Los electrodos del ECG se colocaron en sitios apropiados para hacer el registro de los electrodos | y Il

Las figuras 29A-29C representan los electrocardiogramas de corazones inyectados con Tbx18 de tres a cuatro
semanas después de la transferencia del gen. La figura 29A indica un ritmo idioventricular ectopico a 165+14 bpm (n
= 3/3). La figura 29B representa electrocardiogramas lo que concuerda con el ritmo bioldgico del sitio de inyeccion
de Tbx18. La figura 29C indica que los corazones respondieron a la regulacion autonémica de una manera similar a
los corazones inyectados con Tbx18 a corto plazo (figura 25G).

Las figuras 30A y 30B representan los resultados de la PCR en tiempo real para examinar los niveles de ARNm de
Tbx18 en miocitos individuales. Las curvas estandar para cada uno de los 3 conjuntos de cebadores se construyeron
con diluciones seriadas de plantillas de ADN de entrada y eficacias de amplificacion comparables validadas
(pendientes de la curva: -3.32 a -3.64). Los niveles relativos de ARNm de Tbx18 humano, GAPDH de cobaya y
TnnT2 de cobaya se obtuvieron mediante la extrapolacion de los valores de Ct con las pendientes de la curva
estandar para cada conjunto de cebadores. La cantidad de ARNm de Tbx18 en cada célula se normaliz6 entonces a
nivel de GAPDH o TnnT2.

Descripcion detallada
Antecedentes
Anormalidades del tejido excitable

Las arritmias cardiacas pertenecen a un grupo heterogéneo de afecciones en las que existe una actividad eléctrica
anormal en el corazén. Como resultado de una arritmia, la frecuencia cardiaca puede ser demasiado rapida,
demasiado lenta y/o regular o irregular. La actividad eléctrica normal en el corazén es el resultado de un impulso
eléctrico que se origina en la auricula derecha del corazén, en particular el nodo sinusal (también denominado nodo
sinoauricular, nodo SA y/o SAN). Este impulso induce la contraccion de ambas auriculas. El impulso luego pasa a
través del nédulo auriculoventricular (o AV) y a través de ambos ventriculos a través de las fibras de haz de His y
Purkinje. El resultado es una contraccion sincronizada del musculo cardiaco, y de este modo, flujo sanguineo. Las
frecuencias cardiacas adultas normales oscilan entre 60 y 80 latidos por minuto, mientras que la frecuencia cardiaca
en reposo en los nifos suele ser mucho mas rapida.

Las bradicardias (HR de <60 bpm) tienen muiltiples etiologias posibles, a saber, sefiales ralentizadas del nodo
sinusal (bradicardia sinusal), pausas en la actividad normal del nodo sinusal (paro sinusal), o bloqueos del impulso
eléctrico de la auricula a los ventriculos (bloqueo AV). Las taquicardias (HR en reposo de > 100 bpm) pueden causar
meras palpitaciones (un sujeto se vuelve anormalmente consciente de su ritmo cardiaco) y pueden ser simplemente
el resultado de la estimulacion simpatica del sistema nervioso central del nodo sinusal (conocida como taquicardia
sinusal), por ejemplo, durante el gjercicio o estrés fisico. La taquicardia que no es una taquicardia sinusal puede ser
el resultado de impulsos anormales ademas del ciclo cardiaco normal. Los impulsos anormales pueden comenzar
por uno de tres mecanismos: automaticidad, reentrada o actividad desencadenada.

Ciertos tejidos cardiacos son capaces de iniciar un impulso eléctrico por si mismos, que se conoce como
automaticidad. Normalmente, tales células automaticas estan ubicadas en el sistema de conduccién del corazéon
(nodo SA, nodo AV, paquete de fibras de haz de His y de Purkinje). El nédulo sinoauricular es una tnica ubicacion
especializada en la auricula que tiene una automaticidad mas alta (un marcapasos mas rapido) que el resto del
corazoén, y, por lo tanto, habitualmente es responsable de establecer la frecuencia cardiaca e iniciar cada latido
cardiaco.

Las arritmias de reingreso se producen cuando un impulso eléctrico circula de forma recurrente a través de una
region pequefa del corazon, en lugar de propagarse desde las auriculas a los ventriculos. Si la conduccion es
anormalmente lenta en algunas areas del corazén, por ejemplo, debido a tejido cardiaco dafado o enfermo, los
tiempos de propagacion de los impulsos variaran, y ciertos impulsos pueden potencialmente tratarse como un
impulso completamente nuevo. Tal propagacion de impulsos inconexos puede producir ritmos de circuito anormales
sostenidos, que son responsables del aleteo auricular, la mayoria de las taquicardias supraventriculares paroxisticas
y la taquicardia ventricular peligrosa.
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Cuando una camara completa del corazén tiene multiples circuitos de reentrada, se considera que la camara esta en
fibrilacion y se estremece debido a la estimulacion eléctrica cadtica, en lugar de contraerse y administrarse sangre
suavemente. La falta de sangre suave y sostenida y la contraccidon caodtica pueden provocar shock cardiogénico,
interrupciéon de la circulacion sanguinea eficaz y muerte subita cardiaca. La fibrilacién puede afectar la auricula
(fibrilacion auricular) o el ventriculo (fibrilacion ventricular); la fibrilacion ventricular es inminentemente mortal.

Tratamientos convencionales para anormalidades de tejido excitable

Los tratamientos de arritmia tradicionales incluyen terapia farmacolégica, marcapasos electronicos, desfibriladores
cardioversores implantables (ICDs), ablacion y combinaciones de los mismos. Si bien estos tratamientos
tradicionales se han usado en el pasado para tratar diversos tipos de arritmias cardiacas, estos enfoques tienen
varias deficiencias. Los marcapasos implantados y los ICDs pueden causar complicaciones a causa de la
implantacion del dispositivo, el mal funcionamiento o la infeccion del hardware. Las terapias farmacologicas pueden
no tolerarse bien en algunos pacientes y tienen la capacidad de inducir arritmias adicionales durante el tratamiento.
De este modo, existe una necesidad de alternativas o suplementos a terapias farmacolodgicas y dispositivos
implantables para modular la contractilidad y/o la conductancia cardiaca.

Existen diversos enfoques para la generacion de marcapasos bioldgicos que son distintos de los descritos en este
documento, ya que varios de tales métodos emplean la administracion de canales idnicos, o subunidades de canales
iénicos a células cardiacas. En particular, se han investigado los canales de iones negativos dominantes (o
subunidades del mismo). En general, como resultado de la expresidon de un canal de iones negativo dominante en
las células cardiacas, se altera la corriente idnica a través de la membrana celular, lo que da como resultado una
activacion de tipo marcapasos en estas células. Tales métodos por lo general se basan en la entrega de genes que
manipulan eficazmente la funcién de las células tratadas al alterar la capacidad de la célula con respecto a la
conduccion de ciertos iones. En otras palabras, tales enfoques por lo general toman la célula existente, y aumentan
o alteran sus estructuras existentes (por ejemplo, canales i6nicos) para cambiar su funcion.

En contraste, varias realizaciones de la invencion dan como resultado células quiescentes que se reprograman para
convertirse en células biolégicas de marcapasos. Varias realizaciones de la invencion son particularmente
ventajosas debido a que la reprogramacion de células en reposo convierte las células a su estado natural, en lugar
de tratar células con secuencias genéticas que no existian naturalmente en la composicion celular. Por ejemplo,
varias realizaciones son ventajosas porque la reprogramacion de las células quiescentes con Tbx8 o fragmentos
funcionales de las mismas capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos (por
ejemplo, no con canales ionicos) reduce el riesgo de anormalidades inducidas en la célula reprogramada. En
algunas realizaciones, los factores de transcripcion son menos voluminosos (por ejemplo, se pueden usar
secuencias genéticas mas pequefias) lo que reduce las complicaciones logisticas y abre opciones de administracion
adicionales. Algunas realizaciones de la invencion son particularmente beneficiosas porque, al convertir una célula
en un estado de marcapasos natural (o nativo), esa célula tendra una mayor probabilidad de éxito en generar y
mantener un ritmo de marcapasos apropiado con posibilidades reducidas de efectos secundarios que pueden ocurrir
con otros enfoques (por ejemplo, induccidon de arritmias debido al tratamiento en si mismo). Ademas, varias
realizaciones de la invencion son beneficiosas porque reducen la necesidad de "ajustar” el efecto deseado (por
ejemplo, requerir una dosis o numero de tratamientos mayor para lograr un resultado particular) como la conversion
de las células a un estado de marcapasos natural permite que las células operen a frecuencias naturalmente
definidas y, por lo tanto, equilibradas. Como resultado, varias realizaciones de los métodos requieren menos
administraciones (o dosis) de las composiciones con el fin de lograr la conversién de un nimero suficiente de células
para generar un nuevo marcapasos en el corazon. De este modo, en varias realizaciones, los métodos descritos en
este documento pueden ser menos invasivos para un paciente, requiriendo menos procedimientos de
administracion, con lo que presentan menos riesgos para el paciente y disminuyen la morbilidad debido a la terapia
en si misma.

Ademas, varias realizaciones de los métodos descritos en este documento son ventajosas porque no dependen de
la modificacién (por secuencias "no nativas") de unidades funcionales complejas existentes de células cardiacas (por
ejemplo, los canales idnicos), mas bien, la conversion de las células a un estado de marcapasos da como resultado
la generacion de un complemento completo de canales de marcapasos endogenos funcionales. El requerimiento
reducido de modificacién de los canales existentes reduce la probabilidad de que se produzcan resultados adversos
(por ejemplo, formacién errénea de canales o formacion de canales que producen un mayor o menor impacto en la
funcion de lo previsto).

Adicionalmente, varias realizaciones reducen ventajosamente el riesgo de efectos secundarios no deseados debido
a la actividad eléctrica desequilibrada en las células, ya que las células convertidas en marcapasos mediante los
métodos de la presente invencion tienen un complemento completo y funcionalmente equilibrado de corrientes
idnicas (y por lo tanto actividad eléctrica), en lugar de que las células hayan tenido una sola corriente que haya sido
manipulada exégenamente.

Como se describe en este documento, la administraciéon de factores de transcripcion implicados en el desarrollo
natural temprano de células marcapasos (cuya expresion se reduce después de que se completa el desarrollo)
puede reprogramar inesperadamente células que no son marcapasos en células marcapasos. Estos enfoques son
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inesperados porque la vision general de las células cardiacas es que estan diferenciadas terminalmente (por
ejemplo, una vez que una célula contractil, siempre una célula contractil). Sin embargo, varias realizaciones de los
presentes métodos permiten la reprogramacion de estas células, sin alteracion exdgena directa de sus canales
idnicos. De este modo, en lugar de manipular las unidades funcionales (canales i6nicos) de las células que no son
marcapasos, varias realizaciones de los métodos descritos en este documento cambian el destino funcional y la
identidad funcional de las células en las células marcapasos. Como tal, varias realizaciones de los métodos y
composiciones descritos en este documento dan como resultado la generacion de un marcapasos biolégico
reprogramado, que disminuye u obvia la necesidad de tales terapias farmacoldgicas tradicionales, ablacion o
marcapasos artificiales.

Factores de transcripcion para generar marcapasos biolégicos

El uso de marcapasos bioldgicos basados en factores de transcripcion reduce y/u obvia la necesidad de terapias de
arritmia tradicionales. En varias realizaciones, la generacion de un marcapasos biolégico se usa para complementar
las terapias tradicionales para bradicardias u otras arritmias. En varias realizaciones, la generacion de un
marcapasos biolégico reduce la dependencia (por ejemplo, los pacientes se apartan gradualmente) de las terapias
tradicionales. En varias realizaciones, las arritmias cardiacas se tratan generando un marcapasos bioldgico que
impulsa el corazén a un ritmo normal o sustancialmente normal que no era posible cuando un sujeto no se trataba o
cuando se trataba con una terapia no bioldgica (por ejemplo, terapia de marcapasos electrénica o farmacéutica) En
varias realizaciones, la generacion de un marcapasos biolégico se usa como una terapia puente (por ejemplo, para
pacientes con dafio cardiaco suficiente para necesitar un trasplante).

En varias realizaciones, la generacién de un marcapasos biolégico comprende inducir la conversion de células
cardiacas quiescentes en células marcapasos mediante la transferencia de Tbx8 o fragmentos funcionales de los
mismos capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos en células (puede
producirse una transferencia, por ejemplo, mediante el uso de técnicas de administracion de genes usadas para
administrar polinucledtidos que codifican uno o mas de Tbx8 o fragmentos funcionales del mismo capaces de
convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos). Como se usa en este documento, el término
"células cardiacas quiescentes" tendra su significado ordinario y también se referira a células cardiacas que
presentan ninguna, poca o una tasa de activacion inapropiada y/o las células cardiacas no son espontaneamente
activas. Se apreciara que la identificacion de células cardiacas quiescentes depende, en algunos casos, del tipo de
célula al que se dirige. Por ejemplo, el miocardio ventricular y/o auricular normalmente responde a las sefiales
eléctricas generadas por las células marcapasos y, de este modo, por lo general tiene tasas de activacion
espontanea mas bajas en comparacion con las células marcapasos normales. De este modo, si se dirigen a las
células quiescentes ventriculares y/o auriculares del miocardio que tienen poca tasa de activacion, en algunos
casos, las células tienen menos de aproximadamente 20%, menos de aproximadamente 15% o menos de
aproximadamente 10% de la activacion espontanea en comparacion con células marcapasos normales
Alternativamente, ciertos aspectos descritos en este documento se dirigen a una regién (o regiones) que no funciona
bien del sistema de conduccién del corazén. Por ejemplo, en varios casos se dirige una regién que no funcionan
bien del nodo sinoauricular, por ejemplo, en el sindrome del seno enfermo. En casos adicionales, el nédulo
auriculoventricular (AV) esta dirigido, por ejemplo, en pacientes que tienen bloqueo AV. En casos aun adicionales,
las rutas de conducciéon secundarias del corazéon (por ejemplo, el sistema His-Purkinje y/o el haz DE His) estan
dirigidas. En tales tejidos que normalmente presentan actividad eléctrica repetitiva espontanea, las células
quiescentes son aquellas que activan a un ritmo reducido en comparaciéon con una célula normal en esa region del
corazoén, siendo dicha tasa reducida insuficiente para mantener una tasa de activacion cardiaca y/o salida cardiaca
apropiada. De este modo, las células quiescentes, en algunos casos, se reconocen como aquellas células que, si
son responsables de controlar la actividad eléctrica del corazén, lo harian a un nivel de activacion eléctrica que es
insuficiente para mantener un flujo sanguineo apropiado en todo el sistema cardiovascular (por ejemplo, aquellas
células que activan a una tasa hemodinamicamente no sostenible).

Se describe en este documento la generacion de un marcapasos bioldgico a partir de la administracion de factores
de transcripcion a tejido cardiaco in vivo, dando como resultado la conversién de cardiomiocitos quiescentes, células
madre cardiacas endogenas, o combinaciones de las mismas, a células marcapasos. En algunos casos, la
generacion de un marcapasos biolégico se realiza mediante la administracion de factores de transcripcion in vitro
que da como resultado la conversion de células somaticas cultivadas, cardiomiocitos, células madre (incluidas
células madre embrionarias, pluripotentes inducidas, pluripotentes, multipotentes, unipotentes y/o adultas), o
combinaciones de las mismas a las células marcapasos. En varios casos, estas células marcapasos generadas se
pueden implantar posteriormente in vivo para tratar anomalias del ritmo cardiaco.

Se describe en este documento también la conversion de células somaticas, cardiomiocitos y/o células madre en
células marcapasos usando factores de transcripcion que son reguladores del desarrollo del nodo sinoauricular
embrionario (SAN). Los factores de transcripcion potenciales que regulan el desarrollo embrionario de SAN incluyen,
pero no estan limitados a: Tbx18, Shox2, Tbx3 y/o Tbx5. Tbx18 es un factor de transcripcion que se requiere para el
desarrollo embrionario del area de la cabeza de la SAN, pero, como se analiza con mas detalle a continuacion, por
lo general no se detecta por nacimiento y permanece indetectable en la edad adulta (figura 1). Shox2 es un
regulador negativo de Nkx2.5 en el seno venoso. Esta proteina es critica para la diferenciacion de tejidos. Ademas,
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los embriones de raton y pez cebra deficientes en Shox2 muestran bradicardia. Tbx3 es un potente regulador de la
especializaciéon SAN, con errores de desarrollo resultantes de ya sea deficiencia o expresion ectopica. Tbx5, que
muestra una correlacion inversa entre su dosificacion y la morfogénesis cardiaca anormal en el sindrome de Holt-
Oram, es un regulador positivo de Shox2 y Tbx3.

Como se describio anteriormente, varios aspectos de la generacidon de marcapasos bioldgico se basan en la terapia
in vivo. En varios casos, Shox2, Tbx18 o combinaciones de los mismos se administran in vivo para inducir actividad
de marcapasos ectopico en células somaticas no marcapasos, cardiomiocitos, células madre enddgenas o
combinaciones de las tres. En varios casos, otras combinaciones de factores de transcripcion que regulan SAN (o
factores de transcripcion que se relacionan con el desarrollo cardiaco, pero no especificamente la regulacion de
SAN) se pueden usar con o sin Shox2 y Tbx18, o Shox2 y Tbx18 individualmente para convertir células in vivo a
células marcapasos. Esos otros factores de transcripcion incluyen, pero no estan limitados a Tbx3 y Tbx5. Las
secuencias para Tbx3, Tbx5, Tbx18, Shox2 y sus variantes se muestran en el apéndice A, B, C y D,
respectivamente.

En varios casos, Tbx18, Shox2 o una combinacion de Tbx-18 y Shox2 se administran a cardiomiocitos o células
madre in vitro, lo que, como se analiza a continuacioén, produce células marcapasos cultivadas. Estas células se
pueden administrar posteriormente a pacientes como una terapia celular para generaciones de marcapasos
biolégicos. En varios casos, la administraciéon comprende la administracion directa de las células al corazén de un
sujeto (por ejemplo, inyeccion). Otras rutas de administracion se describen en este documento. Por ejemplo, en
algunos casos, se emplea administracion basada en catéter. En otros casos, las células marcapasos generadas se
incorporan a una matriz, injerto u otro biomaterial que ayuda a la retencion celular en un sitio diana dentro del
corazoén. Las células usadas para la generacion in vitro de marcapasos bioldgicos, en algunos casos, se recogen del
tejido sano del paciente en el que se van a trasplantar (por ejemplo, un trasplante autélogo de células marcapasos
inducidas). Entonces estas células se pueden convertir en células marcapasos por factores de transcripcion in vitro y
se pueden reinsertar en el mismo paciente para el tratamiento de arritmias. En otros casos, se realiza un trasplante
alogénico de células marcapasos inducidas (por ejemplo, las células se recogen de un primer sujeto, se cultivan in
vitro, se ponen en contacto con uno o mas de los factores de transcripcion descritos en este documento y luego se
trasplantan a un segundo sujeto). En varios casos, se usan otros factores de transcripcion que regulan SAN o
combinaciones de tales factores de transcripcion (por ejemplo, factores de transcripciéon ademas o en lugar de
Tbx18, Shox2 y/o Tbx-18 + Shox2) para convertir células in vitro en células marcapasos. Esos otros factores de
transcripcion incluyen, pero no estan limitados a Tbx3 y Tbx5.

Los pacientes que tienen anormalidades de tejido excitable que se pueden tratar con los métodos descritos en este
documento incluyen mamiferos y en particular humanos. Los pacientes incluyen aquellos que padecen o han sido
diagnosticados con una o mas de las afecciones cardiacas descritas en este documento u otras afecciones
conocidas en la técnica que afectan la actividad cardiaca, la conductividad, el ritmo y similares.

Vectores de entrega de genes

En este documento se describe la reprogramacion de cardiomiocitos realizada usando la entrega de genes como un
medio para administrar material genético exdégeno a células somaticas, cardiomiocitos, células madre, o
combinaciones de las mismas. En varios aspectos, los polinucledtidos se administran en un sistema de
administraciéon de acido nucleico. En varios aspectos, un sistema de administracion de acido nucleico comprende un
vector no viral unido al polinucleétido. Los ejemplos de tales vectores no virales incluyen el polinucleétido solo (por
ejemplo, ADN desnudo) o el polinucleétido en combinacion con una formulacion apropiada de proteina, polisacarido
o lipido.

En varios aspectos, los sistemas de administracién de acido nucleico comprenden uno o mas vectores virales, que
incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, virus asociado a adenovirus (AAV), adenovirus dependiente de auxiliares,
lentivirus, retrovirus o virus hemaglutinante de. complejo Japon-liposoma. (HVJ). Diversos serotipos de adenovirus
y/o AAV también se usan en varios aspectos. En varios aspectos, el vector viral comprende un promotor eucariético.
En varios aspectos, se usan promotores de citomegalovirus (CMV). Otros promotores, incluyendo promotores
especificos de tejido estan bien establecidos en la técnica y se pueden usar en ciertos casos. Los vectores
adicionales incluyen vectores retrovirales tales como virus de la leucemia de murino de Moloney y virus basados en
HIV. En un caso, un vector viral basado en HIV comprende al menos dos vectores en los que los genes gag y pol
son de un genoma de HIV y el gen env es de otro virus. Los vectores virales de ADN se usan en algunos casos, que
incluyen, pero no se limitan a, vectores pox tales como vectores de ortopox o avipox, vectores del virus del herpes
tales como un vector de virus del herpes simple | (HSV).

En varios aspectos, los polinucleétidos (por ejemplo, los que codifican uno o mas factores de transcripcion) se
administran in vivo y/o in vitro para convertir las células (tallo, cardiomiocitos y/u otras células somaticas) en células
marcapasos. En algunos casos, los polinuclettidos que codifican un fragmento funcional del factor de transcripcion
se administran ademas o en lugar de todo el factor de transcripcion. Como se usa en este documento, los términos
"fragmento”, "fragmento funcional” o términos similares recibiran su significado ordinario y se referiran a una porcion
de una secuencia de aminoacidos (o polinucleétido que codifica esa secuencia) que tiene al menos
aproximadamente 70%, preferiblemente al menos aproximadamente 80%, mas preferiblemente al menos
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aproximadamente 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de la funcién de la correspondiente secuencia de aminoacidos
de longitud completa (o polinucledtido que codifica esa secuencia). Los métodos para detectar y cuantificar la
funcionalidad de tales fragmentos se establecen en la técnica.

Métodos de administracion

En varios aspectos, la administracion de las composiciones (que son factores de transcripcion o células) descritas en
este documento para modular la actividad eléctrica cardiaca es a través de inyeccion cardiaca directa (por ejemplo,
durante la implantacion o explantacion de marcapasos electronico). En algunos casos, se usa inyeccion sistémica.
La inyeccion intracoronaria se usa en algunos casos. En aun casos adicionales, se usa administracion dirigida por
catéter. En algunos casos, se usa un sistema de catéter guiado por un mapa (por ejemplo, NOGA®), para
administrar focalmente las composiciones. En algunos casos, se usan otras técnicas de mapeo o guia. Por ejemplo,
en varias realizaciones se usa orientacion basada en fluoroscopia. La guia electroanatémica también se usa en
algunos casos. El mapeo de estructuras especificas (que incluyen, pero no se limitan a haz de His, las porciones
derecha o izquierda del haz, las fibras de Purkinje, etc.) mediante electrogramas intracardiacos también se usan en
algunos casos. Ademas, también se usan rayos X o catéteres magnéticos en algunos casos para guiar la entrega de
un catéter, aguja u otro (s) dispositivo (s) de administracion a una ubicacién diana deseada.

En varios aspectos, un enfoque de administracion focal reduce de manera ventajosa el tiempo hasta la generacion
de un marcapasos bioldgico activo. En algunos casos, la administracion especifica de tejido (o especifica de tipo de
célula) de varias de las construcciones descritas en este documento es ventajosa porque la construccion es
particularmente apropiada para facilitar la generacién de un marcapasos biolégico basado en el perfil de expresion
de tejidos enddgenos. En algunos casos, las combinaciones de factores de transcripcion se administran al mismo
sitio diana, mientras que, en otros casos, las construcciones individuales se administran a sitios diana distintos, con
el efecto general que resulta en la generacién de marcapasos bioldgicos.

En varios aspectos, la transduccién se logra mediante inyeccién focal en el apice del corazén. En varios casos, la
transduccion se logra mediante inyeccion focal en el apice del ventriculo izquierdo. En varios casos, se utiliza un
enfoque del lado derecho (por ejemplo, el lado derecho del corazén, ya sea en la auricula o el ventriculo), para
reducir el riesgo de accidente cerebrovascular u otra embolia. Sin embargo, en varios casos, se usan enfoques del
lado izquierdo. En varios casos, se introduce un catéter de inyeccion a través de la auricula derecha (en lugar del
ventriculo derecho), para acceder al haz de His o nodo AV desde arriba. En varios casos, los métodos de catéter
transeptal se usan para introducir un catéter de inyeccién en la auricula izquierda o el ventriculo izquierdo sin la
necesidad de acceso arterial, lo que reduce el riesgo de accidente cerebrovascular. En casos adicionales, la
introduccion de un catéter de inyeccion se realiza a través de las venas cardiacas a través del seno de Valsalva para
la inyeccion de un agente biolégico como se describe en este documento en diversos objetivos de los ventriculos.
Dicho enfoque es similar al usado para la colocacién de marcapasos en la terapia de resincronizacién cardiaca.

De este modo, en varios aspectos, las composiciones como se describen en este documento se pueden usar para
administrar uno o mas factores de transcripcion (o células que han sido contactadas previamente con los factores de
transcripcion) a cualquiera la auricula derecha, el ventriculo derecho, el nodo SA, el nodo de AV, haz de his, y/o
ramas del haz izquierdo y derecho. Ademas, a través de la canulacion del seno coronario y sus ramas venosas, se
logra la administracion a multiples sitios del ventriculo izquierdo en varios casos. Ventajosamente, en aquellos
pacientes con anatomia venosa coronaria desfavorable, el acceso al lado izquierdo se logra, en varios casos, desde
el lado derecho a través de una puncién transeptal que permite el acceso directo a las estructuras del lado izquierdo
sin necesidad de acceso arterial.

Los métodos suplementarios se usan en varios casos e incluyen la administracion de compuestos para aumentar la
permeabilidad microvascular del tejido cardiaco. Agentes de permeabilidad vascular apropiados (administrados
antes, durante o después de la administracion de un vector de transferencia génica) incluyen una solucion que tiene
menos de aproximadamente 500 micromolar de calcio: sustancia P, histamina, acetilcolina, un nucledtido de
adenosina, acido araquiddnico, bradiquinina, endotelina, endotoxina., interleucina-2, nitroglicerina, 6xido nitrico,
nitroprusiato, un leucotrieno, un radical de oxigeno, fosfolipasa, factor activador de plaquetas, protamina, serotonina,
factor de necrosis tumoral, factor de crecimiento endotelial vascular, un veneno, una amina vasoactiva o un inhibidor
de sintasa de 6xido nitrico, serotonina, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un fragmento funcional de
VEGF.

Efecto del marcapasos biolégico en los tejidos

En varios aspectos, la administracion de factores de transcripciéon (o células en contacto con esos factores de
transcripcion in vitro) descritos en este documento induce o provoca de otro modo que las sefiales eléctricas
repetitivas espontaneas se generen en células que respondieron previamente a tales sefales, pero no las
generaron. Por ejemplo, para células de miocardio tratadas que presentaron poco (por ejemplo, un indice de
automaticidad entre aproximadamente 40% a aproximadamente 30%, aproximadamente 30% a aproximadamente
20%, aproximadamente 20% a aproximadamente 10%, o aproximadamente 10% a aproximadamente 0%, o rangos
de solapamiento del mismo) o sin tasa de activacion, presentan una frecuencia incrementada de tasa de activacion o
salida de sefial eléctrica post-administracion (por ejemplo, un indice de automaticidad de entre aproximadamente 5%
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a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25%
aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45%
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65%
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85%
aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, o mas) en comparacion con la
administracion previa de las células.

[ORE ORI

Los cambios resultantes en la contraccion cardiaca y/o una propiedad eléctrica de las células marcapasos
convertidas, mediante los métodos descritos en este documento, modulan el ritmo cardiaco en varios aspectos. En
varios casos, los métodos y composiciones descritos en este documento logran una frecuencia cardiaca dentro de
aproximadamente 25%, dentro de aproximadamente 20%, dentro de aproximadamente 15%, dentro de
aproximadamente 10%, dentro de aproximadamente 5%, dentro de aproximadamente 2%, o dentro de
aproximadamente 1% de una frecuencia cardiaca clinicamente deseada. En varios casos, los métodos y
composiciones descritos en este documento se usan para tratar sujetos que padecen o son susceptibles a una
enfermedad o trastorno tal como un sincope relacionado con el corazéon (por ejemplo, sincope de Stokes-Adam),
una anomalia de la funcién del nodo sinusal tal como bradicardia de seno persistente, bloqueo sinoauricular (S-A)
que se manifiesta como SA Wenckebach, bloqueo S-A completo o paro sinusal y bloqueo auriculoventricular de alto
grado; o sindrome de taquicardia-bradicardia u otra condicion relacionada con la bradicardia. En varios casos, la
modulacién se usa para aumentar o ralentizar la funcién de un marcapasos implantado (por ejemplo, para lograr una
frecuencia cardiaca deseada que el marcapasos implantado no puede proporcionar por si mismo).

Cambios en las células como resultado de la administracion de factores de transcripcion

La administracion de Tbx18, Shox2, o una combinacién de los mismos produce varios cambios fisiolégicos a las
células contactadas ademas de o separadas de la generacion de sefales eléctricas repetitivas espontaneas
discutidas anteriormente. En algunos casos, estos cambios fisioldgicos incluso si se observan por primera vez in
vitro, también son detectables in vivo, donde pueden servir como marcadores complementarios de la eficacia de la
generacion de marcapasos biologico (por ejemplo, se reconocen como caracteristicas o marcas distintivas de
células marcapasos). En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcion da como resultado
un porcentaje aumentado de cultivos de monocapa de latido espontaneo en comparacion con el control. En varios
casos, la presencia, o cantidad, de latidos espontaneos se usa para cribar cultivos para la funcionalidad antes del
trasplante o para evaluar otras combinaciones de factores de transcripcion para su utilidad en la generacion de
células marcapasos in vitro. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcién da como
resultado oscilaciones intracelulares espontaneas de Ca?* de las células del miocardio administradas. En algunos
casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcién da como resultado una despolarizacion progresiva
de la fase 4. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcion descritos en este
documento aumenta o disminuye la expresion de HCN4 en las células. Debido a que el flujo de calcio es un
componente primario de la sefializacion eléctrica cardiaca y la expresion de HCN4 es importante en la funcion de la
célula marcapaso, los cambios en estos puntos finales corresponden, en algunos casos, a un comportamiento
similar a SAN en las células inducidas por marcapasos biolégicos. En algunos casos, la administracion de uno o mas
factores de transcripcion da como resultado la modulacion de eventos de liberacion de Ca?* localizados
espontaneamente, subsarcolemal. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcion da
como resultado la modulacion de los niveles de cAMP intracelulares. De este modo, como resultado de la
administracién de uno o mas de los tipos de factores de transcripcién anteriores, la actividad eléctrica cardiaca se
puede modular y se pueden tratar anomalias en el tejido cardiaco excitable.

En varios casos, la administracion de Tbx18, Shox2 o una combinacién de los mismos dara como resultado células
de nuevos fenotipos de las células contactadas ademas de o separadas de la generacion de sefales eléctricas
repetitivas espontaneas. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de transcripcion da como
resultado una expresion de a-actina sarcomérica desorganizada y marcadamente inferior en células transducidas, lo
que es indicativo de células marcapasos. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de
transcripcion da como resultado un cambio en el tamafo de la célula. En algunos casos, la administracion de uno o
mas factores de transcripcion da como resultado cambios en el estado de la cromatina. En algunos casos, la
administracion de uno o mas factores de transcripciéon da como resultado la modificacion de la cromatina y
provocara una expresion y/o actividad menor o mayor de uno o mas de los siguientes genes: Cx43, Kir2.1, Actc2 y
HCN4. Estos cambios fenotipicos, reflejan los de las células SAN naturales y, como resultado de la administracion
de uno o mas de estos factores de transcripcién, se pueden usar, en varios casos, como un medio adicional para
evaluar la generacion de células marcapasos bioldgicos.

En varios casos, la administracion de uno o mas factores de transcripciéon al corazén dara como resultado latidos
ventriculares ectopicos frecuentes que se originan en el sitio de la inyeccion génica que da como resultado la
generacion especifica de actividad de marcapasos. En algunos casos, la administracion de uno o mas factores de
transcripcion da como resultado cambios epigenéticos relacionados con genes en las células y la actividad de
marcapasos de novo. Esta actividad de marcapasos, en algunos casos, es el resultado de la reprogramacion
somatica y no debido a la desdiferenciacion a un estado progenitor. La transdiferenciaciéon somatica a somatica
reducira la amenaza de neoplasia de las células transducidas (por ejemplo, se reduce la formacién de teratoma). En
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otros casos, sin embargo, la administracion de uno o mas factores de transcripcion puede dar como resultado la
desdiferenciacion a un estado progenitor. En ciertos casos, la diferenciacion en células marcapasos se induce
usando uno o mas de los factores de transcripcion descritos en este documento. Usando tales métodos, las células
marcapasos biolégicos se pueden fabricar de forma segura y eficaz a partir de una amplia variedad de células.

Ejemplos

Los ejemplos proporcionados a continuacion estan destinados a ser realizaciones no limitativas de la invencion.
Métodos:

Transduccion heterdloga de NRVMs

El gen Tbx18 humano con una etiqueta myc/FLAG C-terminal se escindié de pCMV6-Tbx18 (Origene, Rockville, MD)
por digestion con Fsel y Sall. El gen Tbx18 luego se subclond en un vector de expresion lentiviral digerido con Notl y
Xhol con el gen indicador deseado, pLVX-IRES-ZsGreenl (Clontech, Mountain View, CA), generando de este modo
el vector pLV-Tbx18-IRES-ZsGreen1 (-10.1 kb). ZsGreenl se usé como la proteina indicadora para cardiomiocitos
transducidos con Tbx18, debido a sus caracteristicas espectrales similares a las GFP usadas cominmente. De este
modo, a lo largo de la divulgacion, los términos ZsGreenl y GFP se usan indistintamente. El gen diana recombinante
se introdujo luego en un esqueleto del vector de adenovirus mediante clonacién de recombinacion de Gateway
usando vectores adaptados a Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se realizé una reaccion de recombinacion de LR
entre el clon de entrada y el vector de destino, pAd/CMV/V5-DEST (-36,7 kb), para generar la construccion de
expresion adenoviral deseado, pAd-CMV-TBX18-IRES-GFP (-39,8 kb). Se verificd que las construcciones positivas
tenian el gen diana correcto por secuenciacion de ADN (Laragen, Los Angeles, CA).

Electrofisiologia

Se realizaron registros de electrofisiologia de células enteras como se describe a continuacién. Los experimentos se
llevaron a cabo usando técnicas de parche-pinza de célula entera de microelectrodos estandar con un amplificador
Axopatch 200B (instrumentos Axon) con una velocidad de muestreo de 20 kHz y filtrado de Bessel de paso bajo a 5
kHz. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente. Las células se lavaron con una solucién de
Tyrode normal que contenia (mmol/L): NaCl 138, KCI 5, CaCls, 2, glucosa 10, MgCl» 0.5 y HEPES 10; pH 7.4. La
solucion del electrodo de micropipeta estaba compuesta de (mmol/L): K-glutamato 130, KCI 9, NaCl 8, MgCl; 0.5,
HEPES 10, EGTA 2 y Mg-ATP 5; pH 7.2. Los microelectrodos tenian resistencias de punta de 2 a 4 MQ cuando se
llenaban con la solucién de registro interno. Los experimentos de fijacion de voltaje se realizaron con un intervalo
entre episodios de 2.5 segundos. Los potenciales de accion se iniciaron ya sea por impulsos de corriente
despolarizantes cortos (2 a 3 ms, 500 a 800 pA) en GFP-NRVMs o se registraron con el modo 1 = 0 en Tbx18-
NRVMs. Los datos se corrigieron para el potencial de unién liquido medido (-mV). Se us6 una lampara de arco de
xenon para visualizar la fluorescencia de GFP a 488/530 nm (excitacion/emision).

Construccion y purificacion de adenovirus

Las construcciones de expresion como se discutio anteriormente se digirieron con Pacl para exponer las
repeticiones terminales invertidas antes de transfectar en células 293A para producir reservas de adenovirus para
uso en la expresion posterior del transgén. Los adenovirus se purificaron en placa, se amplificaron y se purificaron
en columna de afinidad usando el kit Adenopure (Puresyn, Inc) y se almacenaron a -80 °C.

Aislamiento y transduccion de miocitos

Se aislaron los NRVMs de cachorros de rata de 1-2 dias y se cultivaron como una monocapa usando métodos de
cultivo establecidos. Solo el tercio inferior del corazon (desde el apice hasta la linea media) fue extirpado para
minimizar la contaminacién de las células nodales auriculoventriculares. En algunas realizaciones, se usan otras
porciones del corazén, que incluyen el tercio inferior, el tercio medio y combinaciones de estas porciones, o
corazones enteros (o porciones del mismo) en los que las células marcapasos enddgenas se eliminan
selectivamente. En algunas realizaciones, se usan biopsias (por ejemplo, biopsias guiadas) para obtener tejido no
marcapasos). Se transdujo una monocapa de NRVMs con Ad-Tbx18-IRES-GFP o Ad-GFP (vector de control; moi =
1-10) un dia después del aislamiento celular y se cultivd durante 2-5 dias. Tbx20, conocido por ser critico para la
diferenciacion de la camara cardiaca, se empled para controlar los efectos no especificos relacionados con el factor
de transcripcién embrionario.

Aislamiento de miocitos SA

Se aislaron miocitos nodales SA a partir de ratas Sprague-Dawley adultas. Los animales fueron anestesiados con
isoflurano. Los corazones se extrajeron rapidamente, las auriculas se separaron de los ventriculos y la region del
noédulo sinoauricular se diseco en solucién de Tyrode, que consistia en (en mM) 140 de NaCl, 5.4 de KCI, 1.2 de
KH2PO., 5 de HEPES, 5.55 de glucosa, 1 de MgCl,, 1.8 de CaCly; pH ajustado a 7.4 con NaOH. La region del
nodulo sinoauricular de la rata se definid por los bordes de la cresta terminal, el tabique interauricular y la vena cava
superior e inferior.
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Transduccion de células madre embrionarias

Se transfectaron células madre embrionarias de ratén con un vector adenoviral que expresa Shox2 o un gen de
control. Los métodos establecidos de cuerpos embrioides se usaron para la diferenciacion. Los datos agrupados son
n=3 con p <0.05 para todas las diferencias informadas.

Registros y andlisis de calcio intracelular

Para mediciones de oscilaciones de Ca?* intracelulares, se sembraron 2x108 NRVMs en placas de fondo de vidrio de
35 mm (MatTek Cultureware) o cubreobjetos de vidrio recubiertos con fibronectina de 22 mm, se transdujeron y se
analizaron 4 dias después de la transduccion. Las células se cargaron con Rhod2-AM (2 pumol/L) (sondas
moleculares) durante 18 minutos, luego se lavaron una vez y posteriormente se colocaron en solucion de Tyrode
normal con 2 mmol/L de calcio. Los transitorios de calcio se registraron a 37 °C a partir de NRVMs transducidos con
AdTbx18ISIRES-GFP y Ad-GFP. Las imagenes se adquirieron en un microscopio de escaneo laser confocal
invertido (Perkin Elmer/Nikon) o microscopio confocal Leica SP5. El analisis fuera de linea se realiz6 usando
Ultraview (Perkin Elmer) e ImagedJ. Los transitorios de Ca2+ de células enteras se obtuvieron a partir de imagenes
de escaneo de linea confocal a través de NRVMs Unicos promediando la sefial de una célula individual. Los
transitorios de Ca?* se presentan como fluorescencia normalizada y sustraida de referencia (F/F0). Para la imagen
confocal de Ca?* 2-D, se obtuvieron transitorios de calcio promediando la sefial a través de la célula entera.

Inmunotinciéon

Las secciones congeladas de nodo sinoauricular de rata neonatal y NRVMs 4 dias después de la transduccion
adenoviral se fijaron con paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron con Triton-X 100 al 0.1% y luego se
incubaron con el anticuerpo primario apropiado: a-actinina sarcomérica (Sigma-Aldrich; A5044; 1: 800), ANP
(AbCam; ab-14348; 1: 1000), HCN4 (Abcam; ab85023; 1: 500) y anticuerpos secundarios Alexa Fluor-conjugados
(Invitrogen).

Inmunotransferencia

Se realizaron transferencias de Western usando anticuerpos especificos contra Cx43 (Sigma-Aldrich, C6219;
1:1000), PLN (Alomone; A010-14: 1: 5000), p-PLB (Alomone; A010-12: 1:5000) HCN4 (AbCam; ab85023; 1:500). En
resumen, NRVMs transducidos con Ad-Tbx18, Ad-GFP, SAN de rata y ventriculo izquierdo se homogeneizaron en
solucion reguladora RIP A que contiene un céctel inhibidor de proteasa (Sigma). El contenido de proteina se
cuantificd por ensayo de BCA y los lisados celulares (15 pg por carril) se corrieron en un gel de SDS-PAGE al 12% y
se transfirieron a una membrana de PVDF. A continuacién, la membrana transferida se incub6 con un anticuerpo
primario durante la noche a 4 °C, seguido de una incubacién de 1 hora con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa. La inmunorreactividad se detectd por quimioluminiscencia (ECL Western Blotting Analysis System,
Amersham). Se evalu6 la carga proteica igual de los geles volviendo a explorar la membrana con anticuerpo
monoclonal anti-GAPDH (Abeam; ab9482; 1:10000) o anti-p-actina (Sigma-Aldrich; A3848: 1:25000).

Transferencia génica in vivo

Se inyectaron adenovirus en el apice del ventriculo izquierdo de cobayas. Las cobayas adultas hembras (peso, 250
a 300 g, Charles River) se anestesiaron con isoflurano al 4%, se entubaron y se colocaron en un ventilador con un
vaporizador que suministraba isoflurano al 1.5% a 2%. Después de una toracotomia lateral, se inserté una aguja de
calibre 30 en el apice de la pared libre del ventriculo izquierdo. Se inyectaron 100 pl de adenovirus que contenian
1x10° unidades formadoras de placa de Ad-Tbx18-IRES-GFP o Ad-GFP (grupo control) en el apice del ventriculo
izquierdo. Como se discutié anteriormente, se usan otras rutas de administracion en algunas realizaciones.

Electrocardiografos (ECG) in vivo y ex vivo

Se administré metacolina (0.1-0.5 mg por kg de peso corporal en solucién salina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a
través de la vena yugular para ralentizar el ritmo sinusal de los animales antes de los registros de ECG bajo
anestesia general (2% de isoflurano, 98% de O2). Los ECGs se registraron usando un sistema de ECG digital de 2
electrodos a 2 kHz (electrodo i y electrodo 3, BIOPAC Systems, Goleta, CA) y el electrodo 2 se calcul6 fuera de linea
mediante el triangulo de Einthoven usando el software Acgknowlege 3.7.3 (BIOPAC Systems, Goleta, CA). En todos
los animales, se administré metacolina hasta que se logré el bloqueo cardiaco completo. El bloqueo cardiaco fue
acompafado por una reduccion del ritmo sinusal de los animales a <100 bpm. En la mayoria de los cobayas
inyectados con Tbx18, los ritmos ventriculares ectopicos se manifestaron mucho antes de que el ritmo sinusal
alcanzara 100 bpm (figura 3D, panel derecho). Por el contrario, los animales de control no presentaron evidencia de
tales latidos ventriculares ectdpicos, incluso cuando el ritmo sinusal se llevé a <100 bpm (figura 3D, panel izquierdo).
La figura 3D resalta la falta de ritmo ventricular ectépico en los animales de control incluso a una velocidad de
escape muy lenta en comparacion con los animales inyectados con Tbx18.

Para registros de ECG de corazén completo intactos ex vivo, el corazén se perfundié retrogrado a través de la aorta
a 60 mmHg con solucion de Tyrode oxigenada a 36 °C. El corazén perfundido se colocé en una placa revestida de
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Sylgaria llena de solucién de Tyrode caliente. Los electrodos del ECG se colocaron en sitios apropiados para hacer
el registro de los electrodos | y Il (figura 28). Después de un periodo de equilibrio de 20 minutos, se ablaciond la
region del noédulo auriculoventricular con un cryogun (Brymill Cryogenic Systems, Ellington, CT) lleno de N2 liquido.
La electroestimulacion se realizé en el sitio de la inyeccion transgénica (anterior, apice del ventriculo izquierdo) a
intervalos de 200 ms con un electrodo de platino conectado a un estimulador de pulso aislado (Modelo 2100, AM
Systems, Carlsborg, WA).

RT-PCR para matrices de genes

Se recogieron los nddulos sinoauriculares de rata, el ventriculo izquierdo y los NRVMs transducidos con Tbx18 y
GFP (4 dias después de la transduccion) y se extrajo el ARNm (kit de aislamiento de ARNm de Qiagen). Las
muestras de ARNm se convirtieron en ADNc de la primera cadena, usando el kit RT2 First Strand (SA Biosciences).
A continuacion, la plantilla de ADNc se mezclé con la mezcla maestra gPCR RT2 y la mezcla se dividio en alicuotas
en cada pocillo de la misma placa que contenia conjuntos de cebadores especificos de genes dispensados
previamente. La PCR se realizé6 en un sistema de PCR rapida en tiempo real 7900HT (Applied Biosystems/Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA) y se calcul6 la expresion relativa de los genes.

Ensayo cAMP

Se uso el kit de ensayo de Elisa AMP ciclico (catalogo # STA-501; Cell Biolabs, INC) para determinar los niveles de
cAMP en NRVMs transducidos con Ad-Tbx18 o Ad-GFP. En resumen, se afiadieron 50 pl de lisados de células
Tbx18 y GFP-NRVM a la placa de 96 pocillos recubiertos con anticuerpo anti-conejo de cabra. Se afiadieron 25 pl de
conjugado de trazador de peroxidasa cAMP diluido a cada pocillo probado. A continuacién, se afiadieron 50 pl de
anticuerpo policlonal de conejo anti-cAMP diluido a cada pocillo probado y la placa se incubd a temperatura
ambiente durante 30 minutos con agitacion. Después de lavar, se afiadieron 100 pl de reactivo quimioluminiscente a
cada pocillo. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 5 minutos en un agitador orbital, se leyo6 la
placa para la luminiscencia de cada micropocillo en un lumindémetro de placa. La medicién de la emisién de luz
(RLU) permitié calcular la cantidad de cAMP en muestras que luego se normalizaron a B-actina para la comparacion
de las muestras.

Soluciones

Solucién de Tyrode que contiene (mm): NaCl 140, KCI 5.4, CaCl; 1.5, MgCl; 1.5, glucosa 10 y Hepes 5; pH ajustado
a 7.38 con NaOH. Rianodina y proteina quinasa | (PKI) se compraron de Tocris biosciences y la cafeina se adquirid
en Sigma. Rhod-2/AM y fue comprado a Invitrogen.

Inmunoprecipitacion de cromatina

Los NRVMs transducidos con ya sea Tbx18 o GFP se fijaron dos a cuatro dias después de la transduccion del
vector viral con formaldehido al 10% durante 8 minutos a temperatura ambiente. Las células se sometieron a
cizallamiento usando un sonicador con diez pulsos de 20 segundos cada uno, con un descanso de 30 segundos en
hielo entre cada pulso. La inmunoprecipitacién con cromatina se realizé usando el kit ChIP-IT® Express Chromatin
Immunoprecipitation (Active Motif, Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. Los anticuerpos primarios
para H3K4me3 y H3K27me3 se adquirieron de Active Motif.

qPCR después de la inmunoprecipitacion de cromatina

Se compraron cebadores especificos de gen (Cx43, Kir2.1, a-SA, HCN4), ya validados para qPCR en rata, de SA
Biosciences. Para cada gen, se emplearon tres conjuntos de cebadores correspondientes a -2 kb (aguas arriba), -Ikb
y + Ikb (aguas abajo) del sitio de inicio de la transcripcion. Los valores de ACt de las tres fichas se promediaron de
cada experimento para el andlisis de datos.

PCR cuantitativa en tiempo real de célula Unica

Se recogieron miocitos individuales en PBS con una pipeta de parche de abertura amplia, se colocaron en hielo seco
y luego se almacenaron a -80 °C. Los niveles de mRNA de Tbx18 en miocitos individuales se examinaron mediante
PCR cuantitativa en tiempo real con un kit Ambion® Single Cell-to-CT™ (Life Technologies) segun las instrucciones
del fabricante. En resumen, se trataron células individuales con solucion de lisis celular y ADNasa | durante 5
minutos a temperatura ambiente. La transcripcion inversa se realizé a 25 °C, durante 10 minutos, a 42 °C, durante
60 minutos y a 85 °C, durante 5 minutos después de la adicion de la mezcla SupersScript RT y VILO RT. La
preamplificacion se realizé con 14 ciclos de 95 °C, durante 15 segundos y 60 °C, durante 4 minutos con adicion de
mezcla PreAmp y 0.2x TagMan Gene Expression Assays, que contiene cebadores para Tbx18 humano (ID del
ensayo: Hs01385457_ml), GAPDH de cobaya (ensayo ID: Cp03755742_g1), y conejillo de Indias TnnT2 (ID del
ensayo: Cp04182357_g1). Los cebadores personalizados fueron sintetizados por Applied Biosystems (Carlsbad,
CA). Los productos de preamplificacion (dilucién 1:20) se usaron para PCR en tiempo real con ensayos de expresion
génica TagMan usando un sistema de PCR rapido en tiempo real Applied Biosystems 7900HT. Las curvas estandar
para cada uno de los 3 conjuntos de cebadores se construyeron con diluciones en serie de plantillas de ADN de
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entrada (figura 30) y eficiencias de amplificacién comparables validadas (pendientes de la curva: -3,32 a -3,64). Los
niveles relativos de ARNm de Tbx18, GAPDH y TnnT2 se obtuvieron mediante la extrapolacion de los valores de Ct
con las pendientes de la curva estandar para cada conjunto de cebadores. La expresion del ARNm de Tbx18 en
cada célula se normaliz6 entonces a nivel de GAPDH o TnnT2.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron para determinar la media, la desviacion estandar y el error estandar de la media (SEM). Las
cifras cuantitativas en este trabajo representan la media de + SEM. Los conjuntos de datos se evaluaron
estadisticamente usando una prueba t no apareada. p < 0.05 se considerd significativo a menos que se indique lo
contrario.

Ejemplo 1 - Células marcapasos creadas por entrega de genes a NVRMs

Como se discutié anteriormente, las terapias actuales para arritmias cardiacas causadas por anormalidades de
tejido excitable dependen principalmente de farmacoterapia, ablacién por radiofrecuencia, dispositivos implantables
y otros enfoques relacionados. Estos métodos, si bien son utiles para el tratamiento de algunas formas de arritmias,
tienen limitaciones (como se discutid anteriormente). Los marcapasos bioldgicos ofrecen ventajas sobre el uso de
marcapasos tradicionales y se pueden usar en lugar de, o en conjuncién con los marcapasos tradicionales. El
presente estudio evalud el uso de agentes inductores del factor de transcripcion para la generacion de marcapasos
bioldgicos.

Para demostrar que la transduccion de factores de transcripcion a células cardiacas produce marcapasos bioldgicos,
se realizé la transduccion heterdloga singular de factores de transcripcion seleccionados en vectores adenovirales
bicistrénicos en NRVMs recién aislados. Como un cribado inicial, se analiz6 el niumero de cultivos que latian
espontaneamente 36-48 horas después de la transduccion. Los NRVMs transfectados con Tbx18 (Tbx18-NRVMs)
presentaron un porcentaje aumentado de cultivos de monocapa de latido espontaneo en comparacion con el control
y otros factores de transcripcion cribados (un minimo de cinco aislamientos celulares diferentes por grupo, Figura
2A). Mas alla de los dos dias de cultivo, se observaron miltiples focos de latido espontaneo en monocapas Tbx-
NRVM individuales, como se esperaba a partir de la regulaciéon negativa de Cx43 (pero no de Cx45 o Cx40) por Tbx.
De acuerdo con lo anterior, Tbx se seleccioné como candidato para convertir los cardiomiocitos ventriculares en
células marcapasos. De este modo, en varias realizaciones, Tbx18 se usa para crear un marcapasos bioldgico. Sin
embargo, en varias realizaciones, se usan otros factores de transcripcion, que incluyen uno o mas de los
seleccionados en el experimento actual. En varias realizaciones, se usaran combinaciones de dos o mas factores de
transcripcion. En varias realizaciones, Shox2 se usara en conjugacion con Tbx18 para lograr estos resultados. En
varias realizaciones, se seleccionaran uno o mas de los siguientes factores de transcripcion para su uso: Tbx18,
Shox2, Tbx3 y Tbx5.

Aunqgue los NRVMs presentan contracciones sincitiales espontaneas cuando se cultivan como monocapas, dicho
fenémeno es impulsado por un nimero relativamente pequeiio de células de latido auténomo. La figura 2B muestra
los rastros de potencial de accion representativo (AP). Cuando se siembra en placas escasamente a una densidad
de ~ 4 NRVMs/mm? de modo que una célula dada es poco probable que haga contacto fisico con las células
vecinas, la mayoria de los miocitos ventriculares de control (GFP) estaban inactivos (7 de 9), activando solo
potenciales de accion simple después de la estimulacion (figura 2B, izquierda). La expresion de Tbx18 transformo el
fenotipo eléctrico al de las células SAN; la mayoria de Tbx18-NRVMs (7 de 9) latieron de forma auténoma y
espontanea (figura 2B, derecha). Se apreciara que, en varias realizaciones, podria usarse Shox2 en lugar de o junto
con Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionaran uno o mas de los siguientes factores de transcripcion para su
uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. Los Tbx18-NRVMs presentaron APs espontaneos con prominente despolarizacion
progresiva de fase 4. La despolarizacion gradual de fase 4 subyace a la automaticidad en las células marcapasos
SAN, y es prominente en los Tbx-NRVMs (figura 2B). Este aumento en los latidos autonomos y la despolarizacion
gradual indica que estas células estan funcionando de manera consistente con las células del nédulo sinoauricular
natural, lo que sugiere que Tbx18 (solo o en combinacién con otros factores de transcripcion) esta generando
células marcapasos. En algunas realizaciones, se detectan funciones similares en células madre, y que, por lo tanto,
indica que las células son Utiles en la generacién de marcapasos bioldgicos y en el tratamiento de arritmias.

El potencial diastélico maximo (MDP) de -47+10 mV (n = 6) en Tbx18-NRVMs se despolarizd en relacion con el
potencial de membrana en reposo (RMP) de -73+6 mV en GFP-NRVMs (n = 5, Figura 2C, izquierda). Esto sugiere
que las células transducidas con Tbx-18 activaran con mas frecuencia que las células de control, al igual que se
espera que las células con marcapasos lo hagan. Los grupos GFP y Tbx18 estan indicados por barras blancas y
sombreadas, respectivamente, a lo largo de los datos presentados. Como se usa en este documento, el término
"indice de automaticidad" tendra su significado ordinario y también se definira como el porcentaje de células de latido
auténomo multiplicado por la frecuencia de oscilaciones de potencial de accion (AP) en esas células, era mucho mas
grande en Tbx-NRVMs (70+16% bpm) en comparacion con el control (136+4% bpm, Figura 2C, centro). Como se
muestra en la figura 2C en el medio, la automaticidad aumento en relacion con el control de GFP en alrededor del
60%. En algunas realizaciones, el aumento en el indice de automaticidad sera de 5% a aproximadamente 15%,
aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a aproximadamente 35%,
aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a aproximadamente 55%,
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aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a aproximadamente 75%,
aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 95%,
aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento del mismo, en relaciéon con la
automaticidad de las células marcapasos normales. EI nUmero de células que tienen oscilaciones espontaneas de
Ca®* también aumentd en relacién con los controles (figura 2C, derecha). El nimero de Tbx18-NRVMs que
presentan oscilaciones espontaneas de Ca?* intracelular fue aproximadamente 6 veces mayor en relacién al control
(figura 2C, derecha). Debido a que el Ca®* es necesario para la generacion de un potencial de accién en las células
marcapasos, estos datos también demuestran que la transduccion de células con Tbx18 (solo o en combinacién con
otros factores de transcripcion) puede utilizarse con éxito en la generacion de células marcapasos.

El cambio en el potencial diastdlico, la automaticidad y la oscilacion de Ca?* se complemento con una reduccién del
78% en la densidad de Ik en Tbx18-NRVMs (Fig. 2D). Izquierda: rastros en bruto de Iks representativos provocados
por un protocolo de rampa de -140 a -20 mV. Las densidades resumidas de Ik a -140 mV se muestran en 2D a la

derecha. En varias realizaciones, la reduccién en la densidad de Ixs estara entre aproximadamente 5% a
aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a
aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a

aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento del
mismo. La reduccion en la densidad de Iks también indica que las células transducidas activaran con mayor
frecuencia en relacion con las células no tratadas (por ejemplo, las células que no son marcapasos). Este aumento
en la activacion indica que estas células transducidas estan funcionando como células marcapasos. De este modo,
los métodos usados para generar estas células, o métodos usados para generar células marcapasos a partir de
células madre, se pueden usar en el tratamiento de arritmias cardiacas u otras enfermedades que estan asociadas
con una tasa de activacion de células cardiacas interrumpida.

HCN4 es el correlato molecular de la corriente activada por hiperpolarizacion, If, que contribuye a la actividad del
marcapasos en la SAN. La transduccion de Tbx18 condujo a un aumento de 3.8 veces en el nimero de células que
expresan HCN4 (figura 2E). La imagen de inmunotincion de HCN4 (HCN4-blanco, azul de nucleo) de GFP- o Tbx18-
NRVMs se muestra en la izquierda y en el medio, respectivamente. Barra de escala: 200 um. Panel derecho:
resumen del porcentaje de células positivas para HCN4 por células transducidas con GFP o Tbx18. La expresion de
Tbx18 también condujo a un aumento de 1.4 veces en el nivel de proteina de HCN4 (figura 2F) en Tbx18-NRVMs.
Tales células también exhibieron If (Fig. 2G) a una densidad (-5.2+1.3 pA/pF a -140 mV, n = 3) consistente con la
informada en las células SAN de conejo. La transferencia de Wenstern indica un nivel de proteina de HCN4 mas alto
en Tbx18-NRVMs en relacion con el control (izquierda) comparable al nivel de HCN4 observado en la SAN de rata
adulta (derecha). Los eventos de ciclacion de Ca®* se complementan y se combinan con las corrientes ionicas
sarcolemales para generar automaticidad. La comparacion de los niveles de transcripcion para los componentes
seleccionados de los mecanismos dependientes de voltaje y calcio revelaron diferencias en Tbx18 versus GFP-
NRVMs que recapitulan estrechamente aquellos entre SAN nativa y miocardio ventricular, utilizados en este
documento como controles positivos (figura 2H). Cambios de los niveles relativos de ARNm de genes seleccionados
que comparan Tbx18-NRVMs normalizados con GFP-NRVMs (izquierda) y SAN normalizados a LV (derecha). SAN
y Tbx18-NRVMs demuestran un patrén similar de niveles de transcripcion normalizados. De este modo, en varias
realizaciones, Tbx18 también provoca cambios en la expresién de genes y proteinas que estan asociados con la
formacion de marcapasos bioldgicos.

La figura 2B muestra que las células Tbx18 eran mas propensas a activar y activar de una manera (con
despolarizacion lenta) como la de las células SAN nativas. La figura 2C muestra que las células Tbx18 tienen un
potencial diastélico mas bajo (centro) lo que resulta en un indice mas alto de automaticidad (medio) y mas
oscilaciones espontaneas de Ca?* de células enteras (izquierda). La figura 2D muestra que la densidad de corriente
de las células Tbx18 tiene menos tiempo de repolarizacion y, de este modo, una mayor probabilidad de activar.
Juntos, estos datos indicaron que, en algunas realizaciones, Tbx18 cambia las propiedades eléctricas de las células
y las hace similares a SAN. Cada uno de estos resultados indica una mayor probabilidad de que estas células se
activen automaticamente cuando se implantan o se generan en el corazéon vivo. De este modo, en varias
realizaciones, estas células marcapasos inducidas pueden latir y pueden modular el ritmo cardiaco para tratar
arritmias cardiacas u otras enfermedades asociadas con un ritmo cardiaco anormal.

Mientras que las rutas electrofisiolégicas delimitadas por membrana contribuyen a la marcar el paso, las células SAN
se activan para activar ritmicamente mediante eventos de ciclacion de Ca?* intracelular distintivamente orquestados.
Los eventos de liberacion de Ca?* localizados espontaneamente subsarcolemales son una marca distintiva de la
automaticidad en las células del nédulo sinoauricular. Durante la diastole tardia, las LCRs activan las corrientes de
intercambiador de Na+-Ca?* (INCX), que luego contribuyen a la fase exponencial de la despolarizacion de la fase 4.
Se realizaron mediciones de LCR en Tbx18-NRVMs para caracterizar sus perfiles de ciclacion de Ca?*.

Durante la diastole tardia, las LCRs activan las corrientes de intercambiador Na+ -Ca?* (INCX), que luego
contribuyen a la fase exponencial de la despolarizaciéon de la fase 4. Las imagenes confocales de barrido lineal de
Tbx18-NRVMs resolvi6 LCRs antes de cada transitorio de Ca®* de célula entera (figura 3A, n = 8 de cada 10
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células), recapitulando las LCRs observaron SAN marcapasos nativas. Las imagenes confocales de barrido lineal
representativas de cambios en [Ca2']i en Tbx18-NRVMs (figura 3A) y GFP-NRVMs (figura 3B) cargados con
Rhod2/AM, 4 dias después de la transduccion representan LCRs que preceden el transitorio de Ca?* de célula
entera solo en el Tbx18- NRVMs, mientras que las chispas ocasionales de Ca?* podrian detectarse en los GFP-
NRVMs. El periodo de LCR se define como el periodo comprendido entre el inicio del transitorio de Ca?* y el
comienzo de la LCR posterior. La duracién del ciclo se define como el periodo entre el inicio del transitorio de Ca®*
de célula entera y el inicio del posterior transitorio de Ca2+. Las LCRs representaron la periodicidad con un periodo
promedio de 72+1% del de la duracion del ciclo (figura 3C). De este modo, Tbx18 solo o con otros factores de
transcripcion, convierte funcionalmente cardiomiocitos en células que tienen actividades de Ca?* similares a las del
marcapasos.

Las LCRs en Tbx18-NRVMs ocurrieron en un periodo promedio de 34318 ms, que era 72+1% de la duracion del
ciclo transitorio de Ca?* de células enteras (474+7 ms, Figura 3D). En algunas realizaciones, la LCR tendra lugar
entre aproximadamente 5% a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%,
aproximadamente 25% a aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%,
aproximadamente 45% a aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%,
aproximadamente 65% a aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%,
aproximadamente 85% a aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos
de solapamiento de los mismos, de la duracion del ciclo transitorio de Ca?* de células enteras. Los diagramas F/FO
promediados espacialmente de cambios en [Ca®']; representaron un aumento de 2.3 veces en los transitorios de
Ca?* inducidos por cafeina (20 mM) en los Tbx-NRVMs en comparacién con los controles. En contraste, las LCRs no
se detectaron en las células control (n ~ 12 de 12 células, Figura 3D), aunque se observaron ocasionalmente
chispas distribuidas aleatoriamente (por ejemplo, Figura 3B). Es probable que las mayores reservas de Ca?* en el
reticulo sarcoplasmico (SR) promuevan la automaticidad. La amplitud de los transitorios de Ca?* inducidos por
cafeina fue 2.3 veces mayor en Tbx18-NRVMs en comparacioén con el control (figura 3D).

Los experimentos de transferencia de Western demostraron una disminucion en los niveles totales de PLB y un
aumento en PLN fosforilada (se16) similar a la SAN de rata adulta (figura 3F). No se observaron cambios en los
niveles de proteina de SERCA2A, NCXI y RyR en los Tbx18-NRVMs en comparacion con los controles (figura 3G).
El bloqueador del canal de liberacién de Ca?*, rianodina (10 uM), suprimio la tasa de transitorios espontaneos de
Ca?* en un 47+6% en Tbx-NRVMs, pero solo en un 12+2% en el control (figura 3E). Estos resultados indican que la
transduccion con Tbx18 (solo o en combinacion con otros factores de transcripcion) se puede usar, en varias
realizaciones, para generar marcapasos bioldgicos, o en algunas realizaciones, usados para generar células que se
pueden implantar mas tarde para funcionar como biomarcapasos.

El fosfolamban (PLN), en su estado no fosforilado, inhibe el reticulo sarcoplasmico Ca?*-ATPasa 2a (SERCA2a),
suprimiendo asi la reabsorcion de Ca?* por las reservas internas. Tal inhibicion se alivia con la fosforilacion de la
proteina (P-PLB). El nivel relativo de p-PLN (Ser16) fue 65 veces mayor en Tbx-NRVMs en comparacioén con GFP-
NRVMs (figura 3F, panel izquierdo), imitando el aumento de p PLN encontrado en la SAN en comparacion con el del
miocardio ventricular (figura 3F, panel derecho). Mientras tanto, las diferencias en los niveles de proteina de
SERCAZ2a, NCX1 y receptor de rianodina (RyR) no fueron detectables entre Tbx- y GFP-NRVMs (figura 3G), lo que
concuerda con los hallazgos en el noédulo sinoauricular del conejo versus el ventriculo izquierdo. Los niveles
intracelulares de cAMP fueron 1.7 veces mayores en Tbx18-NRVMs en comparacion con GFP-NRVMs (figura 3H),
reproduciendo el mayor [cAMP]; observado en la SAN de conejo en comparacién con el miocardio ventricular como
se conoce en la técnica. La aplicacion de un inhibidor de PKA (PKI, 15 uM) condujo al cese de los transitorios de
Ca®* de células enteras espontaneos en Tbx-NRVMs, pero no tuvo efecto sobre los GFP-NRVMs (figura 3l). De este
modo, la expresion de Tbx18 en NRVMs produjo cambios en componentes clave de ciclacién Ca?* que recapitulan
caracteristicas clave de las células marcapasos de nodo sinoauricular, permitiendo asi, en varias realizaciones,
transduccion de células con Tbx18 (solo o en combinacién con otros factores de transcripcion, dependiendo de la
realizacién) para ser usado en métodos terapéuticos para tratar arritmias cardiacas.

Cambios fenotipicos en la célula reprogramada

Ademas de los cambios electrofisiolégicos, la reprogramacion celular replica caracteristicas clave de la estructura
celular en tejido de marcapasos. Las células marcapasos del nédulo sinoauricular nativo son distintivas en su
morfologia: son mas pequefias y presentan miofibrilas menos organizadas que los cardiomiocitos en
funcionamiento. Para probar si Tbx18-NRVMs tenia cambios fenotipicos, se investigd la morfologia de las células.

Las secciones de corazon de rata neonatal demuestran que la expresion de a-actinina sarcomérica cardiaca (a-SA)
es marcadamente mas baja y desorganizada en el nddulo sinoauricular en comparacion con la auricula derecha
adyacente (RA, figura 4A, parte superior izquierda y parte inferior izquierda). Tbx 18-NRVMs se asemejaba a las
células del nddulo sinoauricular nativo en su morfologia, con desorganizacion miofibrilar y expresion débil de a-SA
(figura 4A, parte inferior derecha). El nodo sinoauricular de rata neonatal, demarcado por la expresion de HCN4
(parte superior media), presenta expresion de a-actinina sarcomérica (a-SA) mas débil y no estructurada (panel
superior). Parte inferior izquierda: imagen de acercamiento del area en la caja en la parte superior a la izquierda. El
patron se recapitula fielmente en Tbx18-NRVMs en comparacion con GFP-NRVMs (parte inferior derecha y media,
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respectivamente). Barra de escala: 30 um. Los datos se corroboran mediante la regulacion negativa observada de
los niveles de transcripcion a-SA en Tbx18-NRVMs (figura 2H). El tamafio de la célula, medido por dos métodos
complementarios, es 28-33% mas pequefio en Tbx18-NRVMs que en los NRVMs de control (figura 4B),
recapitulando el tamafio mas pequeno de las células SAN en relacién con los cardiomiocitos en funcionamiento. De
este modo, los Tbx18-NRVMs se sometieron tanto a la reprogramacion estructural (morfologia) como funcional
(electrofisiologia).

Se investigd entonces si los cambios en el fenotipo tipo nédulo sinoauricular estan asociados con un estado de
cromatina tipo nédulo sinoauricular en Tbx18-NRVMs. La trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) es
una marca de heterocromatina que promueve el reclutamiento de las proteinas del grupo Polycomb para el
silenciamiento génico. Por el contrario, la trimetilacion de la lisina 4 (H3K4me3) marca los genes
transcripcionalmente activos. Se investigaron luego los perfiles de modificacion de histonas en las regiones
promotoras de cuatro genes, Cx43, Kir2.1, Actc2 y HCN4. Tbx18 es un factor de transcripcidon que se requiere para
el desarrollo embrionario del area de la cabeza del nodo sinoauricular. Shox2 es un regulador negativo de Nkx2.5 en
el seno venoso (como se discutid anteriormente). Tbx3 es un potente regulador de la especializacion del nodo
sinoauricular, con errores de desarrollo resultantes de ya sea la deficiencia o expresion ectdpica. Tbx5 es un
regulador positivo de Shox2 y Tbx3. Estos genes presentan cambios moleculares y funcionales relevantes en Tbx18-
NRVMs. El nivel de trimetilacion en H3K27 indica que Tbx18 aumentd la inactividad de los promotores Cx43, Kir2.1y
o-SA mientras que alivia su presion epigenética represiva sobre el promotor HCN4 normalizado para controlar. Estos
resultados se midieron mediante inmunoprecipitacion de cromatina seguida por gPCR. Mientras tanto, los niveles de
H3K4me3 (figura 4C derecha) indican que la proporcion de regiones promotoras de HCN4 activas aumento con la
expresion de Tbx18 mientras que las regiones promotoras activas transcripcionalmente de Cx43, Kir2.1 y a-SA
disminuyeron con la expresion de Tbx18. Cx43, Kir2.1 y Actc2 se volvieron epigenéticamente inactivos (H3K27me3
mas alto y H3K4me3 inferior) en Tbx18-NRVMs en comparacién con el control (figura 4C). Como resultado, estos
datos sugieren que la expresion de Tbx18 reduciria una o mas de las expresiones Cx43, Kir2.1 y a-SA, mientras que
HCN4 estaria regulada positivamente. Como HCN4 esta implicada en sefales repetitivas, estos datos son
consistentes con la formacion de marcapasos biolégicos. Ademas, las modificaciones de la histona de la cromatina
son consistentes con la reprogramacion epigenética duradera en lugar de la reingenieria funcional transitoria.

En la figura 5, la expresion del péptido natriurético auricular (ANP) en NRVMs se indujo mediante estimulacion de 24
horas con endotelina-1 (100 nM), un vasoconstrictor. Sin embargo, la expresion de ANP inducida se suprimio
mediante la expresion de Tbx18 (5B, panel inferior) mientras que la GFP no tuvo efecto (5A, panel inferior). Barra de
escala: 20 um. Cada uno de estos cambios fenotipicos muestra que las células transducidas con Tbx18 parecen ser
mas del tipo nédulo sinoaricular que los cardiomiocitos que no reciben tratamiento. Esto refleja una reprogramacion
de la célula que es tanto estructural como fisiolégica, generando de este modo una célula marcapasos biolégica que
es similar a las células del nédulo sinoauricular.

En varias realizaciones, al menos uno de Cx43, Kir2.1 y Actc2 se pueden convertir en epigenéticamente inactivos en
células iISAN en comparacién con las células quiescentes. En varias realizaciones, la expresion de o-actinina
sarcomérica en células iISAN puede ser débil en comparacién con las células quiescentes. Ademas, en varias
realizaciones, las células iISAN pueden presentar desorganizacién miofibrilar. Solo uno de tales cambios puede
ocurrir, o combinaciones del mismo pueden ocurrir, dependiendo de la realizacién; sin embargo, cada uno de los
anteriores son consistentes con un desplazamiento de una célula hacia un fenotipo tipo ndédulo sinoauricular.
Ademas, en varias realizaciones las células marcapasos se generan sin la expresion de alteracion inducida de las
proteinas del canal iénico, cuya introduccion genética puede ser contraria a los datos anteriores (por ejemplo, la
reduccion en Kir2.1 que contribuye, al menos en parte, a la formacion iSAN, podria ser compensada por la
introduccion genética de canales Kir2.1).

Ejemplo 2: Aplicacion in vivo de marcapasos bioldgicos inducidos por factores de transcripcion

El ejemplo anterior establecié la capacidad de Tbx18 para inducir cambios en la expresion y funcion de
genes/proteinas in vitro. De este modo, también se investigé la posibilidad de reprogramar miocitos ventriculares
adultos en células marcapasos in vivo. Un vector adenoviral que codifica Tbx18 se inyectd directamente y
focalmente en el apice de corazones de cobaya. En algunas realizaciones, la inyeccion sera a otras areas del
corazon y a veces en varias areas a la vez. Debe apreciarse que la cobaya es un modelo aceptado para su uso en
estudios cardiovasculares, y los datos pueden extrapolarse faciimente a otros mamiferos, incluido el humano. En
algunas realizaciones, la administracion del vector adenoviral Tbx18 se realizara en diversos corazones de
mamiferos, incluido el del corazén humano.

Dos o cuatro dias después de la inyeccion en los corazones de cobayas, se verificaron los corazones en busca de
sefiales similares a marcapasos que se originaban en el sitio de inyeccion. Al desacelerar el ritmo sinusal, ninguno
de los siete animales de control (inyectados con GFP) presentaba ritmos de escape de complejo amplio, lo que
indicaria la funcién del marcapasos (figura 6A izquierda). En las mismas condiciones, 5 de 7 animales inyectados
con Tbx18 demostraron latidos ventriculares ectépicos frecuentes (complejos QRS mas anchos con polaridad
negativa en electrodo I, Figura 7A) a una velocidad de 40+21 bpm (figura 6B). La tasa de latidos ventriculares
ectopicos en animales inyectados con Tbx18 el dia 3-5 después de la entrega de genes es significativamente mayor
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que el control (figura 6B). En algunas realizaciones, la velocidad de latido de las células marcapasos estara entre
aproximadamente 5% a aproximadamente 15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente
25% a aproximadamente 35%, aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a
aproximadamente 55%, aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a
aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a
aproximadamente 95%, aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, y los intervalos de solapamiento de los
mismos, de la velocidad de latido normal de las células sanas de marcapasos. Este latido correspondera a una
nueva frecuencia cardiaca del mamifero, que incluye al ser humano, de aproximadamente 5% a aproximadamente
15%, aproximadamente 15% a aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a aproximadamente 35%,
aproximadamente 35% a aproximadamente 45%, aproximadamente 45% a aproximadamente 55%,
aproximadamente 55% a aproximadamente 65%, aproximadamente 65% a aproximadamente 75%,
aproximadamente 75% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 95%,
aproximadamente 95% a aproximadamente 100%, o los intervalos de superposicion del mismo, del corazén normal.
El analisis del vector electrocardiografico reveld que los latidos ectdpicos se originaron en el sitio de la inyeccion del
gen (apice) y se propagaron hacia la base (figura 6A, derecha). En contraste, los extrafios latidos de escape
observados en los controles no se originaron en el sitio de la inyeccién: eran estrechos y se propagaban hacia el
apice desde la union auriculoventricular (figura 6A, izquierda). De este modo, la transduccion in vivo de los
ventriculos con la actividad de marcapasos ectépico inducida por Tbx18, que indica que Tbx18 se puede utilizar en
el tratamiento de anormalidades de tejido excitable. En varias realizaciones, Shox2 podria usarse en lugar de o
ademas de Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionaran uno o mas de los siguientes factores de transcripcion
para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. También se apreciara que, en varias realizaciones, las células madre,
células progenitoras, células somaticas y/o cardiomiocitos se podrian transfectar con genes para los factores de
transcripcion anteriores. A continuacion, estas células, después de verificar la generacién de actividad de
marcapasos, se pueden implantar in vivo para tratar anormalidades de tejidos excitables.

Cambios morfologicos

La fidelidad de la reprogramacion se probd expresando Tbx18 en ventriculos de cobaya adulta y comparando las
propiedades de los miocitos ventriculares transducidos con Tbx18 (Tbx18-VMs) con los de los miocitos ventriculares
transducidos con GFP (como controles, VMs control) y células SAN nativas. Los adenovirus que expresan
conjuntamente Tbx18 y GFP, o GFP solo, se inyectaron directamente en el apice del corazén de cobaya (4 x 107
cfu/corazén). Cinco dias después de la inyeccion, se recogio el corazén y se aislaron los cardiomiocitos del sitio de
la inyeccion del gen.

Las células del ndédulo sinoauricular nativas son mas pequefias y delgadas que los miocitos ventriculares no
transducidos: las proporciones de longitud a ancho (LtW) son iguales a 14.7+1.5 (n = 24) y 7.6+0.7 (n = 9, p <0.05),
respectivamente. Los miocitos ventriculares control recién aislados mantuvieron su forma nativa (con LtW = 7.4+0.9,
n = 4); en contraste, los miocitos ventriculares Tbx18 eran mas delgados (LtW = 16.0+£1.0, n = 12, p <0.05) que los
miocitos control ventriculares y con frecuencia tenian forma de huso, reproduciendo las marcas distintivas
morfolégicas de las células SAN. Los miocitos ventriculares control tenian potenciales de reposo estables a -76 mV,
con potenciales de acciéon provocados Unicamente por la estimulacion eléctrica. Por el contrario, Tbx18-VM
demostré la despolarizacion diastélica (maximo potencial diastélico = -59 mV) y potenciales de accién espontanea
activados a 26 bpm. De este modo, las células transducidas con Tbx18 funcionan mas como células marcapasos. La
capacitancia de células enteras, una medida del tamafio de las células, era mas pequefia en los miocitos
ventriculares Tbx18 que en los miocitos ventriculares control (40.8+3.6 vs. 119+16 pF, respectivamente). Las
caracteristicas electrofisioldgicas y morfologicas de Tbx18-VM por lo general se asemejan a las de las células SAN
nativas (figura 8 y 9). Estos datos muestran que la transferencia génica somatica de Tbx18 en el ventriculo in vivo
produjo células SAN inducidas (iISAN) que recapitulan fielmente las propiedades fenotipicas clave de las células
SAN genuinas. La reprogramacion in situ fue eficaz y rapida en velocidad (tan solo cinco dias), ofreciendo un
enfoque novedoso para crear un marcapasos biolégico como alternativa a los dispositivos electronicos. Los datos
indican que en varias realizaciones las células iSAN tendran una proporcion de longitud a ancho mayor que los
miocitos ventriculares no transducidos. En varias realizaciones, esta relacion LtW sera mayor que aproximadamente
2, aproximadamente 4, aproximadamente 6, aproximadamente 8, or aproximadamente 10. En varias otras
realizaciones, esta relacion LtW sera aproximadamente igual a 15. En aun realizaciones adicionales, la proporcion
variara desde aproximadamente 10 a aproximadamente 12, aproximadamente 12 a aproximadamente 14,
aproximadamente 14 a aproximadamente 16, aproximadamente 16 a aproximadamente 20, o mayor. En varias
realizaciones, otras caracteristicas fenotipicas de las células iISAN se asemejan a las de las células marcapasos
nativas (por ejemplo, mas de cerca que las células ventriculares no transducidas).

Ejemplo 3: prueba de transformacion somatica a somatica en lugar de desdiferenciacion

Tbx18 es un marcador de progenitores multipotentes en desarrollo cardiaco, y se ha asociado con neoplasia. Se
sabe que las células madre pluripotentes (embrionarias o inducidas) se diferencian espontaneamente en células
marcapasos. De este modo, para reducir la preocupacion por la neoplasia. se realizaron pruebas para asegurar que
la transduccion de Tbx18 no produjera células marcapasos a través de un estado pluripotente/neoplasico, lo que
podria ocurrir al acelerar la desdiferenciacion que se sabe que ocurre en los cardiomiocitos cultivados. Sin embargo,
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los datos presentados en este documento indican que la morfologia similar a SAN de Tbx18-VMs no es indicativa de
regresion inespecifica. Por ejemplo, las VMs adultas desdiferenciadas pierden la forma longitudinal de "ladrillo" y se
vuelven mas bien circulares, similares a sus contrapartes neonatales, pero no se vuelven mas delgadas. Ademas,
indicando que Tbx18 induce una reingenieria especifica en lugar de la reversion a un estado fetal son los siguientes.
En primer lugar, la desdiferenciacion se acompafia de la reexpresion de genes caracteristicos del corazoén fetal, que
incluyen el péptido natriurético auricular (ANP) y la a-actina del esqueleto (aSkA). Ni ANP ni a.SkA se reexpresaron
en Tbx18-NRVMs (células iSAN); de hecho, la expresion de ANP estaba fuertemente suprimida (figura 5C y 5A, B,
respectivamente. En segundo lugar, la desdiferenciacion acercaria los miocitos transducidos a un estado progenitor
y mejoraria la expresion de los factores de transcripcion ventricular temprana, tales como Nkx2-5. En cambio, Tbx18
redujo el nivel de transcripcion de Nkx2-5 (figura 21), lo que concuerda con la conversion a células marcapasos
maduras, pero no con la reversion a un estado fetal. En tercer lugar, si la automaticidad de novo de Tbx18-NRVMs
fuera una consecuencia de la desdiferenciacion a un estado embrionario/fetal, se esperaria que el indice proliferativo
de esas células aumentara. Esto se debe a que el ventriculo embrionario crece por hiperplasia, una habilidad que se
desploma después del nacimiento. Por el contrario, la expresion de fosfohistona 3 (H3P, un marcador celular activo
mitotico) y la incorporacion de EAU (un analogo de BrdU, un marcador para la mitosis y la sintesis de ADN naciente)
fueron comparables en Tbx18- y GFP-NRVMs (n=3, Figura 5D). Finalmente, se espera que la reversion a un estado
embrionario requiera cambios epigenéticos extensos. La investigacion de 84 genes relacionados con la
remodelacion de la cromatina identificd solo diferencias globales menores entre Tbx18-NRVMs y GFP-NRVMs
(figura 5E-H). Ademas, la expresion de investigacion de 84 genes relacionados con la raiz verificd que los Tbx18-
NRVMs permanecieron diferenciados sin un aumento discernible en los factores de vastagos 2-4 dias después de la
transduccion (figura 10A). Estos hallazgos contrastaron marcadamente con el aumento de vastagos y la
diferenciacién disminuida observada en las células madre pluripotentes inducidas en relacién con sus fibroblastos
dérmicos originales (figura 10B). A la luz de los cambios epigenéticos especificos relacionados con el gen (figura
4C), se concluyo que la actividad de marcapasos de novo en Tbx18-NRVMs surge de la reprogramacion somatica
directa sin desdiferenciacion a un estado progenitor. Los cambios de pliegue en genes especificos se representan
como graficos de barras para Tbx18 (con respecto a GFP) e iPSCs (con respecto a fibroblastos originales) en la
figura 10C y la figura 10D, respectivamente. Se apreciara que, en varias realizaciones, podria usarse Shox2 en lugar
de o en conjuncién con Tbx18. En varias realizaciones, se seleccionaran uno o mas de los siguientes factores de
transcripcion para usar para lograr la transdiferenciacion: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5.

A partir de estos datos, se apreciara que, en varias realizaciones, las células quiescentes se diferenciaran por
transduccién a las células iSAN sin desdiferenciarse primero a un estado embrionario/fetal. De este modo, en varias
realizaciones, las células iISAN pueden presentar una morfologia similar a la de las células SAN nativas consistentes
con la conversion de células quiescentes a células iSAN sin desdiferenciacion. Asimismo, en varias realizaciones, la
expresion de ANP y aSkA se suprimira en las células iSAN. Adicionalmente, en varias realizaciones, las células
iSAN pueden mostrar niveles de transcripcion de Nkx2.5 similares a los de las células marcapasos nativas maduras.
En varias realizaciones, las células iSAN permaneceran diferenciadas sin ningin aumento discernible en los factores
de vastago. En varias realizaciones, esta transdiferenciacion puede ocurrir in vitro, mientras que en otras
realizaciones esta transdiferenciacion puede ocurrir in vivo. En varias realizaciones, las células quiescentes seran
mamiferas, incluyendo varias realizaciones en las que la célula inactiva es humana.

Ejemplo 4: diferenciacion de células madre embrionarias usando Shox2 a un fenotipo de marcapasos

Las células madre embrionarias pueden diferenciarse espontaneamente en agregados heterogéneos de
cardiomiocitos con propiedades auriculares, ventriculares y de marcapasos. De este modo, se realizaron
experimentos para comprobar si las células madre embrionarias podian estar sesgadas desde la cardiogénesis
aleatoria hacia un fenotipo de marcapasos dominante. Shox2 es un factor de transcripciéon embrionario esencial para
el disefio de las células marcapasos en el nddulo sinoauricular. Usando la sobreexpresiéon de Shox2, el programa de
desarrollo para las células madre embrionarias se inclind y dominé hacia los miocitos marcapasos. Se apreciara que,
en varias realizaciones, Tbx18 se podria usar en lugar de o en conjugacién con Shox2. En varias realizaciones, uno
o0 mas de los siguientes factores de transcripcion se podrian seleccionar para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5.

Resultados:

Se cultivaron células madre embrionarias de ratén en una capa de alimentacién de MEFs. La formacién del cuerpo
embrioide se cultivd usando métodos establecidos de cultivo de gota pendiente. El dia 3, se realizé el cultivo de
cuerpos embrioides. El dia 6, se realizd la siembra en placas de cuerpos embrioides en placas de cultivo tisular
(figura 11).

Se midieron los niveles enddégenos del ARN del factor de transcripcion en varios puntos de tiempo. Como se
muestra en la figura 12, los niveles enddégenos de ARN de Tbx18 aumentaron bruscamente tras la formacién de los
cuerpos embrioides y se nivelaron después de la siembra en placas de los cuerpos embrioides. Sin embargo, el
ARN de Tbx3 enddgeno disminuyd en relacion con las células madre embrionarias de raton. La figura 13 muestra la
administracion de vectores de expresion Shox2. Como se muestra en el grafico en 13B, el nivel de ARNm en
relacion con las células madre embrionarias de ratén control aumenté después de la tercera administracién de vector
Shox2 a niveles mas altos que las células madre embrionarias de ratén de control.
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La sobreexpresion transitoria de Shox2 en células madre embrionarias aumenté la cantidad de cuerpos embrioides
de latido espontaneo en 8 veces (80+27%) en comparacion con el control (9£6%) (figura 14A). Dentro de cada
cuerpo embrioide de latido, se encontraron dos focos de latido (2.1+0.8 por cuerpo embriode) en los cuerpos Shox2-
embrioides en comparacion con el control (1.0£0.6 por cuerpo embrioide) (figura 14B). El intercambiador Na*/Ca?*
(NCX1) y HCN4 son importantes para la electrofisiologia de los marcapasos. Como se muestra en la figura 15, el
nivel de proteina de HCN4 estaba regulado positivamente en todas las etapas de diferenciacion, con expresion
aumentada de la superficie celular en cuerpos Shox2-embrioides. La obtencion de imagenes confocales en la figura
16 también muestra un aumento en la expresién de HCN4 en relacién con las células control de GFP. El nivel de
proteina NCX1 aumentd > 6 veces en cuerpos Shox2-embrioides en comparacién con el control en las etapas
temprana y tardia de diferenciacion (figura 17). Este nivel comenzé a disminuir y el dia 14 después de la ultima
administracion del gen Shox2, el NCX1 fue 1.4 veces mayor que el control. Los potenciales de accion se propagan
principalmente por conexina (Cx)45 pero no Cx43 en el nodo sinoauricular, que se refleja en el miocardio
auricular/ventricular, la sobreexpresion de Shox2 condujo a un aumento en los niveles de transcripcion (~1.5 veces)
y proteina (-3 veces) de Cx45. Por el contrario, los niveles de transcripcion y proteina Cx43 se redujeron en cuerpos
de embrioides Shox2 en 33+5% y 30+10%, respectivamente, en comparacion con el control (figura 20). Esta
disminucion en la transcripcion de Cx43 se mantuvo por debajo del control durante el periodo de tiempo de 14 dias
del experimento (figura 21A). Por el contrario, Cx45 permanecié aumentado con respecto al control hasta el dia 14,
con una disminucion en el dia 7 después de la administracion del vector Shox2 (figura 21B). El nivel aumentado de
expresion de HCN4 y Cx45 también es evidente a partir de imagenes confocales de células que se transdujeron
(figura 22). La expresion de Shox2 después de la transfeccion también permanecio a niveles elevados con respecto
a las células de control transfectadas con HMBS y GFP (figura 23). EI ARNm de hShox2 disminuy6 después de la
transduccion del gen Shox2, que finalmente cayd por debajo del nivel de las células de control. Los niveles de
ARNmM de Tbx18 y Tbx3 en relacién con HMBS se muestran en la figura 24. Estos datos sugieren que Shox2
exogeno indujo un aumento en Shox2 enddgeno que dio lugar a cambios de expresion en una variedad de genes
que sugieren la generacion de marcapasos. Por ejemplo, se sabe que HCN4 es importante para la funcién de
marcapasos Yy su regulacion positiva de las células transducidas indica que i) estan tomando caracteristicas de
marcapasos debido a Shox2 y/o, ii) pueden ser Utiles como células marcapasos bioldgicas (por ejemplo, células
trasplantadas). Ademas, la regulacion positiva de Cx45, que es principalmente responsable de la propagacion de los
potenciales de accion, indica que estas células madre transducidas por Shox2 estaban sesgadas en su
diferenciacion hacia un linaje de marcapasos. Como tales, estos datos indican que Shox2 (solo, como se prueba en
este documento, o en combinacién con otros factores de transcripcion, por ejemplo, Tbx18) son utiles en la
generacion in vivo y/o in vitro de células marcapasos bioldgicas.

La sobreexpresion de Shox2 predispone la diferenciacion de células madre embrionarias singularmente hacia mas
células marcapasos, expresion aumentada de NCX1, HCN4, Cx45 y Cx43 regulado negativamente. Todas estas
caracteristicas son marcas distintivas de la biologia de células nodales SA. En varias realizaciones, se seleccionaran
uno o mas de los siguientes factores de transcripcion para usar en la diferenciacion de células madre embrionarias:
Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. Ademas, se apreciara que el uso de células madre multipotentes y/u otras células
madre pluripotentes también proporcionara marcas distintivas de la biologia de la célula ganglionar y/o la funcién del
marcapasos cuando se contacta con uno o mas de los factores de transcripcion descritos en este documento. Los
datos proporcionan una plataforma novedosa y eficiente para desarrollar marcapasos biolégicos a partir de células
pluripotentes.

Ejemplo 5: la automaticidad de novo responde a la regulacién autondmica in vitro y en el corazén perfundido intacto

Las células marcapasos SAN responden a las entradas auténomas con tasas de activacion alteradas. Para evaluar
las respuestas adrenérgicas y muscarinicas en células iSAN, Tbx18 y GFP-NRVMs se sembraron en placas en
matrices multielectrodo (MEA) para hacer el registro de potenciales de campo extracelulares de células de latido
espontaneo (figura 25A). La estimulacion beta-adrenérgica (con isoproterenol 1 uM) aumento las tasas de activacion
de Tbx18-NRVMs de 101+30 bpm a 183144 bpm (n = 12, p <0.05). La exposicidn posterior a un agonista colinérgico,
acetilcolina (1 uM), suprimié la velocidad a 69433 bpm (n = 12, p <0.05, figura 25B, C). En contraste, los GFP-NRVM
presentaron una velocidad de latido espontaneo muy lenta que cambié poco con isoproterenol o acetilcolina (figura
25B, C). La inmunotinciéon confirmé la expresion prominente de los receptores B-adrenérgicos y el receptor
muscarinico tipo 2 en Tbx18-NRVMs (figura 25D). De este modo, Tbx18-NRVMs responden apropiadamente a los
estimulos adrenérgicos y muscarinicos.

Se cred un modelo de enfermedad del bloqueo auriculoventricular (AV), que es una indicacibn comun para la
colocacién de un marcapasos electrénico, para investigar la regulacion auténoma de marcapasos bioldgicos
inducidos en el corazon intacto. Los registros electrocardiograficos de los corazones palpitantes, perfundidos ex vivo
(figura 28), revelaron latidos ventriculares ectépicos en 8 de 8 corazones inyectados con Tbx18, a una velocidad de
154 + 6 bpm. La polaridad y morfologia de los latidos ectdpicos fue idéntica a la de los latidos estimulados por
electrodos en la ubicacion de la inyeccion transgénica (figura 25E), que vincula el origen de los latidos ectdpicos con
el sitio de la transduccion de Tbx18. Por el contrario, la mayoria de los corazones de control mostraron un ritmo de
escape de unién del QRS estrecho a una velocidad promedio de 120 + 7 bpm (n = 7/10), que se origind en el
extremo opuesto del ventriculo (figura 25F). Los corazones inyectados con Tbx18 respondieron bien a la regulacion
autonomica; La estimulacion B-adrenérgica seguida de supresion colinérgica aumentd y luego disminuyd la
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frecuencia cardiaca a 235 + 19 y luego a 150 + 23 bpm, respectivamente (n = 7, Figura 25G). Colectivamente, los
datos demuestran que las células Tbx18-NRVMs responden a la regulacion autonémica in vitro y en el corazén
intacto con la cronotropia apropiada.

Se debe apreciar que, en varias realizaciones, podria usarse Shox2 en lugar de o en conjugacion con Tbx18. En
varias realizaciones, uno o mas de los siguientes factores de transcripcion se podrian seleccionar para su uso:
Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5. En varias realizaciones, las células iSAN pueden generar latidos ventriculares
ectopicos. En varias realizaciones, las células Tbx18-NRVMs (células iSAN) pueden responder a la regulacion
auténoma para alterar los latidos ectdpicos de estimulacidon de una manera sustancialmente similar a las células
SAN naturales. De este modo, en varias realizaciones, las células iSAN responderan a la regulacién autbnoma tal
como la estimulacion B-adrenérgica y la supresion colinérgica in vivo. En varias otras realizaciones, las células iSAN
convertidas a partir de células quiescentes in vitro pueden ser capaces de responder a la regulacion autbnoma. En
varias realizaciones, las células iISAN pueden generar pulsaciones ectdpicas a un ritmo controlado por regulacion
auténoma. Se debe apreciar que en varias realizaciones en las que las células iSAN responden a la regulacion
autéonoma, las células iSAN pueden funcionar para tratar una arritmia cardiaca en un paciente que padece dicha
arritmia. En varias realizaciones, las células iSAN que responden a la regulacion autébnoma pueden reemplazar o
complementar dispositivos electronicos de marcapasos en un paciente.

Ejemplo 6: El fenotipo de marcapasos inducido no depende de la expresion continua de la transcripcion de Tbx 18

Las células reprogramadas permanecen alteradas sin expresion de factor de transcripcion sostenida. Con el fin de
investigar la persistencia del fenotipo SAN, las Tbx18-VMs se aislaron 6-8 semanas después de la transferencia
génica inicial in vivo, y los niveles de transcripcion de Tbx18 se cuantificaron mediante RT-PCR cuantitativa de una
sola célula. Las transcripciones de Tbx18 presentaron un amplio rango de deteccion dinamica en Tbx18-VMs
aisladas solo 3 dias después de la transferencia génica in vivo (figura 26A, panel inferior). Para examinar la
durabilidad de la conversion a las células marcapasos tipo SAN, se examinaron 5 miocitos ventriculares de latido
espontaneo (114110 bpm, identificados mediante grabacion de video de células vivas o parche-pinza de células
enteras) aislados 6-8 semanas después de la transferencia génica in vivo. Los conjuntos de cebadores de PCR se
disefiaron para detectar Tbx18, troponina T cardiaca (TnT2, para verificar la identidad de los cardiomiocitos) y
GAPDH. Los niveles de transcripcion de Tbx18 en 4 de los 5 miocitos de latido espontaneo fueron insignificantes
(figura 26B, célula 1, 2, 3 y 4, panel inferior), cerca del nivel de control negativo (figura 26C) en miocitos ventriculares
que expresan GFP solo. Tomando la proporcién entre la longitud y el ancho de la célula (L-a-W) como el criterio, se
examind el porcentaje de Tbx18-VMs similares a SAN (células iSAN) hasta seis semanas después de la
transferencia génica inicial. Una proporcion significativa de células iSAN persiste, aunque el porcentaje tiende a
disminuir con el tiempo (figura 9C). Por lo tanto, en varias realizaciones, los efectos positivos persistentes debidos a
la administracion de células iSAN (por ejemplo, para tratar la arritmia cardiaca) persisten durante un periodo de
tiempo prolongado después de la administracion. Por ejemplo, en varias realizaciones, los efectos duran desde
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 3 a aproximadamente 5 semanas,
aproximadamente 4 a aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 5 a aproximadamente 7 semanas,
aproximadamente 6 a aproximadamente 8 semanas, después de la administracion, y los intervalos superpuestos del
mismo. En varias realizaciones, se realizan periodos de persistencia mas largos, dependiendo de la realizacion.

Se examind la persistencia del fenotipo de marcapasos inducido mas alla de los primeros dias de transduccién
usando el modelo de bloque AV perfusionado de corazén intacto. Tres a cuatro semanas después de la
transferencia génica, los corazones inyectados con Tbx18 demostraron ritmo idioventricular ectopico a 165+14 bpm
(n = 3/3, figura 29A), con electrocardiogramas consistentes con estimulacion biolégica del sitio de inyeccion de
Tbx18 (figura 29B). Ademas, estos corazones respondieron a la regulaciéon autonémica (figura 29C) de forma similar
a los corazones inyectados con Tbx18 a corto plazo (figura 25G). Tomados en conjunto, los datos indican que las
células tipo SAN mantienen la funcién del marcapasos incluso después de que la expresion exdgena de Tbx18 ha
disminuido, lo que indica una reprogramacion genuina.

A partir de estos datos, debe apreciarse que en varias realizaciones las células iISAN no continuaran expresando
Tbx18 después de la conversién de células quiescentes a células similares a marcapasos. De este modo, en varias
realizaciones, debe apreciarse que una administracion Unica de Tbx18 a las células quiescentes puede ser suficiente
para convertir las células quiescentes en células iSAN y para que las células iISAN mantengan su funcion de
marcapasos durante un periodo de al menos 6-8 semanas in vivo incluso si la expresion de Tbx18 disminuye en las
células iISAN. En algunas realizaciones, este periodo durante el cual las células iISAN convertidas mantienen la
funcién de marcapasos podria ser un periodo de menos de 6 semanas. En algunas realizaciones, este periodo
podria ser un periodo de mas de 8 semanas. En algunas realizaciones, puede administrarse mas de una
administracién de transcrito de Tbx18 a las células quiescentes. Ademas, debe apreciarse que, en varias
realizaciones, podria usarse Shox2 en lugar de o en conjugacion con Tbx18. En varias realizaciones, uno o mas de
los siguientes factores de transcripcion se podrian seleccionar para su uso: Tbx18, Shox2, Tbx3 y Tbx5 y/o
fragmentos funcionales o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, la administracion del factor de
transcripcioén o factores de transcripcion podria ocurrir in vitro. Se apreciara que en varias realizaciones la capacidad
de la célula iSAN para generar un ritmo ectopico después de la expresion de Tbx18 en la célula iISAN ha disminuido,
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indica que la célula iSAN puede ser apropiada para reemplazar o complementar un marcapasos electrénico en un
sujeto con una arritmia cardiaca o actuar para tratar dicha arritmia cardiaca en dicho sujeto.

Aunque las realizaciones de las invenciones se han descrito en el contexto de ciertas realizaciones preferidas y
ejemplos, los expertos en el arte entenderan que la presente invencion se extiende mas alla de las realizaciones
descritas especificamente a otras realizaciones alternativas y/o usos de las invenciones y modificaciones obvias y
equivalentes de las mismas. Ademas, aunque se han mostrado y descrito en detalle varias variaciones de las
invenciones, otras modificaciones, que estan dentro del alcance de la invencién, seran facilmente evidentes para los
expertos en el arte en base a esta divulgacion. También se contempla que se pueden hacer diversas combinaciones
o subcombinaciones de las caracteristicas y aspectos especificos de las realizaciones y que aun estén dentro de
una o mas de las invenciones. Ademas, la divulgacion en este documento de cualquier caracteristica particular,
aspecto, método, propiedad, caracteristica, calidad, atributo, elemento o similar en conexién con una realizacion se
puede usar en todas las demas realizaciones expuestas en este documento. De acuerdo con lo anterior, se debe
entender que diversas caracteristicas y aspectos de las realizaciones descritas se pueden combinar o sustituir entre
si con el fin de formar modos variables de las invenciones descritas. Para todas las realizaciones descritas en este
documento, las etapas de los métodos no necesitan realizarse secuencialmente. De este modo, se pretende que el
alcance de las invenciones en este documento descritas no esté limitado por las realizaciones descritas particulares
descritas anteriormente.

SEQ ID No. 1 - Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripcion 1, ARNm Numero de acceso -
NM_005996.3
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GARATTOTAGAGGO GO GGAGGGTGEIGAGGAGITCTCGCTITCTCTOGO T CCTCCOTCTC CGACTOCGTOTC T
I CTCT T T T T T T O CTC T T I TECC T TGT T CATTTITTTCCCCCTCTARATC CTCCCTGCCC TG
T GEA A A AT T T A AR G R AT T oG T A AT T T TAGGAC ARG EAACAGAGAGAGLIACGEGAGRRG
ARG CARGAT TTGEAT TGARACCGAGACACCOTOCGGAGGUTUGGAGURAGRGGRAGGAGGAGGAGEECGENG

R GAL S AT T T S A T T AR T T T T GATAGO G TG TAGAL GEEE ST TTARATCAGATTITITITITITITA
A GEAGAGACACTTTT TG T CT e TG e T Co T G T TAARA GO O GGG T CTAGCACAGUT GTAGACGCCACCAGCGA
ARG R G G GA A GG AR GR D AGA T AL GGG GGG AR AR GA A AR ARG TRAARAGTO TT U TAGLRGRACCT
TToACAT T TGO AR AR AR GAT T TAGGGGC TGGAGRGAGAT TOC T GEGAC GUAGLGU TG GAGTGTCTATTTOGRGD
TCARCEGCAGGECTOGGECGrGAGT CGAGAC CO TG TG TCCTCTCGCITCTGARRC CRACGTI TCAGRAGTGET
TTTTTAARARCGCARGGCACARGGACGETCACCCGEGCGACTATGTTTGCTGATTTTTCGCCTTGCCCTCTTTAR
AAGCGECCTCCCATTC TCC ARRAGACACTTCCOC T TCC CTTTGAAGT GEATTAGTT GTGATTTCTGLCTCCTT
TTCT T T I T T I T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T GAR T TAT CT T TG TTARACRATCARCARARD
AR AR A A AGC TGO GEACTTGTCCCCEECTGEAGCCCAGCECC OGO TG GAGTGRATGAGCCTCTC
CATGAGAGAT CCGGTCATT OO T GEGACAAGC AT GO TAC CATCCGTTCCTACCTCAC CGGELC GUCGGACTTC GO
AT AL EET U TG T CAL AL G G T T T T O GU Gl TGACGUT GUC TN AA L GG UGG UG LEIEUT
CTCGCTGOCGEECGCCC TG CAAGTCGATCATGGAT CARTTGETGEGEGCEECCGAGACT GLTATCCOGTTCTE
CTCCCTGEEECCCCAGGOGCAT CTGAGGCCT TTGARGACCATGGAGCCO GARGAMGAGETEGGAGGACGACCCC AN
GETECACCTGEAGGETAAAGARTTTGGGAT CAGTTTCACAAGC GELEGUAC CGAGATGETCAT TACCARGTCGEG
ARG GAATTT T T AT T T AR A T GAGAT T T TG TEGAT ARA AR GO CARATACATTTTATTGATGGA
AT TATAG TG T AT GAC T T CGT TAT A AR TTTCACAAT TCTCEGETGEAT GETEGUTGETAL GECCGACCTCGA
AATGECCARMCGAGGATCTACATT CACCCGEACACCOCOGCTACTGEEEAACACTGEATGTCCAARGTCGTCACTTT
AR T AR AT AL AR AR ATTTOAGAC ARAC AT GGATTTACTATATTGARC TCCAT GCACARATADCA
B CGGTTCCACAT TG TAAGAGC CART GAC AT CTTGRAARCTCCCTTATRAGTACATTTCGGACATACTTGTTCCD
A A T R AT TR T e G T G T A T e A TA S A G R T AT A A CATAACC CAGTTARRAATAGA CAACARCCCTTT
TECARAAGGTTTCCGEGACACT GRARATGECCEARAGAGARMARMAGARAMA CAGCTCACCCTGCAGTCCATGRGGET
GTTTGATGARAGACAC ARAARAGGAGAAT GEGACCTCTGAT GAGTCCTCCAGTGAACARAGCAGC TTTCARCTGCTT
G CCAGECT IO T IO IO AT OGO T AL T GTAGGGACATCGARC U TORARGAT TTATGT OO CAGC GRGGGT GA
GAGCGACGCCGAGG I GAGAGC AR A CAGGAGCATGLOCCCGAGGOC TGO GACGOGGUCARGAT CTCCACCATCAT
T CEGAGEAGC TGO GT GAC ARG GG AR Co UGG TCARGGCTCAC CTTTTCGUT G T GAGCGEC OO CGEEA
CAGCGEGLGECTGGACARAGCGTC GO CCGAC TCALGLCATAGC CCCGCCAC CATCTOGTCCAGLACTCGEGGCCT
GEGCGGEAGGAGT G AGGAGC Ul GET TG GAGGLUAC RGO G UGEUCAAGGIGGRAAGAG G GUGCGUGITIOD
GEECAAGGAGGCCTTCGOGCCGCTCACGGTGCAGACGRACGOGGECECC G GCACCTGECCCAGGGCCCCCTGOC
IGGCCTCEECTTOGCCCOGEGL CTGECGEEC CARCAGTTC TTCAACGGECACCOGCTCTTCCT GCACCCCAGTCA
GTTTGOCATGEGEGECGUCTTCTCCAGTATGGUGECCGUTGECATGEGT CCCCTCCTGECCACGGTTTCTGGLET
CTCCACCGEIGTCTO GGG CTGEAT TCCACGGOCATGECCTCTGUCGLT GUGGUGCAGGGACT GTOCGEGGLETE
CECEECCACCCTECCC T TCCAC CTCCAGCAGCACGTCCTGGCCTCTCAGGGOCTGGUCATGTCCCCTITCGGAAS
CCTGETTCCCTTAC OO TAC A GTACAT GG GUAGCGGLGGLCGCCTCCTCTGUGGUAGCC TCCAGCTCGGTGCA

24



ES 2685319 T3

oG CAC O TTO T AAT CTGAR AT A TGO EC OO GEC TGO G TACAGD O TAC T ICAT OO CEGTG O IGHET
CCCGGACGECAGCAGTCTGCTCACCACCGOCCTGOCCTCCATGGIGEEGECCGCEGREECCCCTEEACGECARLGT
GGl TR OGO AGC O GG CTCGGTGECAGT A TOGG U T T GAAC T CARCAGC CGUTCCTOCACGET
T T ARG T AT T O T TG T G AR R T TGO GO G GAGAR ARG U GG CACCAGC GARCTGCAGAGTAT
CCAGCEETTGET TAGCGEC T TGEAAGCCALGCCGEACAGETOCCECAGCECETCCCOGTAGRACCCGTCOCAGACS
eI CTTTT AT TC AT C AT TCASGC TGO CET GCACTTTGTCGGATATALRATAMACCACGLECCCECCAT GG
eI TAGC T TCCTITTGCAGT TGUGTCTGLGARAGGEGLCCCGGAC TCC LT UGAGAGARATGTGUTAGAGACAGCT
CCTGTCT IO T GGG TGGT I TATAT G TCCGGGAT CTGGAT CAGATTCTGEGGGUTCAGARACGTCGGTTGCAT TG
AGCTACTGEEEGTAGGAGT TCCAACAT TTATGTCCAGAGTAAC T TCCAGCARGGCT GEGTCTGGLETCTCTGCCCAC
CAGGCGGEEAGGT T TCAAAGA CAT CTCCCTCAGT GO GGAT T TATATATATATTITTICCTICACTGTGTCAAGTG
A A R R R AR R AT T T T AR A N AR A R A T LA AR T GAR A AT TARCAT AT TOTGTTTGTGOAGATT
AR T TTATAGGGAC TTGCATTATCGETTCTCARTAARTTACTGAGCAGCTTTGITIGEGGAGEEARGTCCCT
A AT T TE T T TG T C AT AT TAA AR A A T T T T T T T T TAR TAT T CT TG T CATGTTTICAGAGRCCGCTGTA
GETCTCT T T TGCATGTCCACAGTAATGTAT TTIGTGETTTTTATTTTGARACGCTTGUT TTTAGAGAGARARCAAT
AT A T T T T AR T O T T I G T CRA R T AT GAC U ARG ARG EGEELRATITARAGLGRAGS
AGTEGECALA A A AT AR AN TG T TTATTATAT CTAAGT TCTGTAGCAGGATTCATGTCGTICTITGACAGTTC
ITICTCTITCCTGTATATGCAATAACARGGTTTTARARARATAATAARGAACTGAGAC TAT TAGACAAMGTATTT
ATCTART AT TT A TAAC T CT TG T A RA T A TCGAATAT GAAT G T TGGAARATTARACTTTARTITATT GACAT
IGTACATA G T T T AL A TAGR A T T AR C TG T CAGGT TTTGIGTITCITGTTITICCTTTAGTTGEGTTTATTT
CCAGGTCACAGAATTGC TG TTARCACTAGAA AR CACACTTCCTGCACCARCACCAATACCCTTTCAAAAGRAGTTG
ToTGCAACAT TTTTGTITTCTTTTTTAAT GT COAARAGT GGG GAARAGT GCTATTTCCTATTTTCACCARRATTG
A AT G A TT T G T A TTC ARAT T TTARRATAT AR CTCAGA T TGO TETGLEEEAGEERGERS
ARG I G eI T IGAC T T T I TAAT T T T I T T I T GTIAT T TCTATT IGCTAGTCICTGATTITCCTCARARL DG
ARGTGEAAT T TACTAC TGT TG T CAGTAT GG TG T TTTGAR T TGG TGO TGO U TATAGAGATATATTI CACAGTTCA
ARG T AL T B T GAGAGAT GG TT TARA A ARA TTCAT AR GG TATATTTTGTGTTATAGTTGTTIGATGAGTTC
ITIGGITI T IGTAT TIT T e T T T T TAR AR AT CAC T GARATTTCARTARATTITTATTGARATGTCTAS
AAADAAAAMAAARADRAPRNADARNADAR N

SEQ ID. No. 2 - Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripcion 2, ARNm Numero de acceso -
NM_016569.3|
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GAATTCTAGAGGCGECGGAGGGTGGUGAGGAGCTCTCGCTTITCTCTOGCIC CCTCCCTCTCCGACT CCGTCTOTE
TCTCTCTCTC T T T eI C T O T T e T T T T TG T IO CATTITITC CCCCTOTARATCCTOOC TGO TS
CECECCTEEACACAGATTTAGGAAGCGAATTCECTCACGT TTTAGGACARAGRARAGAGAGAGAGECACGREAGAAG
ARG ARG T TTGEAT TEARR D GA A AT O TO D GEAGGO T GGABIAGAGEAAGGAGGAGEAGGGOGEDG

O GRA G CAGT T T G AR T TCARGTTTTGATAGE GC TGS TAGARGAGGET TTARATCAGATTTITITITTITIITITA
A ARG G CACTTT T TG T T O T e T o TG T TRAR GO G EG TCTAGCACAGO TECAGAD GO CACC AGC G
GARAGAGLGAGAGGRAAGACAGATAGGGGGLGGEGEAAGARGAMAAAGAARG G TAAARAGTCTTCTAGGAGAACCT
TToRC R T T TG AR AR AR A TAG GGG TG R GAGA AT IO TG LA GO AGGGC TEEAGTGTCTAT TT CGALT
LA GG AGGG T GGE G GAG T U GAGA L U TG TG IO T T OGO T T CTGARRC CRACG T TCAGRAGTGED
ITITTARAAR A GO A AR A GCA T GET A GG GAC TAT CTTTGCTGATTITTCGCCTTGCCC T TTTAL
ARG GECCTCCCATT O T o ARARAGACAC TTCCCC T TC O CTTT GAAGT GCATTAGTTGTGATTTCTGCC TCCTT
TTCTITI I T T I T T T I T T T T T I T T T T I T O T T T TGART TAT TGO TGO TG I TRARACARCARCARDLD
AR CAACARRACACKGCAGC TGCGGACTTSTCCCC GG TGRAGCCCAGCGUCCCGCCTGGAGTGRATGAGC CTCTC
CATGAGAGATCCEGTCATTCCTGEGACARGCATGECCTACCATCCGTTCCTACCTCACCGGECECOGGACTTCGE
CATGAGCGCGETGUTGGETCACCAGUCGECGTTCTTOCCOGUGL TGACGUT GCCTCOCAAC GGUGEGEIGETIECT
CICGOIGrCGEECGC o IGGrC ARG CGATCATGEAT CAR T TGGIGGGGECGEUCGAGACC GGLATCCOGTTC TS
CTCCCTGRGGLCCCAGGCGCATCTRAGGCCTTTGARGACCATGGAGCCCRARGARAGAGGTGRAGGACGACCCCAR
GETECACCTGEAGGCTAARGAA CTTTGECAT CAGTITCACAAGC GEEECAC CCGAGATGETCAT TACCARGTCGES
ARG GRAT T T T T AT T AR T AGA T T T T GGG U TGGAT AARRAR GO CARATACATTTTATTGATGGA
CATTATA GO TGO TGATCAC TG TG TTAT AR TTTCACRATTOTC GO TGGAT GOTGOUTGETRAAGGLCGAC OO GA
AT G CAAN GAGGAT G TACAT T CAC O GGACAGC OO e TAC TG G GAACAGTGGATGT CCARAGTCGTCACTTT
CCACARACTGARRCTCACCARCAACATTTCAGACARACATGEGATTTACTTTGGCCTTCCCAAGT GATCACGITALC
BTGGCAGGGGAATTATAGTITI GG TAC TCAGACTATATTGAAC T CCATGCACARATAC CAGCCCCSGTTOCACAT
TGTAAGE G AR T GA AT TTEARA T OO T TATAGTACATTTO BGACATACTTGTIC OO C GARAC TGAATTCAT
T GTGA TG AT A CAGAR T A TAA A TAA TG T TARA A TAGACRACAACCCTTTTGCARARGETTITCCG
GEACACTGERARTGECCGAAGAGRARARNGARRAACAGCTCACCCTGCAGTCCATGAGGETGTTTGAT GARAGACH
CRRARAR G GACRAT GEGAC T T GAT AT TOCAGTEARC ARG CAGC T TTCARC TGO TTO GO CCAGGUTTOTTE
T ARG GO T A TG TAGG LA AT AR CTO AR A CATTTAT T OO AG T GRGLET GAGRG U GACGUD GAGET
CEAGAGCARAGAGGAGCATGECCCCEAGGCC TEC RO EECCARGATC TC CACCACCACGTCGGAGGAGCICTS
COGTGACRAGGGCAGC O GGG T CARGGCTCACCTTTTO GO TGLT GAGCGLCCCCEGEACAGLGEGC GEGCTEEA
CAAR G TC GO CGAC T ACG L AT A T G CACC AT TCS TOC AGC AL TCECGECCTEGEUGLGEAGEAGTS
R GGAGC O GET T O G AL A A G UGG ARG TR EARGAG UG IEU UG T U GEGUARGGRGEICTT
CECGECCGCTCACGET GCAGACGGACGCGGLCGECECECACCTGGUCCAGGGCCCCCTGCCTGGECTCGRECTTCGE
R LT EEC GG CARACAG T T O T TC AR GEGCAC TG TC T T CTGLALCCCAGCCAGTT TGCCATGGEEEG
LGOI I CAGAT GG GGGl TG AT GG T O o T TGG L CAC G T TTCTGEGGIC TC CACCGRTGTCTE
EGGCCIGGAT IO CACGEUCATGEC U IO TGO G TErEEUGCAGGRAC TG ICUGEEEUGTCCGCEGUTADCOTGOD
CTTCCACCTCCAGCAGCACGTCCTGECCTCTCAGGECC TGO CATGTCCCCTTTCGEAAGCCTETTICCCTTACCC
CTACACGTACAT GG GrAG GGG G T TOTSOGECAGIC TOCAGU TOGGTGUAC CGUCACC OO TTOOT

26



ES 2685319 T3

CAATCTGAACACCATGCGCCCGOGECTGCGC TACAGC IO TACTCCATC CCGGTGCCGETC CCGRACGGCAGCAG
TCTECTCACCACCGCCCTGOCCTCCATGECGGIGGICECEGGECCCCTOEGACGOCARAGTOGEOGCCTGGIC G
CAGCC GG TCEGTGECAGT GEACTCGEEC TCT GAAC T CARCAGCCGCTCCTOCACGCTCTCOTCCAGC TCCAT
T T TG TG AR R T TE O Gl A AR R AL GEC AT AR GRA T GrAGAGC AT CCAGCEETTGETTAG
CEGCTTGEAAGCCAARCOGGACAGRTCCCGCAGCGUGTCICCETAGACCCGT COCAGACACGTCTITTICATTCCA
GTCCAGT TCAGGL TGO CETGCACT T TG T CEGATATAARATAARCCACGEECCCGOCATGECGTTAGCCCTTCCTT
TTECAGT TG T O T GG GAA GG G G GA T T T U GAGAGAAT G TGU TAGAGACA GO IO CTGTUTTOT TGE UG
TG CTTTATAT T GG GAT CTGEAT CAGATTCTGEEGEC T CAGARACGT CGETTGCAT TGAGC TACTGEGGETAG
GAGTTCCAACATTTAT GTCCAGAGC AR TTCCAGCAAGGITGETCTGEETC T TS CCACCAGECGEGEAGET GT
TCARAGR CATCTCCC T CAG TG GGRATTTATATATATATITITCCTTCACTGT GTCARAGT GEARLCARA DA CAR AR
TCTT T AAAA A AR AL TG GGACAA G TGARC A AT TAACATGATTO TG TTT S TGCAGATTARARACTTTATAGGS
AT TG AT TAT Ca G T T T AR TAR AT TA T TCACCAGCTT TG T T TEGEGAGGEAAGTCCCTACCATCCTTGTITIAG
TCTATAT TAACAE AT TG T T I T I T TAATAT T CT T T AT T I T I CAGAGCCGC TG TAGGTCTCTTCT TGCAT
GTCCACAGTARATGTAT T TG TGGTITITAT T I TGAACGUTTGUT TITAGAGAGARAACARTATAGCCCCCTACCOT
T RAT T T TG T A AR T CAGT GAC O AR GG A CEEGEGAT T TARAGGGAAGGAGT GEETARAATATA
TR TCAATTTATTATAT CTAAGC TC T GTAGCAGGATTCATGTCGTTCTTTGACAGTICTTTCTCTTTCCTGTA
TATGCAARTAACARGGTTITTAARARARTAATAARGAAGTGAGACTATTAGACARASTATITATGTAATTATTITGAT
AT T T T AR T AT EGAARTAT GAAT U T T GARAATT AR TTTAATTTATTGACATT GTACATAGC TITGT
GTAAA T GAA T TG A TG T AGGT I T T GG T IC T IGI I I IO TITAGT IGEGTTTATITC CAGGT CACAGAATT
GCTGTTARACACTAGRAAMRCACACTTCCTGCACCAACACCARTACCCTTTCARARGACTIGTCTGCAACATITITS
TTTTCTTTTT TAARTGT CCARARAGT GEGEGARAGT GCTATTTCC TAT TTT CACCARART TGGGERAAGEAGT GUC AT
TTT ARG TR T T AR A TT T TRAAR A TA TR A TRAGA T TR TR TG EGAGRGARGRGEECRGAGGITRIGET
T GA T T T T AR T T T T T T T T TG I TAT T I GTAT T T TACTCTCTGATTTCCTCARR A CGARGT GEAATTTACTA
CTGTTGT CAGTAT CGGTGTTTTGAATTGGTGCCT GCCTATAGAGATATATTCACAGTTCAAAAGTCAGGT GUT GA
GAGAT GGTTTAARGAC AR TT AT GARGGTATATTITGTGTTATAGTTGTTGATGAGTICTTTGGTITTITCTGTAT
T LT T T T A A AT A T GAA R T T T AR AR A TT T I TAT T CARATGT U TALALAARARARAALAAD
DADML DA AD A MO ND

SEQ ID No. 3 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 1, ARNm Numero de acceso -
NM_000192.3
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CATGCCTIATGCARGAGACCTCAGTCCCCCGGRAACAACTCGATTTCCTTCCAATAGAGGTCTGAGETGRACTCCC
ACCTCCCTTC LT GAAGAGTTCCCT T e TCC O T T TAAGAA R G TCGAT CTTGGCTCTATTTGTSTCT TATGT
T AT R T AT T T o GEAGAR A GGG TTGETTTATGTCTTTAT TTAT T CGGEGOCRAGAC GTOCGEA
A CTGTGEI TGl G AGA GG A TGATAG G GAAGA CEAGAGARAT TTACCTO DGO GO TGO O CAGDT
ARACGTGACAGC UG GEECCEETTECEIGACTCOTGACGTCTCCAAGT CCTATAGET GCAGC GECTGET GAGAT
AGTCGCT AT G L TG T TG T CTTTAT TTTAC T Ge GG TAT G CTGLTARTAARCASTAATATITAATTTGTCGS
A AR AR R A TTGAG TG ARG GTAC T GO T T T TTGAC AGR UG T TRGARGRAGRC CTGGUCTARRGA
EGTCTCTTTI GG T GG T T T TTCARAGTCTICAC CTEAG T TGO TCTC CARC GAGEC GCACTCCTGGUTTTTGE
GCTCCAAAGARAGREETGEGATAGT TEGAGAGCAGARCITTGOECEGEIACAREECCOT GEGOGCATCATGEICGA
CECAGACGAGGGUTTI TG CT GG GCACACGCCTCT GGAGCCTGACGUARARGACCTGCCCTGUGAT TCGAARCT
CEAGAGCGUGOT CGGEE O CAGC ARG T LG TG TC O CCGCAGGT O GO T TCACC CAGCAG GG U AT GGAG GG
AR ARAGTGTT T T AT GRAAAGA AR TG TG TARAR TTCCAC GARAGTGGECACGGAAAT GAT CATAACC AR
GECTGRAAGGCGEAT I TTCCCAGTTACAAR GTGARGETCACGGECCTTAAT COCARAATGAAGTACATTCTTCT
CATGGACAT T GTACCT G GAC GAT CACAGATACARATTCGUAGATAATAART GGTUT GTGAC GGLCARAGT T GA
GGl AT U TGEC O G CT G TACGTGUAC CoAGALTCCCCCGUCACCGGEGUGCAT TGGAT GAGGCAGCTTC LT
CTCCT I CAGARACTCAAGCTCACCRAACRACCACCTGRACCCATTTGGGLATATTATT CTARATTCCATGCACAL
ATACCAGCCTAGRTTACACATCGTGARAGCGGAT GAARATAATGEATTT GGCTCAAMAARTACAGCGTTCTGCAL
TG T T T IO T GAGA TG G TTTATAGCAGT GAC TTC U TAC CAGAAC CACARGAT CACGCARTTARRGATT GA
CAATART O TT TG CARAGGATTTOGGEECAGT GATCACATGGAGC TGCACAGAATGTCAAGRATGCAARGTAR
AGANTAT O CGT GG T CCAGGAGCAC T GTCAGGCAA R AR STEGUCTCCAACCACAGT CCTTT CAGCAGT GAGTE
T oGAGCTCTC T CAC T CATCCAATTTGGGE T CCCAATACCAGT CTGAGRATGETGTTICCGGCCCCT CCCAGGR
CCTCC TG TR CCARCCCATAC C AT T O CAGGAGCATARCCARRTTTRACCAT TETAC CARGAGGAARGE
BGAAGRATGT TCCACCAAGAC CAT IO TAT ARGRAAGUCC TACATGEAGRCATCACCCAGT GARGRAGRATTCCTT
CTaCCECTCTAGCTAT CCACAGCARCAGGEC CTGEET oo TCCTACAGGACAGAGTCGGTACAGCEGECARGCTTS
CATSTATGCCAGCTCTGCGCCCCo AR GAGCCTGTRICCAGCCTAGAGGACATCASC TGCAA CACST GGCCARG
AT T T TAC ARG A TG A T O AL C AT GrAGCCCATGEACAGECTACCC TACCAGTACTTCTCC G
T AT T A T GGG T e T O T O EG TGO TG AT GO AR CAT GEC T OO CCACAR U TG GAGAGES
AATGTTCCAGCACCAGRCCTCCGTGECCCAC CAGLC T ET GG T CAGGCAGTIGTGEECCTCAGAC T GECCTGCAGTT
TG A T T oA T GAGT T CTC TAC T T AT G G TGO CARGLACTCTATCCCC TCAT CAGTACCA
CTCTGTGCACGGAGTTGLCAT LT G CAGAG T GEAG U GACARTAGC TAAAGT GAGGLC TGUTT CACAACAGA AT
I TR G A R AR A A R G A A A A AR G G A G A AN CEAGRCAGACACTAGC CARGAGRAT U CRC GGATA
AGATTITTTCAT T T CAC LA TG T TCACATCT G ACTCAAGGTCGUTGEATGUTGATCTAAT CAGTAGC TT GARACT
CACARTTITAARARATGTGACTTTCTTGTITT GTC TCARAAC T TARARAARACARACACAARAAGATGAGTCCCALT
AT A A A A O AT AR CAG T CACAT TCAC G TAC TCCCCAGAT CTCTTC COCCATTCCTTCTTTITG
BT TAGAR AT T TGO T AT TGAGT T I TIT O CTAG TG GTAGTT GGAGT CTET CCUTGICTTGRETGTTAL
IeTTGACAT TG TATAT AR TAA AT AT A TATATTTTTTTCTI TCAATTTTCTTAATGGGACCCAGTCCCTTATT
TELGGLGAGE T TGAGGCAAGTATAT TTCARAARTAT GTAC T TGU GGGAT TCCCTTCAAGTAAALUCATC CCTGARR
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A AT T AT T T T T A T A A G A A R A C A CTA O T T GO CAT CTCATGTTTCTCARAAGCCTC TGTAT
GBI AT T TG T T TG T I T TG T TG T T O T CAAT AT CACG TGO TCAGTTTTOOC TCTACTTACC CATGGAS
TCAGGATAMCACTGACGCT CeC TG AT CCTATCTTATTCAGC CCTACCAT CTTGCCAGCTCTGTCTTTCCAGCT
GTCTGTCGCTARRRCGT GG CCTATAGCTTCCCTT OO GEARAGC TTGOTT TGARAARACTTARRARGCCCCCGTTITA
LAl GTAG G AGGAT TG GATAACAG TG ARG TC TG T G T GACARGAGT IGT GEACAARAAGTCAARATAARTAT
T T GAT AL A R A TTTTTITTGARARARACAA GO CAGCCCCAACCTTOCARACCTCCATCACCAATAAD
CCARACTGGATGT CARGCARRATGCACARTTCCTACAGARGAGGCARAGACACAGTCACCAATGATATCTCGCC

AGARACCACGUCCACACCARTGUCARCACARARCTGTGTTTAC T GAAAG CCGARAACAGTATTARARARAGT TG
TAAGT AR AGTGTTAT G S TAGGGT IO TTCAGA TG TAATATTTTAC TGETACTATTTATTTATEARTAGGRATTCTA
AT TAAGTAAT AR AT AR T AR CCAGCATAGGAGC TGO CARGAGU TTITARTITTAT TGATACTCARRADT
AL GTTTGT GTTIT I I IGT I T I I TIT I GT I T I TI T T T T T GAATGTG O TT TG T T TITTI TGATTARRAAGAAT
TTITTTTTTCCTT T T T TATARACAGACC CTAATAARGAGRAACAGEGTAAGATGTGAGGCTGAGTSTSTTTAASTA
CoTEAGAGAGTGTGAGTGT GTTITGTAAGTGAGTGTCCCTATGCGAT TATGTCTCTTITACGT TGETAAGEGEGEAG
BT A GGATT ARG A TG TG CTTATAT T T AT G TG AR T TAA TGO O TRATARATAC CAT GTEOTTARACARGT

SEQ ID NO. 4 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 2, ARNm Numero de acceso -
NM_080718.1

ATGGCCGACGCAGACGAGGGCT TTIGECCTGECECACACGICTCTGGAGC CTGACGCRAALMAGACCTGCCOT GUGAT
TCGAARC CCGAGAGCGCECTCGEEGCTCCCCAGIAAGT CCCCGTCOT COCCGrAGGC OGO T TCACCCAGC AGEGT
ATGGAGG AR T ARAGT T T T T CATGARAGAGARCTGT L TAARAT TCCACGRARGTGGECACGGARATGATE
ATRAC ARG T GGARGECGEATGTTTC U AGT TAC RRAGTGRAGGTGACGEGCCTTART U DU ARAR T GRAGTAC
AT T eI AT GaEA AT T T A T G A GAT CACACATACAAR T TG CAGATAATAARTAETC TETGACEEEE
ARAGCTGAGC LG CAT G C TG OGO TGTACGTGLAC CCAGAC T OO OO GUCAC CGGGLLGCATTGEATGAGS
AT TCGT T O T T AGA AR TO ARG TCAC AR AR T A T TEGACCCAT TTGGECATATTATTC TRAATTOD
AT A AR TA R TR GA T TR R R TG T AR AT AR AR TAR TEGATTTGGO T AR RARATACALGDG
I T GCA T AT CT I T e CTGAGAC TG CGT TTATAGCAGTGACT T CCTACCAGAACCATARGATCACGCARTTA
AAGATTGAGRATAAT CCCTTTGO CARRG GAT TTCGGEECAGTGATGACATGEAGC T GCACAGAATGTCAAGAAT G
CARAGTARAGAATAT CCCG TG T OO U CAGGAG AL CGTGAGL T AAARAG T GLUCTCCARCCACAGTUC TTTCAGT
A GAGT CTCGAGCTC IO T CCACC TCAT CCAATTTGGEETC AR TACCAGTGTGAGAATCCTCTITCOGGICCC
TCCCAGGACCTCCTGoCTCCACCC AR O CATACCCAC TGO CCCAGGAGCATAGCCARATTTACCATTGTACCAAG
AGGARRGGTGAGT T GAT A T GET CAATTTGUTTTCTTICTTACCTTITCCTITCC T TGLGTTGLGGGT GA

SEQ ID No. 5 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 3, ARNm Numero de acceso -
NM_080717.21
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CATGCCTTAT GCARGAGAC CTCAGT OO CCGEAACAATTCGATTTCCTT CCAATAGAGGTC TGAGETGGEACTCCCT
AT T TG T GAAGAGT T CT T o TCC O CT T TAAGAA R G T CGATCTTGGCTCTATT T GTGTCTTAT GT
T AT R T AT T T O GG A G GGG TTGETTTATGTCTT TAT TTATTCCCGEGGOCAAGACGT CCGEA
ACCTGTGET Gr G AGA GG ACTGATAG G GAAGARC EEAGAGARAT TTACCTC OO GUC G TGO CTCAGTD
ARACGTGACAGC GG GGG GG T T e TCACT CGTGACETCTCCAAGT CCTATAGET GCAGC BECTGET GAGAT
AGTCGCTAT OGO TG T TGO CTCTTTATTTITACT GG ETATGCCTGGTAATARARACASTAATATITAATTTGTCGS
A AR RRA AR T T GAGC TG A TR ET GO T T IO TT GAC AGA DG T TEGARGRAGAC CTEEC CTARAGE
EGICTCTTITIGGTGG T T T TTCARRGTCTIC A CTGAGT CCT G TCTC CAGCGAGEL GUACTCCTGGITTTTGE
BT CRAA A AGA G TGO GATAGT T ECAGEECAT GEAGGEAATCAA AT STITCTCCATGARAGARAACTETGGET
TAAARRTT CCACGAAGT GG LA GGARARAT GAT CAT AR CAR GG T GoAAG G GGATGTTICCCAGTTACAAAGT G
AGGTGACGGECCTTAAT COCARRAAC GARGTACAT TCTTC T CAT GLACAT TGTACCT G CGACGATCACAGATACA
AT GUAGRTARTARA TG TC TG T A GGG RAR G TEAGCCC U CAT GO TG CGCUT GTACGTGUAC A
ACTCCCCCGCCACCEGGECGCATTGEAT GAGGECAGCTCGTCTCCTTCCAGRARCTCARGCTCACCAACAACCTACT
IEGAC AT T TGLGCATAT TAT T TAART T CAT G ACARATAC CAGCCTAGATTACACAT CGTGAAAGC GGAT
ARRATARATGEATT TG T AARAAA T A AGCGTTU TG A TCAC T CTTTOCTGAGAC TGUGT T TATAGC AGT GA
T LA AL A AR AT CAC GO AATTARACAT TCAGAR TAATCC DT T TG CAAAGGATITCGGEGECAGTG
ATGACATGGAGC TGCACAGAAT GTCARGAAT GCAARGTAMAGAATATCCCGTGETCCCCAGGAGCACCGT GAGGT
ARAAAGT GGECT AR CACAGT T T T CAGCAG U GAGT U TCGAGC TC T CTCCACCTCATCCARTTTGLGETCCT
AATACCAGTGTGAGARTGGTGTTICCGGUCCCTCCCAGGACCTCCTGUC TCCACCCRACCCATACCCACTGCCCT
AGGAGCATAGCCAR AT T TACCATTGTAC CARGAGGAARGAGGAAGAATGTTCCATCACAGACCATCCCTATAAGS
AGCCCTACAT GGAGACATCACCCAGTGAAGRAGATTCCTTCTACCGCTCTAGC TAT CCACAGCAGSCAGRGCCT GE
GTECCTCCTACAGGACAGAGTCGGUACAGUGEIAAGUTTGCATGTATGU CAGCTC TG GUCCCCCAGUGAGUCTG
TR TAGRGGACATCAGU TG ARCAD GTGECCAAGCATGLCTTOCTACAGCAGCTECACCGTCRCOCACCG
IGCAGCCCAT GEACAGGCTACCCTACCAGCACTTCTCOGOTCACT T CACCTCGOGGICCCTGETCCCTCOGECTGE
CTGECATGGC CAMCCATGGCTCCCCACAGOT GEGAGRGGEARTGTT CCAGCACCAGACCTCCGTGRCCCACCAGT
CTGETGET AL AGT T e T AGAC TGO e T GCAGT CC e TG CAC OO TTCAGLC OO TGAGT TCOTCTACT
AT GGG G ARG G A TCTAT e TCAT CAGTAC A TC TG T GUACGEAGTTGECAT GETGUCAGRAGTEEA
B GA A TG T AR AT GG TG T T CAC AR CACA AT TTCC TAGAGAA R EAGACAGAGAGAGEAGRAATA G
GAGARGGAGRAGAGACAGTAGC CARGAGARCC CCACGGACAAGATTTTTCATTTCACCCAAT GTTCACATCTGZAC
ToAAGET G TGGAT G TGAT CTAAT CAGTAG T TGARAC CACART TTTAARAATGTGACTTTCTIGTTTIGTCT
CARA AT T AR AN L A A A A AR AR A AT AT CC A SO CAC TAC CACCACACCCAT CARCCAGUCACATT
A LA T CAGATCTCT T O O CAT T C CTTCT T T TG GG T CTAGARAGTCTTGCCTCATTGAGTGTITITC
AL TG AGT T GAGT T T TG T T TG TG T TAAT GT T GACAT IGT TATATAATARATGATARTATATT
TTITTCTTITCAATTITCTTAAT GGGACC CAGT U CTTAT T TGGGLGGAGLTUTGAGGCARGTATATTTCAAARTA
LA T T GG GCAT T T T AA G T AR AT e O T CAA R T TARA T TCAC T T TC OO CTTGAC TAAGAR ARG
CCTACCTCTGCCATGTGATGT T T TEAARAGCCTCTGTAT GTCCCCATTTGCTTTGGTITIGTICCTIGCCTICTCC
ARTAT AT T AT TT TG T A T TAC AT A TCAGGATAA CACTGAC GO TOCCT GGUAT O TATCT
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AT T oA TAC AT T TG CAGC TC TR TC T I TCCAGCTGTCIGT O TARR A GTGGIC TATAGTTTCOCITE
AR AT T G T T T GAA R AR CTTAR AR A G O O T T TACAT G TAGECAGCAC TGTGATARCAGTGCALGITCT
GTGTTGACAAGAGTTGTGGACAARAR G CAAART AR ATATTCTTCCTGATTARAAAARATTITTITTTGARS RO A AT
AA G A AR T T CARAC T AT CACCAR AR AR CTGGAT CTCARGCARART GUACARTTCUTA
A R CA GG ARG A A AT A AR TCATAT T CoC AR AGAARCCAC GO CCACADCART GUCAACACAARACT
BTG T TR T GAR A G CGARA R A TAT TAAR AR A R T TG TARGTARAGTGI TAT GETAGEGTICITCAGATGTA
ATAT T T T A T TG T A AT T T AT TTATAR A TAGEAATTCTAAT TARGTAATAR CATGAAATGAARTCCAGCATARS
AT G AR GAGTTTTTAAT T TTAT T GATACTCAARRACCARGTTTGTGTTTTITTIGTITITITTIGTITITIITC
T T T AR TGT GO T I TG T T T I T T T GAT TARARARGAATTTTTITTTTOC T TITTTATARRCRAGACCCTARTAR
AGAGAR AGSGTARGAT T GAGGC TRAGTETGTT TAAGT AL GTGAGAGAGT STGAGTGTST TTETAAGTGAGT GT
S TATG AT TAT G T T T T TAC G T T e TAA GG GEGRAGGETGAGGAT TAAGTACTCGTGOCTTATATTTGT GT
GCCAATTRAATGCCTAATAAATACCATGTGCTTAAACARGTARARADARLADARARDLALALBMARADARBS RO AN D AN
AARARARL AR AL AR AARAAR AR RSB AARARAAGARARDANARAANADABAADG A DA

SEQ ID No. 6 - Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 4, ARNm Numero de acceso -
NM_181486.1
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T T CAGAGAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGTGAGAGAGACTGACTCTTACCTCGARTCCGGGRAAC TTTARTCCTGA
RAGCTGCGC T CAGRAN GEACTTCGACCATTCACTGEGETTCCAACTTTCOC T TGGEEE TG TAARGEAGEAGT
B A TR GAT TATAT GG T TR GG T T T T GGAG G TAT T TTGTATTOTTTGEC GO T TGO CARC TGGEGRAG
TATTTAGGGA LA G AR GG AL AR R G T AT TG T oA TR AG TGO GOGEAGGI TOCAGTEGT
ARG TGCG o CTAGTAGGCAGCAGTAGC OGO TATTCTGEGTAAGCAGTAAACCCCGCATARACCOCGEAGCCACCA
TECCTGCTCC oG CTCAC GO GG TTOC C TG TAGGRAGCAGCAGAGGAT GTGETGAAT GCACCEGCTTCALC
AR GRGAGTAGRAC T TGO GO GGG AT AGGGC U TG GUAC CAT GG BACGURGACGRGEGITTTGECCTS
G ARG O T T EGAGT CTGA G AR AR GAT T T TGO GAT T CGARAC T GRAGAGCGUGI TOGGEECCCCD
AGCALGTCCCOGTCETCCCCGCAGG IO G CT TCACCCAGEAGGGLATGGAGECARTCARMGTGTTTCTCCATGAR
AGRGAACTGT GO TAARAT TCCAC GARGT GEGCACGEAARTGAT CATARCCAAGGC TGEARAGGUGGATGTTTCCC
AGTTACARAGTGAAGGTGACGGGCCTTAAT CCCARARACGAAGTACATTCTTCTCAT GGACATTGTACCTGCCGAL
GATCACAGATACARATTCGLAGATARTARATGETCTGIGACGGEUARAGUTEAGCCIGUCATGUCTGLUCGIC TG
TACGTGCACCCAGAC T CCC OGO ACCG GGG CECATTEGATGAGECAGCTCETCTCCTTCCAGAAATTCAAGCTC
A AR AR A TEGAC AT T T GGG ATAT TATICTARAT T CCATGLACARAATACCAGC CTAGATTACACATC
CTGAARGGEATGARARTARTGEATTT GG T CAARRRAARTACAGC T TCTGCACTCACGTOTTTCCTGAGACT LG
T AG A G TGAC T T O T A CAGAR A AAGAT CAC G AAT TAAAGAT T GAGAATAATC OO I TIGUCAARGEL
TTTCGGGECAGTGATGACAT GEAGCTEGCACAGRATCTCARGARTECARACTAMAGARTATCCCETGETCCCCAGS
RGCACCGTGAGG AR R TGO T CAACCACAGT OO TTTCAGCAGCGAGTCTCGAGCTC TCTCCAC T CATCC
AATTTGGGGT CoCAATACCAGT GTGAGRATGGTGTTTCCGGUCCCTOCCAGGACCTOC TGO CTCCACCCARCCCAR
T A T G O A G A G AT AG A A R T T TA AT T ET A C A AGACGALACACGARAGART GTTCCACCACAGAD
CATCCCTATAAGRAGCCCTACATGEAGACAT CAC CCAGTGAAGARGATTCCTTCTACCGCT CTAGCTATC CACAS
A AGGGC T RGG TGO T O TR AGGA T AGACT CoG AT AR GECRAGCTTGOATETATG OO RGO TO TG CD
ARG GAGE TG TG AR TAGAGGAC AT A GO TECARCAC T GECCARGCAT SO CTT DO TACAGUAGTT GO
AT CAC AT ARG CCATGGRC A GG TAC CCTACCAGCACTTCTCCGCTCACTICACC TCGEGGEECEC TG
GTCCCTCGEC TG TEECATGGCCARCCATGEITCCCCACAGE TEGEAGAGEGARTSTTOCAGCACCAGACCTIC
CTGECCCAC CAGCCTGT GG TCAGGLAGT T GEECCTCAGRC TGGLCTGUAGT COCCTGECACCOTTCAGC CCCOT
GAGTTCC T TAC T T AT GG G TG AR GGAC T TAT SO TCATCAGTACCACTC TG TGO AC GGAGTTGGLATS
GIGCCAGAGT GGAGCEACAATAGCTAAR GTGAGGCCTGCTTCACAACAGACATTTCCTAGAGAL AGAGAGARAGS
GAGGAGARAGAGAGAGAAGGAGAGAGACAGT AGC CAAGAGAAC CCCACGGACARGATTTITTCATTTCACCCAATG
TTCACART T GeACTCAAGG TG T GGAT GUT GAT CTAAT CAGTAGC TTGAAACCACAATTT TAAAAAT GTGACTT
TCTTGTITTGTC T AR AR TTARA R AL AR A ACARRARGATGAGTCC CACCCCCCACTACCACCAC AT CCATC

A G A AT T AT G TAC T O O CAGAT C T T T AT TCCTTCTIT I GEGC TC TAGARAGT CTTGCCICA
TTGAGTGTITITTCCCTAGT o GTAGTTGGAGT CT GTCCCTGTC T TG TGTTAATGTTGACATTGTTATAT AAT AR
AT GATAATATATTTITIT T T T RAT T T T O T TRATGGGAC CCAGTC OO TTATTTGLLGEGA GG T CTGALGGCARGT
ATATTTC AR A T AT GTACT TGO GGGATTCCC T TCARGTARACCATC O T GARACCTARATT CACGITTCCCCTTG
ACTAAGARRAGCACCTACCTCTGCCAT G TGATGTTICTGARAR GECTCTGTATGTCCCCATTTGCTTTGGITITS
T TG T T T AR T AT CACGTGUTCAGT T TTGUCTCTAC TTACCCAT GGAGT CAGGATAACACTGACGCTCCC
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TG AT CTATCTTATTCAGCCCTACCAT CT TGO CAGU T TGTCTT ICCAG TGTCIGTCGUTRARAARCGTGRUCT
AT A T T T T G AR G T TGO T T T AR AR A T TR R A GO DO G T T TAC AT CTAGG CAGGATTOTGAT AR
CAGTGCAAGCTCTGT G T TGACAAGAGTTGTGGACARARAGCCAARA TAARTATTCTTCCTGATTARAARAATTTT
TTTITGAARRARRA AL GGUCAGCCCCAACCTT CCARRC T O CATCAC CARCAR CCCARACTGGATGTCARGCARRA
LA A T T T A A A A A G A A AT AT AT CACCAAT CATAT C TOG I AR AGARACTACGOCCACAC CAATS
CCRRCACARRR A TGIGT I TAC T RARR G CAARACAGTAT TARARARAGTGIGTARGTARAGT GTTATGLGTAGGES
I T T A AT T AR T AT T T T A T GG TAC TAT TTAT T TAT A R A TACGARTTCTARATTAAGTARTAACATGAART GA
AACCCAGCATAGGAGC T GG CARAGAGCTTTTAAT TTTATTGATAC T CAARAC CAAGTTTIGT GTTTITTITGTITITT
TTITGTITII T T TC T T I CGART TGO TTIGC T TITITTGAT TAARARCARTTTITTITTTTCCTITITTATARL
A A TAR T AR A A A A LS T ARG AT O T A G TEAGT ST AT TTARGTAC G T CAGAGAG TG TGAGT GTETT
IGTAAGTGAGTGT o TAT G GAT TAT G T CTCTTTAC ST TG TARGGLGLEGAGGET GAGGATTAAGTACTCGTGE
CTTATATTTGTGTGCCAATTAATGOCTARTAARTACCATSTGCTTAARCAACTARARALAAARAROADADA R DA AT
AAAMLRLABOAARAAAAGALARAANARBLAARARSABARARDANADNAARARADROADABABAA MDD ABBE DT R L

SEQ ID No. 7 - Homo sapiens T-box 18 (TBX18), ARNm Numero de acceso - NM_001080508.1
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ATGGCCGAGRAGCGARGEGGCTCGUCGTGCAGTATGCTAR GO TCAAGGUGUACGCITICTCGETGGAGGCEC TG
ATCGGOGCCEAGAAGCAGCAR CAGCTTCAGARAGA MG SEIGARARCTGEECECCGARGAGECGECGEEEECCETE
B G A G LA GO TG A G G G GGG G B GAARAGGETTUTT DT GAGGGAGACGRAGGUGO TGOGITE
R GG T GGG A G T O T GLGr CGL O T GGA LT e GG AGRC U TELAGCGOGGAG IO GOGGGIGEITET
GAGGACGGCTTCCAGCAGSGAGC T TCCCCTC TEGOGTCACCEEGAGGCT CoCCCAAGREGT CT CCGGC GCGCT OO
CTEECCCEECCCEEGEACCCCTCTGOCCTCGC CECAGRICCCECGEETEEATCTRCAGEEAGCC GAGCTCTGGRAG
T T T AT A GAT A G A TR A T AA T A T A AR G G ARG B A TETT TN CAG AR TEAGRAG TEARS
AT T TGEAT TAGAT T A CAGCRATATTAC AT TGO AT GEATAT TG TAC CAGTEGATARTARARGRTACALS
TAT T T TAC CAC AT T CGAAR TGEATGETGECAGETAR T GCTGACT OGO CTETGCCACCOCGTGTCTACATTCAT
CCAGAC T CGCCT G CT GG GGGAGACTTGGATGAGAC ARG TTAT CAGC T TCGACARAGC TGAAGC TCACCARACART
AR TGGATGAC CAAGG U CATAT TATT CTTCAT T CTATGC ACAARTACCAAC CGUGAGTGCAC GTCATCCGTAAR
B TGTGEAGA AT CT I T C T AT ARG U TG T T AT T GG EEAGG BAGRTARAGGUATTC TCOTT IO CAGRAR
ACTGTCT T CACAA O TCAC TGO CTAT CAGRAT CAGCAGATTACTCGCCTGAAGATAGATAGGRATCCATTITGECT
ARG T T GAGA T GGG G AR AGARA T e T T TG ARG LT TG TGEARTCATATGLAT TCTGET GAC CA
TCAC TR GGAC T CTGAC T TTGAAGATAT CCCTGLART T CCCAAGC ARG GCAATGORAGTTCCTCCACCTTGETC
CAAGGTACTGEGAATGGCGTTCCIGOCACTCACCCICACCTTITRTCTGRC TCCTCITGCTCCTCTCCTGOCTTC
CATCTGEGEGCCCARCAC CAGECAGCTGTGTAGTCTGRCCCCTGCTGACTATTCTGCCTGTGCCOGCTCAGGCCTC
AT AR GATACAGCAC AT CTT TG AGAGAC CTACAACAGEC TCACCARCCAGGUTGETGAGACCTTTSCC
A GG T T CTAT G TG GE G TGAGCAGCAGCACCTC LG TGARCATGTC CATGEGTGGLACTGATEGE
A AT T AGE T A AGA A TTAT CCATGCAGATITCGGGAATGT OO CCAGC TC CAGTATATCATG
AT A O T O A AL TG T TG CAC TAACCAGACC AT CAGGGTTCCTATAATACTT TTAGATTACATCAGT
oo TGTGCAC TATATGGATATARCTTCTCCACAT OO OO CAARC TGO TGOCAGTC O TGAGRARATTGTTTCTTCC
CARGGRAGTT T T TGGGET OO TOAC U GAGTEGEACCATGACGEAT I GEUAGRTGTT GO CCUCTGTEGARGGAGTSG
A TG TTAGC AT e GGG T CAGCAGAGTT TCT TTGACTCTAGRACC CTAGGAAGCTTAACTCTGTCATCATCT
CARCTAT TG CACATAT GG T TGAT GARGCC TTTARGTTARATGACATT TGEGATCTGTCTAACATATTTTCTTITT
TCTTTTTTARAAGCTAT GT GGRAAAGARA T CTCTGTGGTTTATARAAT GTACATATAATAGRAARATGAAGGCTCA
T GGGTTITI IR TTTAT AT GG T GAGAT I GTAATTATCTAT GETATATATGTAT GO TGTATATACATAGCACA
IGGAGTAT CACGEC O TATTGTICCCCIGT TTCATC C AT T GCAC GRAGTATTGGCATECGT GTAGTATGETITA
AGCARAGTTCTCAGACTCTTTTARARACARGAT GETAARACTTAARACTT GGCAATTATACT AT CCAGRARAGARACAC
ITTATAACTTRAAT T TAT CAGARRAAT GCTCTAAACGGTTTCATACTTGAT GTATTGATAACCAGUAGTAACCAGCA
TGTAGRGT T IGTGATI T TG T TATTC T TGGACACAG TG T GAGARTCTARAR TACARARGCCAGTTGARGTCTTA
GTGTTAGT CCTGAGGTAT T TG TAAT CAT AR GEATCAGSCTTTTTCATTCCTGCTTATTATTTACCACACATACTA
TATGACCTTGEGTCTATAARRRAAT CATAAC COATAATARTTGTTATTTICT TAAGGAAGGTARAGGAGAGGCTT
GTGATTTTTIT I T TTAC A TTT AT T GGG ACATARGAGGTTCTTATTCAT TG TAGAGARCRARTTTCCAGTA
T GAT TI T T T IAT T T TATATAT CARATAGAC AT TARAGAATGTTCTATAAA AT TTI TARATTCCAAT
TTTCACCAGEGEAGGAATATSTGATATGAGT GEAATEECARAAMGEAAMATARMTCCACCTCAARTTCATTGATTE
CAATGAGRARTGT CTAT T TT TARA T CAAGAGTAATACTATTGTTARCTATACCTTAT GTTTTTGTATAGTTTGT
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ITT AR T T TAGA AT A T T T T T T AT C T IGC T T GAGC T T o CTGAC CGATAGTATATAAGTARA LA ARATGTATT
AT AT AT T TAT AT e T TG T AAT T CTAC A AT TEAR SO TTT T OO OO TTCTTAACCTTOT COGTOTGIC TS
AGTCTTTCCCARRACAGRAT AGT TCCTAGGCCTGTATGETGTTARRATAMCACGETGAGGAATTTCAGTAGGTTATC
TG AR T TGT O T T T TG GGAGC TATAGT GO AR R GG CA LA GO U AT TAC TATARAGACC CTCTTGGRAGEACTA
A AR GEA A A TAC TA T TA T AT AR A G A T TATAR A T TTTARCCTCAACAGAARTTTETRAAT T CAGAATT GG
AGAR AT TR A AT AGTAT TARATTTITTRAAT TCCTAARAT ARATATATGCATGETTGAAGAGTTARARACAACTANL
CTITGAGAGCACAGTAT GAGAT AAATAARARAAGECTAAGRATACAT GAT GAGGCACAT TCCOC T TOTGAGGAGAR
AGCGARATAACATGICIGT GCATT GACCCAT TCATTACAT TTCAT GTAT CTTAAGCAAARGAGCATGATTITCTC
TCATTGC TAR AR R GAGTTGCTT TAACTCAT CCCT GEATTTGET GEGEAARGEETACARACTCCTEATTTGCTSTTT
CACTTTGAAACARCACARTTTGTTAGATACT TAGGGAGATATACTGTITGRAAT TTGCACAGGATSTGACTCTSTTT
ATACATAT AR AR AT T T T T T T GGAT T TTAGC AT T CATCAARTTAGTATTARATTTTTAARTTTARRALT
A AT AR A AT AR TAT TT G A TAGGTGGAT CTATGTAAGATGTTTGGETATGECATTAATAGC TTGAL
A A AT T T G EGGA R A G TGO T TAR AR T G AGT C AT T AT CAATAGTE O T TG TG TATAATTCAAGART AGAGS
GTTTTCCATCTT GARAARA CAT GGARARGTAAT G TCTATACCCATATGTATTAATARGAGCATTTICCTTCTTIGE
eI TGART AT T I AR T GAT A AR ATAT GACTATARTTTTITAT TAATC TTTTT IO TG TARRAT T TTAGD AL
TATTGTACA R A TCCTTTTTTTAGGTTTTACTGTAARTATTAAT CACCACGTCACTTCAGAGACTAGCCTTTTATT
GUTGAATTARATGACATGCATACATTGATAATTATATAT CTGTATTTTATTARAAAGTACT TARARTTATATT AR
AATATGTTATTAARCOCTTT

SEQ ID No. 8 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcion 1, ARNm Numero de
acceso - NM_003030.4
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T T T T O T O A T O T T CAT TRATGT T TAT TAT TGGEGAGGUTGEAGCAGTAL AR AR A RS
AGAAGEAAL A AR AT GEGEC T TG T GG AGAGETTGAGCGCOGAGL TGACGTGOGEIGLCGATGGALGAADT
TaCeECGTTCGTCTCCAAGTCTTTI TGAC CAGAAAGTGARAGGAGARGARGEARGCGATCACGTACCGGGAGGETGCT
BEAGAGT GGG O GC TG GO GEEGCCAAGGAG L CGACC GG TECAL N GAG B GEGIT GO GAT GATCGTAGDAGI OO
GECAGTCCGEGECGGOCGGECGRAGG GG GELGRAGGAGGLGGAGLCGECGGIGGAGEAGGC GRAGGAGGTGTAGS
AGGAGGAGGAGCAGGCGGEAGEAGC TEGEAGGAGGGCGCTCTCCCGTCOGGEAGCTEGACATGRGUGCCGCC GAGAG
RAGCAGGEAGCCGEECAGCCCGOGACTGACGEAGEETAGRAGEARGOCARACCARLGCTGAGGTCCAGGCTACGET
BoTTC T GEECGAGECGTTTCGGTTTCTTGTGTC OO GGAGC TGRARAGAT TG ARAGAGGAT GUGARAGEGAT
G EAGGAC CAAGGOCAGAC CARA AT CAA G AGASGCCARGTCGEACCAATTTCACCCTGEAACARCTCARTGAGCT
B RACAGGCTITT T A GAGACCCACTAT COCGACGCCTTCAT GCCAGAGRAR T TEAGC CAGCGACTGGECCTETE
GRAGGCCCGAGTGCAGGTTTGGTTTCAARAT CGAAGAGCTAAAT CTAGAAARCAAGARAAT CARCTCCATAAR GG
TGTTCTCATAGGEGC GO AGE CAGTI TGAR G T TG TAGAGTCGLACCTTATGTCARC GTAGG TGO TT TARGEGAT
G AT T T A GCAGGATAGT AT TR CAAC G TGACGCCCTT S TICCTITCAGET TCAGGEGCAGCTOCAGC TGGACAS
CECTGTGECGCACGOGCACCACCA OO TECATCOGCACC TGO CGoGrACGC G TACATGATSTTOC CAGIACT
GCCCTTCGGACT GG T GCCAC GUTGGL O GEAT T GG TTCC GO GO T GG TAGTG G GGCCGIAGTAGT
AR G R A R G A R AR T O R G A T G BAT O T AGAC TRARA L T AR AR R G AN GO OGO RGO O TEES
[T T GACGE CART G CAGCAC CAATGT OGO TG U GUGGLACTCAGD I TGUAC GICCT UOGUGLCOTGT
GUITCTCCGITACCCC T TTGAGAC CTCEGEAGTCEECCCTCTTICCCGECTCACTGACCATC OO TCGTCOCCTATC
GLATCTTGGACT CGEARAAGCCAGAL T CCACGCAGGAC CAGGGAT LT CAC GAGGLAC GCAGGUTCCGTGLETCC TG
CCCGTIT IO TAL TCGAGG G TAGEAT TRGETT TG TAGGAGC GGG TT IGEGEGAGT U TR GAGAGAGRC TGEAD
A GGAG TG TG EAA T G GLAGT T TG T A G AR A TG AA U GATG AT TT GUATAGRAR ARAARATC
ITTGTTAACAATGARAARAT GAGCARRCARANANATCEAANCGACARACCEEAGAGAARARCAGGARGEGAACTTAT
ITTCTTAACTGCTATTTGECAGAAGCTGARAT TGGAGARCCAAGGAGCAARAARCAAATTTTAARATTARANGTATTT
TATACARTITAAAL A TATGGARARA CRACCCAGRC AT TOTCGAGRGAC T BELGEGASTTACCARCTTARATGTGT
BT T T T TAARA AT G T AR G AGG A AR A AR A AR G A GO TATAC TTAT T TAL AR A A TALGATCARAARAGT
GUGCAGCTGEEAAGT TCACAGGTTITTGARA C TEACCTITTICTGCGAAGTTICACGTTAACACGAGAMRTTTGATG
AGRGAGGEGEGC T TTTTAC T TGAATCAGAT GUTTTGAGT I TARAC CCACCAT CTATGGARGAGC RAAGARRD
A GAA A TAT TAL N A A G GAGAGACAR AR TAATATTARCACARARRA R T OOCACACACAATGATTTCTCTGAG
A ATTATIATGGCAARACTCTC TCGACTCCTGACAGTAARTTCCOGTITOCATGTTACTIGTATTCCATTGATGS
eI T T T e A O T TAT C TS AT GCAC T CAC T CCATITTCAT CT T CACTAT GAARA DT AR TACCAR AN
GTAT T GEARATTGATATATATATAT COATATATATATAT CATATATTTGCCATATATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATT TG CCTGTCTTTGAT OO TG GERACARRRA CARARA R CTCAGARRGEGARRARATT
ACACTCAT TG T CTARGARGACAGAGGT GGG CAGAATATGTGGGEAARGEAR AR AGARALACARGACCACCARATG
AAATAATGAAGETACAGCGCCTCGCTGT GOCAGACACAGTAGCCECTCAATCAGTATTAGT TCCCACCATTEC OO
TTTTCTTGTGT IO T T TTGT T GG T T CTGAAGTCCTAT ITGAAGACAGTGGTTTATITCCCCCTCTCTATCCC

BT A AT T AT AR A T A A A TAGATA A A TAGET TTE TG TAAGATAT ST TGATATACACGAAT
AR T T TAT T T T GACTATAAT TG T EGACTGAC T TTCAACATTTECATT TTATCTCACARAGETGTATCTATICA
AGTAARCCTTITTTTIITIGT T T GTTI T T T T T TTI T IGTITTTTTITTTO T T T TGS TTGITTGTTTCAATTCATGT
AGCTATTTAR A TG GGATAC T TGGAC T ARG AT TGTAT CCCAAT TG TAGC ARG TAAGTTTGTGGGET
ITTET T I TG T T I LG TAC T T T AR T T TACARGAR R GAGGRAAL AT TCTTICTAA CTCARCTTTGETATGCG
CTTEAGCTTIGT AR TATTTGTIC T AT AN A AR A A T TAT TTATAT T TCACATATITITITCTAGTGTATTA
AGTTATTTTAAACARAAGA T GTTAT CTCATGACGTGTTGT CAGTACARRAT LTGTCLOCTCCARTTOTGT TARAT
T T T T AL AT A A G T G R A T TAT TA A T T AR A A T T T G GAT CAA T T AR TOARAATATOGTTTCATT TGAAR
ARBDOAD D
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SEQ ID No. 9 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcion 2, ARNm Numero de
acceso - NM_006884.3

T T T T T O A C T S T G T AT TCATGT G T TAT TAT T GGGEEGL T GRAGCAGTAL A AR A GR
AGAMGEARLRARRGAGCGEEEC TC T T GG CAGAGETTGAGCGCCGEEC IGACGTGCGE G RATGGAAGRAATT
TACEGCGTTCGTCTCCAAGTC T TTITGAC CAGAR R GT GRAAGCGACGARGAMNSCGAGECGATCACGTACCEGGAGETECT
eferterNeineleeinintclapelatclalelcietclalart-leletelatalehYalalciciop felar-Yaialchiclcintcleiclaial ciatel:Tal er-Ralatelar-R elnk: Vet sl
GECAGTCCGAGECEGCCGGCERAGGOGGTGECGEAGRAGGIGGAGECGECEGGUEGAGERAGGEC GGAGGAGLTGTAGS
AGGAGGAGGAGCAGGCGEAGGAGC TGGAGGAGEGCGCTCTCCCGTCOGEEAGCTGGACAT GEGOGCOGUC GAGAG
AAGCAGGEAGCCGGECAGL CCGLGACTGACGGAGGT GTCCCOGGAGCTGAAAGAT C G AAA GAGGATGUGAAA GG
AT GGAGGAT GAR GG CAGAC A AR N T AR ARG GAAGTCCGACCRAT TTCACC CTEGARCARC TCARTGR
G EGAGAGGCTTTI TGAC GAGACC CAC TATCCCGACGCCTTCATGUGAGAGRAAC TGAGC CAGCGACTGGEGECCT
CTCGEGAGECCCGAGTGLAGGTT TGLTTTCARAR T CGARGAGUTARAT GTAGAAARCAA CAARATCAACTCCATAR
AT GTT T ATAGE GGG CAG A TTTGRAGC TTGTAGAGTCGUACCTTATGTCAAC GTAGGTGUTTTARAG
AT GO AT TT CAGTAGCATAGT CAT TG A GTGACGCCTTGTCC TTT CAGGTTCAGGCGCAGT TGCAGCTGGA
CAGCGCTETGECGCACGCGCACCACCAC CTGCAT CCGCACCTEGECGCGCACGCGC COTACATGATSTTCCCAGE
RGO T T GGA TG G T G A G TGO GOGEAT TOGG T TOO GO GO TOGETAGT BEIGGICNGIAGT
GG AR A A A G AR AR T o A G AT GO CAT CTCAGAC TEAARGO CARARA G CADGICGIAGTCOT
GEGTCTGTEACGOCAR GO CAGCAC AR TETCGCGICTGTCCCGOGECACTCAGCC TGCACGCCCTCCGIEICCT
GCTECTTCTC G TTAC CCCTTT GAGACC TOGGGAGCCGGCCCTCTTOCCGCCTCACTGACCATCCCTCGTCOCCT
ARTCGOATCTTGGACTCGEAAAG D AGAC T A GOAG AT CAGGEAT C T CADGAGGLACGIAGEC TCOGTGGITE
CTGCCCGTTT I CTAC TG AGG G TAG AR T TG EGT T TG TAGGAGOGEGTITEGGEGAGTCTEGAGAGAGAC TS
GACAGEGRAGTGOTGGAAC CEC GEAGT T TGGCTCACC GO AR AGC TGOAACGATGGACTCTT GCATAGARA L AR AR
ATCTTGTTAACAATGARAAAAAT GAGCAAACAARRARAAT CGARAGAC ARACGEGAGAGAAAAAGAGGARGGGAACT
TATTTCTTARCTGUTATTT GGCAGRAAGC TGRAART TGLAGRACCARGLAGUARAARCAAATT TTRAARATTARRGTA
ITITATACATTT AR AR A TATGGARARAC ARACCCAGACGATTCTCRAGAGAC T GEGGEGAGT TACCARCTTARATG
ITETGITTTTAAARAT GC G TAAGAAGGCAAMGTAGAARGRAGAGETATACTTATTTAAAAARC TARGATGAMR AR
AT GG A TG EAA T T A A GG T T T TGAAR TR CTTTT T T GUGRAGTTCACGTTARCACGAGRAATTITS
AT AGAGAG GGG T TTT TR T TGAR T AGA T GO T T TGAGT TTARACCCAC CATGTAT GGARGAGTARGE
A A A A T AT TAL A GG GAGAGA AR A A TR ATATTARCACARARAN A TGO CACAGACARTGATTTICOTCT
GAGAARATTATTATGECAARACT GTCTGGACTGCTGACAGTARRTTCCGETTTGCATGTTACTTIGTATTCCATTGA
TGETGTGT T O T A CCC TTAT O T AT G A TCAC TC AT TTTCAT O TTCAC TAT GARARAACRATACCA
ARAGTATCTGEARATTGATATATATATATCCATATATATATATCATATAT T TGO CATATATATATATATATATAT
AT AT ATA T A AT A TATATATAT TIG TG C I T T GAT CC TG G EAA AR AR AR AGTCAGARALGGLARDRS
ATTACACTCATT GTCCTARAGAAGALAGAGGET GGEUAGAAT AT GT GEEGAAAGGAAARAA GARAACARAGACCACTRAR
ATGAARTAAT GAAGETACAGCGUC T O TGT G CAGACACAGTAGGOGU TCAAT CAGTATTAGTTCCCACCATTC
CCCTTTT T GTGT T C T T CTT G TG T I TC CTGAAGTCC TAT TTGAAGACAGTGGTT TAT TTCCCCC TO TCTAT
oI AR TTCACCTTARATA A AT CCAGC TAGATACAGGCACTAGSTITGTGTAAGATATGTTGATACACACG
A AR TTTATTTTGAC TATAAT GTGTGGACTGACTTT CAACATTTGOATTTTAT CTCACAAR GG TGTATCTAT

LA G An T T T T T T I T T TG I T I GT T T GT I T T TI T T I GIT I T I T TITITCTTTI GG ITGTTTIGTT I CAATICA
IGTAGCTATT AR CTGEGATACCTTGRACTARGCCAGTCTGTATCCCAAT TCGCTAGCARAGCCTARGTTTGI GG
GEITTIGITITIGTIITITGIITTACCTITCTAATT TACAAGAAAGAGGAARA GCTCTICTAACTGAACTTTGGTAT
GUGETTGAGETT TG TAACTATTIGT T T AT GAAAA AR A AT TATTTATATTTGACATATTTTTITCTAGTSTA
TTARGTTATT TTARACAAAAGATGTTAT CTCATGACGTGTTGTCAGTACAARATGTGTCGCCTCCARATTCTGTTA
AT I I A T A TGO AR T TAT T A A TT CAAGACACTTTCC GAT CAAT TCGARATCAARATATCCTTTCATTITG
ABADOARADBD A
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SEQ ID No. 10 - Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcion 3, ARNm Numero de
acceso - NM_001163678.1

T T T T L T O A T O T G T AT TRATGT GT TAT TAT T GGLGEGEGGI T GRAGCAGTAANA A LA G
REALGEARMA AR CGAGC GEEECTCTECTEECAGAGETTGAGC GO CGEEO TGACGTGOGEEGECCAT SGAAGRACT
TACEGCGTTCOTCTOCAAGTCTITITGAC CAGARAGT GAACGAGARGAMSCAGGCGATCACGTACCEGGAGETECT
eferter N einjelelelaintclay feintclatelcieicial o Toledeh Yo lataleh Yol aleieoh N ela-Yalal ek A clcinl clel clalal cindeh T al er-Nalatclar-N oind: el aln
GECAGTCCGEECEGCCGECGRAGGOEGTEECGERAGRAGGIGGAGECEECGGUGGAGRAGECGEAGEAGETGTAGS
AGEAGEAGGAGCAGECGEAGGAGC TGEAGEAGEECGCTCTCOCGTCOGEGAGCTGGACATGEGUGCCGIC GAGAG
AAGCAGGEAGCCGGEECAGC CCGUGACTGALGGAGGT GTCCCOGGAGC TGARAAGAT CGCARRGAGGATGUGAARGS
AT EGAGGAD GAR GG AGAT AR A R T A A ARG GAAGTCCGACCRAT TTCACC CTGGARCRAAC TCALT GR
GUTGEGAGAGGCTTTT TGACGAGACCCACTATCCCGACGC I TTCATGOGAGAGGARC TGAGC CARCEGACTGGEECCT
CTCGEGAGECCCGAGTGCAGGTITGLTTTCARART CCAAGAGUTARATGTAGAAARCRAGARRAT CAACTCCATAR
ARG ETGTT T ATAGE GGG CAGO AT TTGRAGC TTGTAGAGTCGCACCTTATGTCARC GTAGSTGOTTTAAL
GATGCCATTTCAGCAGGTTCAGGLGLAGC TGCAGCTGRATAGCGUTOTGRCECACGUGUACCACCACCTGCATCD
GEACCTGECCGCECACGOGCCCTACATGATGTTC CCAGCACCGCCCTTC GRACTGCCGCTCGCCADGC TGEICGE
BGAT TGO T TG GO TOGGTAGTGLOG GO GCAGCAGUCGUCARGRCCADCAGCAAGRACTOCAGCATCGD
AT T AGR T A AR G ARA R A A GO G A GO TEGGTO TG TGA DGO AR GO CAG CACCRAAT GTCGI G0
CTGTCCC G GECAC T CAGCCTGCACGC o CTCCGC G CCCECTECTTCTCOGT TACCCC I TTGAGAC T TCGGEEAGE
T TTCC OGO ST CACTGACCATC COTCGT OCCCTAT CGCAT CTT GRACTCGRARAGCCAGRCTCCACGCA
GEACCAGEGATCTCACGAGGCACGCAGGCTCCGT GECTCO TGO CCGTTTTCCTAC TCGAGGGCCTAGAAT TGEET
TTTGTAGEAGCGEGT T LG GL AL T TELAGAGAGA TEEACAGEG AR TG TEEARC CLU GLAGTTT GG UTUAD
O AAAGCTECARCGA T GEAC T T T CATAGAR A AR AR R TCTTCT TAACARTCALRA AR TCACGCARACALRA AL
ATCGAAAGACARACGGGAGAGRARAARAGAGGAAGEGAACTTATTTCTTAACTGCTATTTGGCAGAAGC T GAAAT TG
GAGAACCRA GAGCARR R AR R TTTTARAR T TAAR S TATTTTATACATTTARARATATGGRAARARRCALCCCAGA
AT T T O AGAG A TGEG GG GAG T TAC CAR CTTARATGT GTG T ITITAAAA R TGU LU TAAGAR GO ARAGTAGS
A ACASGTATACTTATTTARA AL AR CTAAGATGARARARGTGCGCAGC TGEEAAGTTCACAGETITTGAAACTG
A CTTTT I T G GRAGT T A G TTAA A GAGARRAT T TGAT GAGAGRAGGUGEGOCTUCTTTTACGTTGRATCAGA
TGoTTTGAGT TTARACC DA ATGTAT GLARGRGARGARARGAGARARTATTARAR GAGGAGAGAGARARAATA
AT AT TAA A AR A TG A GO AT AT T T T T AR AR TTAT TAT GG ARA R TGTCTGRACTGOTGA
CAGTAAATTCCGET I TGCATGI TACTTGTATTCCATTGATGGTGTGTCTCCTCCCACCCCCTTATCTCCCATGCA
CTCRC T AT TI T AT TT A TAT GARRA R R ATAC AR ARG TAT O TGEARATTGATATATATATATCCATATA
TATATATCATATAT I TGO CATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATTTICCCCTETICTTTS
AT CCTEGEGAACARA N AR AR AR AT CAGAALGECARARAR TTACACTCATTETCC TRAGRAGACACAGGTGEGECA
GAATATGT GG GAARGGAAARAGARARC AAGACCACCAART GAAATAAT GARGETACAGCGUCTCEUTGT GUCALG
ACACAGTAGEC GO TCAATCAGTATTAGTICCCAC CATTCCCCTTTTCTT GTGTTCCTTCTIGTTGETTTCCTGAN
ETC o TAT T TG ARG A A TG T T TAT T T e T T T AT G T CARA T TCASC TTAAATARC AT CCAGT TAGAT
A GGCACTAGGTTTGT GTAAGATATGTTGATACACACGAMCAARGTTTATTTIGACTATAATSTETGGACTGAC
TTT AR ATTTGOATTTTATC T A AR GETGTAT CTATTCAAGTARCCTTTTTTITTIGTTTGTITGTTTIOTTT

ITIGTIII I I I T I I T I GG I IGI T T GI T I CAAT T AT GTAGCTATT TARACTGOGATACCTTGGACTARGTC
AT T GTAT AR T T e TAG AR e TAA T T T I CGEGTTITGTITITETTTTIGITITACCTTCTAATTTA
A A A G EAL A A T T T AR T T CRAC TTTGETAT S G T TCAGC TTT ETAACTATTITGI TCTCCAT AR
ACAA AT TATTTATAT TTGACATATITTTTITCTAGT GTAT TAAGTTATT TTARACARARRAGATGTTATCTCATGAC
GTGTTGET oA TA AR A TG TG T O T AATTC TG TTAAACC TTT TARATAAGTGUCAAGTTATTAATTGARGA
CACTTTGCGATCAATTGRATGARARTATCGTTTCATTTGAARAARARARRR
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gaattctaga
ccgactcogt
tttttocococoe
togotcacgt
ggattgaaac
aacggaagoc
attttttttt
gtctagecaca
gygggaagaa
aaagacctag
tecageggeag
acgttcagga
tttgoctgatt
ceoctoctee
tttttgtitt

dacaacaaaa

ggcggcggag
ctctcoctotet
totaaatcct
tttaggacaa
cgagacacco
agtttgoaat
ttttaaagga
gctgcagacy
gaadaagaaa
gggctggaga
ggctogggeg
goggoettttt
tttegocttyg
ctttgaagtyg
goetttttoce

cacagcagct
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ggtggogagg
ctctotetet
ccctgocctg
ggaagagaga
teooggagget
tcaagttttg
gagagacttt
ccaccagcoga
ggtaaaaagt
gagattectg
cgagtogaga
aaaaacgcaa
cocctotttaa
cattagtegt

cocttttgaa

gcggacttgt

agctocteoget
ctcocctocco
cgogoctgga
gaggcacggyg
cggageagay
atagcgctgg
ttcegetcte
gaaagaggga
cttotaggag
ggacgcaggy
cococtgotogo
ggcacaagga
aageggeocte
gatttobgeoo

ttatgtgctg

coccoggetgg

40

ttotctoget
tctotttaece
cacagattta
agaagagocc
gaaggaggay
tagaagggag
tegectooetg
gaggaagaca
aacctttoac
ctggagtgte
tocotectoget
cggtcacoog
ccattcteca
tocottttott
ctgttaaaca

agcccagegoc

coccteooctet
tctgtteocat
ggaagcgaat
agcaagattt
gagggogygey
tttaaatcag
ttaaagcegg
gataggggac
atttgoaaca
tatttegage
toctgaaaceg
cgogactatg
aaagacactt
ttttotttot
acaacaaaaa

coccgectgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

&850

720

780

840

300

960



gtggatgage
gttoctacet
gttettecee
cotggocaag
ctocotgggyg
ggaggacgac
gggcaccgag
atgttectggg
tgactgtegt
aatgocaaag
caaagtegte
tactatattg
catcttgaaa
cgetgtgact
tgcaaaaggt
gocagtcoccatg
ctoccagtgaa
tgtagggaca
cgagagcaaa
gtoggaggag
tgagoggoco
cgocaccate
cgagggcaca
cgegoegate
tggecctegge
cotgoacooo
gggtoocccto
ggocatggeco
cttocaccte
cotgttecect

ctocageteg

ctotoocatga
caccgggcge
gegetgacge
cogatcatgg
cococaggogo
cocaaggtgoe
atggtcatta
ctggataaaa
tataaattte
aggatgtaca
actttccaca
aactcoccatge
ctoccttata
gcataccaga
ttoccgggaca
agggtgtttg
caagcagett
togaacctea
gaggagcoatg
ccotgoegtg
cgggacagcg
togtocagoa
gogooggoca
acggtgeoaga
ttogoocoogy
agocagtttg
ctggocacgg
toctgoogetg
cagcagcacyg
taceccctaca

gtgcacagec
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gagatcoggt
cggacttogo
tgeoocteccaa
atcaattggt
atctgaggco
acctggaggo

ccaagtocggg

aagocaaata
acaattcteg
ttcaccogga
aactgaaact
acaaatacca
gtacatttcg
atgataagat
ctggaaatgg
atgaaagaca
tcaactgeott
aagatttatg
goccogaggc
acaagggcag
ggocggctgga
ctogoggoct
aggtggaaga
cggacgoggc
goctgacgay
ccatgggggyg
tttoctggggo
cggogoaggg
tocctggecto
cgtacatgge

accocttect

cattootggg
catgagogoeg
cggcgoggoy
gggggoggoe
tttgaagace
taaagaactt
aaggcgaatg
cattttattg
gtggatggtyg
cagcocoget
Ccaccaacaac
goccoggtte
gacatacttg
aacccagtta
cocgaagagaa
caaaaaggag
cgoccagget
teccagogag
ctgcgacgog
ceccgeggte
caaagogtog
gggcgcggag
ggcgegcgeg
cgocgagcac
ccaacagtte
cgocttoteo
ctocaccggt
actgtocggg
tocagggoctg
cgoagoggog

caatctgaac

41

acaagcatgg
gtgctgggtco
gogetetoge
gagacoggoa
atggagoceg
tgggatocagt
tttoctocat
atggacatta
gectggtaagg
actggggaac
atttcagaca
cacattgtaa
ttcccococgaaa
aaaatagaca
aaaagaaaac
aatgggacct
tocttetocag
ggtgagageg
gocaagatet
aaggctocacc
ccogactcac
gagcgocagga
ctcocgggea
ctggoccagy
ttcaacggge
agcatggogyg
gtoctogggoe
gogtoogogg
gocatgtoce
googectoct

accatgogea

cotaccateoo
accagccgec
tgoegggage
tecegttote
aagaagaggt
ttcacaagog
ttaaagtgag
tagctgotga
cogaccooga
agtggatgte
aacatggatt
gagccaatga
ctgaattcat
acaacccttt
agctcacoct
ctgatgagtc
cogoctocac
acgoogaggco
coaccaccac
ttttogetgo
gocatagoco
gocoggttog
aggaggoctt
geccactgee
accogotott
cogotggoat
tggattoccac
cocaccctgeo

ctttoggaag

ctgeggeage

cgoggotgeg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

240

2520

2580

2640

2700

2760

2820



ctacageococo
cctgoocteo
cagecogges
ctoctocage
cgaactgocag
cagegogtoo
cogtgoactt
ttgeagttge
cctgtottet
acgtoggttyg
coagoaagge
tcagtgogga
toctttcoaaaa
aaaaacttta
gggagggaag
tattettgtg
tttgtggttt
tttoccaate
agtgggcaaa
gttctttgac
aaagaagtga
gtggaatatg
gtaaatagaa
ccaggtcaca
ctttcaaaag
aagtgoctatt
caaattectt
ttgacttttt
aagtggaatt
tatattcaca
atattttgtg

taaaacatca

tactcoatcoo
atggocggcgyg
togotagcag
tocatgteet
agcatocage
cogtagacoe
tgtoggatat
gtotgggaag
tggogtggtt
cattgagcta
tggtctgggt
tttatatata
aaaaaatogg
tagggacttg
tocctaccat
atgtttteoag
ttattttgaa
cttbgooote
acacataaaa
agttectttet
gactattaga
aatgcttgga
ttgcaactat
gaattgotgt
agttgtetge
toctatttte
aaaatataac
aatttttett
tactactgtt
gttcaaaagt
ttatagttgt

ctgaaattte

dadadaasaasa aada
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cggtgooeggt
cogoggggoc
tagactogag
tgtogoocaa
ggttggttag
gtecccagaca
aaaataaacc
gggoccogga
tatatgtoog
ctgggggtag
ctetgoocac
tattttteoot
gacaagtgaa
cattatoggt
cottgtttag
agcogetgta
cgottgottt
aasatcagtga
tgaatttatt
ctttcctgta
caaagtattt
aaattaaact
caggttttat
taacactaga
aacatttityg
accaaaattg
tgagattget
ttgttatttyg
gtcagtatog
caggtgotga
tgatgagttc

aataaatttt

cooggacgge
cctggacggo
etetgaacte
actctgegeg
cggocttggaa
cgtettttca
acgggoooge
ctocctogag
ggatctggat
gagttccaac
caggoggaga
tcactgtgte
cacattaaca
tctcaataaa
tctatattaa
ggtctettet
tagagagaaa
cocaagggag
atatctaage
tatgoaataa
atgtaattat
ttaatttatt
gttottgttt
aaacacactt
tttteottttt
gggaaggagt
gtagggaggy
tatttgetag
gtgttttgaa
gagatggttt
tttggtttte

tattgaaatg

42

agoagtctge
aaagtogocg
aacagocget
gagaaagagoy
goocaagoogg
ttocagtoca
catggogtta
agaatgtget
cagattctgg
atttatgtece
ggtgttcaaa
aagtggaaac
tgattotgtt
ttactgagea
gaaaatctgt
tgoatgtaoca
acaatatageo
ggggggattt
tctgtageoag
caaggtttta
ttgataactc
gacattgtac
teatttagtt
cctgoaccaa
taatgtccaa
gocacttteo
aggagggcag
tetetgattt
ttggtgootg
aaagacaaat
tgtattttte

tctaaaaaaa

tcaccacege
coctggooge
cetacasget
cggocaccag
acaggtocog
gtteoaggetg
gooccttoctt
agagadageoco
gggctocagaa
agagcaactt
gacatctecoo
aaaaacaaaa
totgoagatt
gotttgtttg
gtetttttaa
cagtaatgta
cococctacoct
AdAgEIAngT
gattcatgte
aaaaaataat
ttgtaaatag
atagctetgt
gogtttatet
caccaataccoc
aagtggggga
agctoccactt
aggctgeggt
cotcaaaacyg
coctatagaga
tcatgaaggt
cocctotett

ddadadaaaaan

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
35900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
46B80

4740

4754
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<210> 2

<211> 4814

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens T-box 3 (TBX3), variante de transcripcion 2
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_016569.3
<400> 2

gaattctaga
cogactoogt
tttttecece
tocgotcacgt
ggattgaaac
aacggaagoc
attttttitt
gtctagcaca
gggggaagaa
aaagacctag
tocagocggoag
acgticagga
tttgeotgatte
ccoctoctoo
tttttgtttt
aacaacaaaa
gtggatgage
gttoctacct
gttetteooe
cctggocaag

ctooctgggg

ggaggacgac

ggcggocggag
ctotototot
tetaaatect
tttaggacaa
cgagacacee
agtttgcaat
ttttaaagga
gotgoagacg
gaaaaagaaa
gggctggaga
ggctogggeg
goggottttt
tttogoottg
ctttgaagtyg
gotttttooce
cacagcagct
ctotocatga
caccgggoge
goegetgacge
cocgatcatgg
coccaggogo

cocaaggtge

ggtggogagg
ctctototot
coctgocctg
ggaagagaga
tocoggagget
tcaagttttg
gagagacttt
ccaccagoga
ggtaaaaagt
gagattocctg
cgagtogaga
aaaaacgcaa
ccctotttaa
cattagtitgt
cocttttgaa
goggacttgt
gagatooggt
cggacttcgeo
tgeecteocecaa
atcaattggt
atctgaggeoo

acctggaggo

agctctoget
ctooocctooo
cgogoctgga
gaggcacgygy
coggagcagag
atagocgctgg
tteocogetete
gaaagaggga
cttotaggag
ggacgcaggg
cooctgotogeo
ggcacaagga
aagoggocteo
gatttctgeco
ttatgtgetg
cococoggotgg
cattoctggg
catgagocgog
cggogeggoy
gggggcggec
tttgaagacc

taaagaactt

43

ttotctoget
toctotttocc
cacagattta
agaagagococ
gaaggaggagy
tagaaggggy
togetecetyg
gaggaagaca
aaccttteac
ctggagtgtc
tooctctoget
cggbcaccog
ccattcteca
tocottttett
ctgttaaaca
agoccagoge
acaageoatgy
gtgctgggtc
gogetetage
gagaccggea
atggagooog

tgggatcagt

cccteoectot
tectgttocat
ggaagogaat
agcaagattt
gagggoggcy
tttaaatcag
ttaaageeogyg
gatagggggc
atttgoaaca
tattteogage
tctgaaacog
cgogactatyg
aaagacactt
tttboctttot
acaacaaaaa
cocogootgga
cotaceocatee
accagocgoc
tgecgggege
toccegttete
aagaagaggt

ttcacaagog

60

120

180

240

300

360

420

480

540

e00

660

720

780

a40

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gggcacegag
atgttotggg
tgactgtegt
aatgccaaag
caaagtegta
tactttggoo
gactatattg
catcttgaaa
cgotgtgact
tgoaaaaggt
goagtcocatyg
ctocagtgaa
tgtagggaca
cgagagcaaa
gteggaggag
tgagoggoca
cgocaccato
ocgagggoaca
cgogoegote
tggoctogge
cctgoaceceoe
gggtccocte
ggocatggos
cttococaccta
coctgttocet
ctocageteg
ctacagccca
cctgocctee
cagocooggoo
ctoctocage
cgaactgeoag

cagcgegtec

atggtocatta
ctggataaaa
tataaattte
aggatgtaca
actttocaca
ttocccaagtg
aactcocatge
ctococttata
gcataccaga
ttoogggaca
agggtgtttg
caagocagott
tegaacctoa
gaggagcatg
coctgocgtg
cgggacagog
togtocagoa
gogoocggoca
acggtgcaga
ttogoocogg
agoccagtttg
ctggoccacgg
tetgeegetg
cagcagoacyg
taccocotaca
gtgocaccgec
tactccatcc
atggcggogg
toggtggoag
tocatgtoot

agcatocage

cogtagacoco
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coaagtoggy
aagocaaata
acaatteteg
ttcaccogga
aactgaaact
atcacgoctac
acaaatacca
gtacatttog
atgataagat
ctggaaatgg
atgaaagaca
tocaactgett
aagatttatg
gocoogaggo
acaagggoag
ggeggctgga
ctogoggoot
aggtggaaga
cggacgoggc
goctggeggg
cocatgggggg
tttoctggggo
COYSgCAgad
toctggecto
cgtacatggo
accecttoot
cggtgceggt
caogogggagac
tggactoggg
tgtogeccaa
ggttggttag

gtococagaca

aaggogaatyg
cattttattg
gtggatggtg
cagocccaget
caccaacaac
gtggocagggg
goocoggtto
gacatacttg
aacccagtta
cogaagagaa
caaaaaggag
ocgoccagget
tecccagogag
ctgogacgoeg
coocogoeggte
caaagogtog
gggcgocggag
ggogegogey
cgococgegeac
ccaacagttc
cgocttocteo
ctocacoggt
actgtecggy
tcagggoctyg
cgcagocggeg
caatctgaac
cooggacggs
coctggacgge
ctotgaeactc
actoctgogoeg
cggecttggaa

cgtoctttica

44

tttoctooat
atggacatta
goctggtaagy
actggggaac
atttcagaca
aattatagtt
cacattgtaa
ttoccogaaa
aaaatagaca
aEa3agaasac
aatgggacct
tcttctocag
ggtgagageg
gocaagatct
aaggotcace
ccogacteoac
gagcgcagga
ctocegggea
ctggocccagg
ttocaacgggo
agcatggogyg
gtctogggeo
gogtoogegy
goocatgtoce
googooctoct
accatgogeo
agoagtctge
azagtogeoeg
aacagooget
gagaaagagg
gocaagoogg

ttocagtoca

ttaaagtgag
tagotgotga
coegacacega
agtggatgtc
aacatggatt
ttggtactca
gagocaatga
ctgaatteat
acaacccttt
agotcacoot
ctgatgagtc
cogoctocac
acgoccgagge
ccaccaccac
ttttegotge
gocatagooc
goocoggttog
aggaggoekt
gccoectgec
accogotett
coegotggeat
tggattocac
coadectgos
ctttocggaag
ctgoggoageo
cgeggetgog
tcaccaccgo
coctggoege
cotocacgot
cggocaccag

acaggtocog

gttcocaggctg

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

3240
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cogtgoactt tgtcoggatat aaaataaacc acgggoocoge catggogtta goccttoctt 3300
ttgoagttge gtotgggaag gggococgga ctooctogag agaatgtgot agagacagoco 3360
cetgtettet tggoegtggtt tatatgtcoog ggatctggat cagatteotgyg gggetcagaa 3420
acgteggttg cattgagota ctgggggtag gagttocaac atttatgteoc agagcoaactt 3480
cecagcaagge tggtetgggt ctotgoccac caggogyggga ggtgttcaaa gacatcteoce 3540
toagbtgogga tttatatata tatttttoot tocactgbtgte aagtggaaac aaasacaasa 3600
toctttcaaaa aaaaaatcogyg gacaagtgaa cacattaaca tgattetgtt tgtgeagatt 3660
aaaaacttta tagggacttg cattatcoggt totcaataaa ttactgagea gotttgtttg 3720
gggagggaag tccocctaccat cocttgtttag toctatattaa gaaaatctgt gtetttttaa 3780
tattecttgtg atgttttcag ageoegetgta gghtecteottet tgeoatgtoca cagtaatgta 3840
tttgtggttt ttattttgaa cgottgeottt tagagagaaa acaatatago coccoctacoct 3300
tttoccaate ctttgoocte aasatcagbtga cocaagggag ggggggattt aaagggaagg 35960
agtgggcaaa acacataasas tgaatttatt atatctaage tctgtagecag gattcatgte 4020
gttotttgac agttoctttot ctttocotgta tatgoaataa caaggtttta aaaaaataat 4080
aaagaagtga gactattaga caaagtattt atgtaattat ttgataacte ttgtaaatag 4140
gtggaatatyg aatgottgga asattasact ttaatttatt gacattgtac atagototgt 4200
gtaaatagaa ttgcaactgt caggtttitgt gttettgttt toctttaghkt gogtttattt 4280
ccaggtcaca gaattgetgt taacactaga aaacacactt cctgcaccaa caccaatacco 4320
ctttcaaaag agttgtotge aacatttttg ttttottttt taatgtocaa aagtggggga 4380
aagtgctatt teoctatttte accaaaattg gggaaggagt gocacttteoc ageotccactt 4440
caaattcott aaaatataac tgagattget gbtggggaggg aggagggecag aggotgoggt 4500
ttgacttttt aatttttett ttgttatttg tatttgeotag tetctgattt coctcaaaacg 4560
aagtggaatt tactactgtt gtcagtatcg gbtgttttgaa ttggtgoctg coctatagaga 4620
tatattcaca gttcaaaagt caggtgcoctga gagatggttt aaagacaaat tcatgaaggt 4680
atattttgtg ttatagttgt tgatgagtte tttggtbttte tgtatttttec cccctetett 4740
taaaacatca ctgaaatttc aataaatttt tattgaaatg tctaaaaaaa aaaaaaaaaa 4300
aAdaaaaaaaa aaaa 4814

<210> 3

<211> 3921

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>
45
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<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 1
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_000192.3

<400> 3

46



catgeocttat
ctgaggtgga
gtogatcttg
ggttggttta
gacocggoac
aaacgtgaca
agoggotggt
ggtaataaac
acgtgctett
teottticaa
gctocaaaga
gogoaccatyg
cgoaaaagac
cocogtogtoe
ccatgaaaga
ggctggaagg
gaagtacatt
taataaatgg
cococagacteoe
caagctcace
ataccageoct
tacagocgtte
gaaccacaag
cagtgatgac

ccocaggage

tegagetete
cggoccctoc

ccaaatttac

gocaagagaco
ctococcaccte
gotctatttg
tgteotttatt
tgataggoga
gegogoggge
gagatagteg
agtaatattt
cttgacagac
agtcttcace
agaggtggga
googacgcag
ctgoccctgeg
cogoaggoog
gaactgtgge
cggatgttto
cttetcatgg
tetgtgacgg
coogoocacog
aataacgacc
agattacaca
tgocacteoacg
atcacgcaat
atggagetgo
accgtgaggce
tocacctecat
caggacctcoe

cattgtaceca
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tcagteccec
ccttogtgaa
tgtecttatgt
tattoocoggg
agacggagag
cggttgegtyg
ctatcgectg
aatttgtegg
gttggaagaa
tgagocctge
tagttggaga
acgagggctt
attcgaaace
ccttcaccca
taaaattoca
ccagttacaa
acattgtacc
gcaaagctga
gggcgeattg
tggacocatt
tocgtgaaago
tottteoctga
taaagattga
acagaatgtec
aaaaagtggc
ccaatttggg

tgcctacaca

agaggaaaga

ggaacaactc
gagttcoccte
tcatcaccct
gocaagacgt
aaatttacct
actogtgacg
gttgoctett
agaccacaaa
gacctggcct
tectocagoga
gcagaacctt
tggectggag
cgagagogeg
gocagggoatg
cgaagtggge
agtgaaggtg
tgocegacgat
goocogocatg
gatgaggcag
tgggeoatatt
ggatgaaaat
gactgogttt
gaataatcec
aagaatgcaa
ctecocaaccac
gteccaatac

caacccatac

ggaagaatgt

47

gattteococttc
ctetecoect
cattccteocg
coggaacctyg
coageegotyg
toteocaagteo
tattttactg
ccaaccttga
aaagaggtct
ggagcactec
gogogggoac
cacacgocte
ctoggggoco
gagggaatca
acggaaatga
acgggcctta
cacdagataca
cctggoogec
ctogtotect
attctaaatt
aatggatttg
atagcagtga
tttgccaaag
agtaaagaat
agtoctttea
cagtgtgaga
ccactgoaocc

toccaccacag

caatagaggt
tcctaagaaa
gagaaagccg
tggctgogoa
cooccdagoc
ctataggtgo
gggtatgoct
getgggaggt
cttttggtgg
tggettttge
agggooctgg
tggagoctga
ccagcaagte
aagtgtttct
tocataaccaa
atcccaaaac
aattcgcaga
tgtacgtgca
toccagaaact
cocatgoacaa
gctcaaaaaa
ctteoctaceca
gatttogggg
atccogtggt
goagegagte
atggtgttte
aggagoatag

accatocccta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1580

1620

1680



taagaagoce
tocacagoag
catgtatgen
caacaocgtgg
ggacaggcta
gotggotgge
gaccteoogtyg
coctggoaco
coctoatoag
ctaaagtgag
agagagagaa
cocaatgtte
cacaatttta
aagatgagte
cocagateteo
ttttoootag
ataataaatg
tggggggagg
aaaccateece
coatgtgatyg
totococaatat
cgotocootgg
gtctgtoget
aaaagocooco
gagttgtgga
aaaacaagoge
agcaaaatge

agaaacoacg

attaaaaaaa
ggtactattt

ataggagety

tacatggaga
cagggootgg
agotobgogo
ccaagoatgo
coctacocago
atggocaacc
goooaccags
cttoageoeoes
taccactotg
goctgottoa
ggagagagac
acatoctgeoac
aaaatgtgac
cCcRoccococa
ttocooccatt
tgogtagttg
ataatatatt
tctgaggoaa
tgaaacctaa
tttotgaaaa
cacgtgetea
catcotatct
aaaacgtggo
gtttacatgt
Caaaaagooa
cagooccaac
acaattccta
cCoCcacaccaa
gtgtgtaagt

atttataaat

gocaagaget
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catcacocag
gtgootoota
cooCoagoga
cttococtacag
actteoctoege
atggcoctocec
ctgtggtcag
ctgagttoct
tgoacggagt
caacagacat
agtagoocaag
tocaaggtogo
tttettgttt
ctaccaccac
cottotbttg
gagtoctgtec
tttttottte
gtatatttea
attcacgttt
gootetgtat
gttttgocte
tattocagooco
ctatagotteo
aggcaggact
aaataaatat
cttccaaace
cagaagagge
tgocaacaca
aaagtgttat
aggaattcta

tttaatttta

tgaagaagat
caggacagag
gootgbgooo
cagotgeoaoo
tcacttcoace
acagoctggga
geagtgtggy
ctactcteat
tggoatggtyg
ttooctagaga
agaacccoccac
tggatgctga
tgtotcaaaa
acccatcaac
ggototagaa
ctgtottggt
aattttetta
aaatatgtac
cococtbgact
gtecosattt
tacttacooa
taccatcttg
ccttocggaa
gtgataacag
tettectgat
toccatcacca
aagacacagt
aaactgtgtt
ggtagggtie
attaagtaat

ttgatactea

48

tecttetace
toggoacage
agoot agagg
gtoaccaocog
toggggocco
gagggaatgt
cotoagactyg
ggcgtgocaa
coagagbtgga
aagagagaga
ggacaagatt
totaatocagt
cttaaaaaaa
cagocacatt
agtottgeoct
gttaatgttg
atgggaccca
ttgogggatt
aagaaaigoa
gettbggttt
tggagtoagyg
coagoctotgt
agottgottt
tgcaagotet
taaaaaaatt
acaacccaas
caccaatgat
tactgaaageo
ttocagatgta
aacatgaaat

aaaccaagtt

getotageta
gooaagettg
acatoagotyg
tgoagococat
tggtocctog
tccagcacca
goeoctgoagta
ggactotate
goegacaatag
gagaggagaa
tttecatttea
agcttgaaac
Caaacacaaa
cacgotacte
cattgagtgt
acattgttat
gtooottatt
cocttcaagt
cetacetetg
tgtectgect
ataacactga
ctttocagot
gaaaaactta
gtgttgacaa
tttttbgaaa
ctggatgtea
atctegocaa
cgaaaacagt
atattttact
gaaaccocago

tgtgtttttt

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
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tgtttttttt
ttttttttte
gagtgtgttt
ttatgtctct
tgtgtgccaa
dddaddaaaad

dadaaaaaaa

tgttttttte
cttttttata
aagtacgtga
ttacgttgct
ttaatgecta
asaaaaasaa

daaaaaaaaa
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ctctttegaa
aacagaccct
gagagtgtga
aaggggggag
ataaataceca
Aaaaaaaaaa

a

tgtgectttge
aataaagaga
gtgtgtttgt
ggtgaggatt
tgtgecttaaa

ddaadadaaaaaa

<210> 4

<211> 1050

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 2
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_080718.1
<400> 4

49

tttttttgat
acagggtaag
aagtgagtgt
aagtactcgt
caagtaaaaa

ddadaaaaaa

taaaaagaat
atgtgaggct
coctatgega
goccttatatt
Adaaaaaaaa

daaaaaaaaa

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3521
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atggcocgacg
gacctgooct
toccogoagyg
agagaactgt
aggoggatgt
attcttctca
tggtctgtga
toocccogoca
accaacaacco
cctagattac
ttotgeoacte
aagatcacgc
gacatggage
agcaccgtga
ctotocacet
toccaggace

taccattgta

<210>5

<211> 3736

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<220>

<400> 5

cagacgaggg
gogattogaa
cogocttocac
ggctaaaatt
ttocccagtta
tggacattgt
cgggcaaage
cocggggogca
acctggacece
acatocgtgaa
acgtctttee
aattaaagat
tgocacagaat
ggcazaaagt
catccaattt

toactgootoo

coaagaggaa

<221> caracteristicas_misc

<221> caracteristicas_misc
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ctttggocctg
accocgagage
coagoagage
ccacgaagtyg

caaagtgaag

acctgocgac
tgagocoges
ttggatgagg
atttgggcat
agcggatgaa
tgagactgeg
tgagaataat
gtcaagaatg
ggcctocaac
ggggtcccaa

acccaaccca

aggtgagtgt

tacettttee ttteettggg ttgggggtga

<223> Numero de acceso - NM_080717.2

gogoacacgo
gogotogggyg
atggagggaa
ggcacggaaa

gtgacgggoc

gatcacagat
atgoctggec
cagctogtet
attattctaa
aataatggat
tttatagecag
ccctttgoea
caaagtaaag
cacagtcett
taccagtgtg
tacoccactgeo

gatcacccct

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 3

50

cteotggagoc
cocoocagoaa
tcaaagtgtt
tgatcataac
ttaateccaa
acaaattcgc
gectgtacgt
ccttoccagaa
attececatgea
ttggctcaaa
tgacttocta
aaggatttog
aatatecoogt
tcagoagoga
agaatggtgt
cocaggagea

ggtcaatttg

tgacgcaaaa
gtoccogtog
totoccatgaa
caaggotgga
aacgaagtac
agataataaa
goacccagac
actcaagctec
cdaaatacecag
aaatacagocg
ccagaaccac
gggcagtgat
ggtccococagg
gtotogaget
ttococggocee
tagccaaatt

cttbtotttet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

500

960

1020

1050



catgecttat
ctgaggtgga
gtogatettg
ggttggttta
gacocggoac
aaacgtgaca
ageggetggt
ggtaataaac
acgtgoctett
toocttttcaa
gcteccaaaga
aaagagaact
gaaggcggat
acattcttct
aatggtetgt
actoccocoogoe
tcaccaacaa
agoctagatt
cgttetgeoac
acaagatcac

atgacatgga

ggagcacegt

goaagagaco
ctoccaccte
gototatttg
tgtctttatt
tgataggoga
gogogogggc
gagatagtog
agtaatattt
cttgacagac
agtcttecace
agaggtggga
gtggctaaaa
gtttocccagt
catggacatt
gacgggoaaa
caccggggcyg
coacctggac
acacatogtg
tcacgtettt
gcaattaaag
gotgoacaga

gaggcaaaaa
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tcagtoocoe
ccttogtgaa
tgtettatgt
tattcococggyg
agacggadgag
cggttgegtg
ctategocty
aatttgtcgg
gttggaagaa
tgagocectge
tagttggagg
ttccacgaag
tacaaagtga
gtacctgcog
gctgagocey
cattggatga
acatttggge
asagoggatg
cctgagactyg
attgagaata
atgtcaagaa

gtagocteca

ggaacaactc
gagttoccctco
tcatcacect
gocaagacgt
aaatttacct
actogtgacg
gttgocteott
agaccacaaa
gacctggect
tctocagoga
gcatggaggg
tgggcacgga
aggtgacggg
acgatcacag
ccatgeoctgg
ggcagoctogt
atattattet
aaaataatgg
cgtttatage
atcocctttge
tgcaaagtaa

accacagtac

51

gattteoctto
ctotccooct
cattectoog
coggaacctyg
coageegetyg
tcteocaagto
tattttactyg
ccaaccttga
aaagaggtet
ggogcactoo
aatcaaagtg
aatgatcata
ccttaatece
atacaaattc
cogoctgtac
ctocttocag
aaattccatyg
atttggotea
agtgacttece
caaaggattt
agaatatccoc

tttcagoage

caatagaggt
tocctaagaaa
gagaaagoecy
tggctgogoa
coccccagcc
ctataggtgo
goggtatgect
gotgggaggt
cttttggtgg
tggettttge
tttcteocatg
accaaggctyg
aaaacgaagt
gcagataata
gtgcacccag
aaactoaago
cacaaatacc
aaaaatacag
taccagaacc
cggggceagtg
gtggtoccca

gagtctogag

60

120

180

240

200

360

420

480

540

600

660

T20

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ctotoctocac
cctooccagga
tttaccattg
agccctacat
agcagcaggyg
atgocageteo
cgtggocaag
ggcetacccta
ctggoatgge
cogtggooca
goaccottea
atcagtacca
gtgaggcctyg
gagaaggaga
tgttcacate
ttttaaaaat
gagtoocaco
atctocttooo
cctagtgegt
aaatgataat
ggaggtctga
atoccctgaaa
tgatgtttet
aatatcacgt
coctggoateoo
togetaaaac
ccocegttta
gtggacaaaa
aaggooagoao
aatgcacaat

ccacgocccac

aaaaagtgtyg

ctocatocaat
cotoctgoct
taccaagagg
ggagacatca
cotgggtgoo
tgogeoccooe
catgecttoe
ccagcactte
caaccatggo
coageotgtyg
gecccctgag
ctectgtgeoac
cttcacaaca
gagacagtag
tgcactcaag
gtgactttet
cococcactaco
ccattococtte
agttggagtec
atatttttit
ggecaagtata
cctaaattca
gaaaagecte
goctocagtttt
tatcttatte
gtggectata
catgtaggea
agccaaaata
ccaaccttoo
toctacagaa

accaatgcoca

taagtaaagt
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ttggggtcce
coacccaaco
aaagaggaadg
cccagtgaag
toctacagga
agcgagoctg
tacagecaget
tocgotcact
tococcacageoe
gtcaggoagt
tteoctectact
ggagttggea
gacattteoct
coaagagaac
gtegeotggat
tgttttgtet
accacaccoa
ttttgggete
tgtceoectgte
ctttcaattt
tttcaaaata
cgttteooccet
tgtatgtece
goctotactt
agcoctacca
gottocotte
ggactgtgat
aatatteotte
aaacctocat
gaggoaagac
acacaaaact

gttatggtag

aataccagtyg
catacccact
aatgttecac
aagattectt
cagagtcgge
tgoccagoct
gcocacogtoac
tcacctoggyg
tgggagaggyg
gtgggoctcoa
ctoatggogt
tggtgococaga
agagaaagag
cocacggaca
gctgatctaa
caaaacttaa
tcaaccageoo
tagaaagtct
ttggtgttaa
tettaatggg
tgtacttgog
tgactaagaa
catttgottt
acccatggag
tettgoocage
ocggaaagoett
aacagtgcaa
ctgattaaaa
caccaacaac
acagtcacca
gtgtttactg

ggttotteoag

52

tgagaatggt
gocoocaggag
cacagaccat
ctaccgectet
acagocggoaa
agaggacatc
caccgtgoag
gcoocctggte
aatgttcoccag
gactggocotyg
gocaaggact
gtggagogac
agagagagag
agattttteca
teagtagett
aaaaacaaac
acattocacge
tgocteoattyg
tgttgacatt
acccagtoce
ggattoocctt
aagcacctac
gugttttgtes
tcaggataac
tctgtottte
gectttgaaaa
getoetgtgtt
aaattttttt
ccaaactgga
atgatatecte
aaagcogaaa

atgtaatatt

gttteocoggoe
catagocaaa
cectataaga
agctatccac
gottgoatgt
agctgoaaca
coccatggaca
cctoggetgg
caccagacct
cagtocooctyg
ctatcococcto
aatagotaaa
gagaaagaga
tttcacccaa
gaaaccacaa
acaaaaagat
tactoccocceocag
agtgttttte
gttatataat
ttatttgggg
caagtaaacc
ctctgocatg
tgccttoteo
actgacgete
cagoctgtetg
acttaaaaag
gacaagagtt
tgaaaaaaac
tgtcaagcaa
gocaaagaaa
acagtattaa

ttactggtac

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2180
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2Z8EB0
2940
3000
3060
3120
3180

3240
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tatttattta
agoctggocaa
ttttttgttt
ttttocctttt
tgtttaagta
tetotttacyg
gocaattaat
aaaaaaaaaa

dAaaasaaaaa

taaataggaa
gagcttttaa
ttttectett
ttataaacag
cgtgagagag
ttgoctaaggg
gooctaataaa
aaaaaaaaaa

aaaaaa
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ttctaattaa
ttttattgat

tegaatgtge
accctaataa
tgtgagtgtyg
gggagggtga
taccatgtgo

daaadaaad

gtaataacat
actcaaaacco
tttgettttt
agagaacagg
tttgtaagtyg

ggattaagta

ttaaacaagt

agazaadaald

<210>6

<211> 3749

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens T-box 5 (TBX5), variante de transcripcion 4
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_181486.1
<400> 6

53

gaaatgaaac
aagtttgtgt
ttgattaaaa
gtaagatgtg
agtgtcoccta
ctegtgoctt
aaaaaaaaaa

dazaddaaad

ccagcatagg
ttttttgttt
agaatttttt
aggctgagtyg
tgogattatg
atatttgtgt
daaaaaaaaa

azaiadazazaz

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3736



ttcagagaga
gaactttaat
tttoccctece
tcttggagge
agogoacageo
aggtgogocco
accacggage
agaggatgtg
ggccctggge
gagoctgacg
agoaagtoce
gtgtttetec
ataaccaagg

cccCaaaacga

gagagagagg
cotgaaaget
tgggggtgta
tattttgtgt
agaggaggtg
tagtaggcag
caccatgect
gtgaatgcac
goaccatgge
caaaagaccht
cegtegtacee
atgaaagaga
ctggaaggcg

agtacattct
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gagagagagt
gogoetcagaa
aaggaggagc
tctttggcge
tgtgttggag
cagtagoccgo
gotecacoge
cggcttcaco
cgacgoagac
gocctgogat
goaggacgea
actgtggcta
gatgtttceoo

tocteoatggac

gagagagact
aggacttoga
ggggcactga
ttgocaactyg
gtagggcagto
tattctgggt
ctcacegoag
gaacgagagc
gagggcttty
tcgaaaccog
ttecaceccage
aaattccacg
agttacaaag

attgtacctg

54

gactcttacc
ccattcactyg
gattatatgg
ggaagtattt
gocegoggagyg
aagcagtaaa
gottecotge
agaaccttgc
gootggogea
agagocgoget
agggeatgga
aagtgggecac
tgaaggtgac

cogacgatca

tegaatcegg
ggcttocaac
ttgocoggtge
agggagagca
ctocagoggt
ccccgoataa
taggagcage
gogggoacag
cacgoctotg
cggggocooc
gggaatcaaa
ggaaatgate
gggcocttaat

cagatacaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

8240



ttogoagata
tacgtgcaceo
cagaaacteca
atgcacaaat
tcaaaaaata
toctaccaga
ttteoggggea
cocogtggtoo
agogagteote
ggtgtttoog
gagcatageao
catcoctata
tctagetate
caagcttgea
atcagctgea
cagcocatgg
gtococtogge
cagcaccaga
ctgecagtooo
actctateoco
gacaatagct
gaggagaaag
tcatttcace
cttgaaacca
aacacaaaaa
cgotactooe
ttgagtgttt
attgttatat
ccottatttg
cttecaagtaa
tacctotgeo

tectgeette

ataaatggtc
cagactcooc

agoctcaccaa

accagcctag
cagogttotyg
accacaagat
gtgatgacat
ccaggagcoac
gagotctoto
goococtooca
aaatttacca
agaagoccta
cacagcagca
tgtatgoccag
acacgtggeoe
acaggctace
tggotggoat
coteoegtgge
ctggcaccet
cteocatcagta
aaagtgaggc
agagagaagg
caatgttcac
caattttaaa
gatgagtocc
cagatctott
tteocctagtg
aataaatgat
gggggaggto
accatococtg
atgtgatgtt

tocaatatea
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tgtgacggge
cgoccacoggyg
caaccacctyg
attacacate
cactcacgte
cacgoaatta
ggagctgeoac
cgtgaggcaa
cacctcatcc
ggacctoctyg
ttgtaccaag
catggagaca
gggoctgggt
ctetgogooe
aagcatgeoet
ctaccagcac
ggooaaccat
ccaccagoot
teagoocooot
coactetgtyg
ctgottoaca
agagagacag
atctgcacte
aatgtgactt
accoococact
cococcattoo
cgtagttgga
aatatatttt
tgaggcaagt
aaacctaaat

totgaaaage

cgtgcteoagt

aaagotgage
gogeattgga
gacccatttyg
gtgaaagegy
tttoctgaga
aagattgaga
agaatgtcaa
aaagtggoct
aatttggggt
cctoccaccca
aggaaagagy
tcacccagtyg
goctoctaca
cocagogageo
tecctacagea
ttotecgete
ggotococac
gtggteoagge
gagttoctet
cacggagttg
acagacattt
tagccaagag
aaggtogetyg
tettgttttyg
accaccacac
ttottttggg
gtetgtecct
tttettteaa
atatttcaaa
tcacgttteo
ctotgtatgt

tttgocteta

55

ccgocatgee
tgaggocaget
ggcatattat
atgaaaataa
ctgogtttat
ataatocott
gaatgocaaagqg
ccaaccacag
ccocaatacca
acccatacco
aagaatgttc
aagaagattc
ggacagagtc
ctgtgoccag
getgcacegt
actteaccte
agotgggaga
agtgtgggee
actotoatgg
gcatggtgeo
cctagagaaa
aaccccacgg
gatgctgatc
tctcaaaact
ccatcaacca
ctoctagaaag
gtottagtgt
ttttettaat
atatgtactt
ccttgactaa
cococcattbge

cttaccecatyg

tggocgeootyg
cgtotoctte
tectaaattee
tggatttgge
agocagtgact
tycocaaagga
taaagaatat
tocttteoage
gtgtgagaat
actgcocooccag
caccacagac
cttotaccge
ggcacagogg
coctagaggac
caccacegtg
ggggoccetg
gggaatgttc
toagactgge
cgtgocaagy
agagtggagcoc
gagagagaga
acaagatttt
taatcagtag
taaasaaaca
gocacattcoa
tottgocteoa
taatgttgac
gggacccagt
gogggattec
gaaaagocace

tttggttttg

gagtcaggat

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
15€0
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



10

aacactgacg
ttocagetgt
aaaacttaaa
gttgacaaga
ttttgaaaaa
ggatgtcaag
ctegeocaaag
aaaacagtat
attttactgg
aacccagcat
tgtttttttg
aaaagaattt
gtgaggctga
ctatgeogatt
cttatatttg
aaaaaaaaaa

dadaaaaaaa

ctocctggea
ctgtogotaa
aagoccoogt
gttgtggaca
aacaaggcca
caaaatgcac
aadaccacgoc
taaaaaaagt
tactatttat
aggagctgge
tttttttttg
ttttttteoct
gtgtgtttaa
atgtctettt
tgtgccaatt
aaaaaaaaaa

ddaaaaaaaa
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tcctatctta
aacgtggect
ttacatgtag
aaaagocaaa
gocccaacct
aattectaca
cacaccaatg
gtgtaagtaa
ttataaatag
caagagcttt
tttttttect
tttttataaa
gtacgtgaga
acgttgctaa
aatgectaat
aaasaaaaaa

daaaaaaaa

<210>7

<211> 4070

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens T-box 18 (TBX18)
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_001080508.1
<400> 7

ttcagoccta
atagoctteoco
goaggactgt
ataaatatte
tccaaaccte
gaagaggcaa
ccaacacaaa
agtgttatgg
gaattctaat
taattttatt
ctttcocgaatg
cagaccctaa
gagtgtgagt
g9999ga999
aaataccatg

dazaadaaaa

56

cocatcttgoco
ttocoggaaag
gataacagtg
ttocctgatta
catcaccaac
gacacagtca
actgtgttta
tagggttett
taagtaataa
gatactcaaa
tgoctttgett
taaagagaac
gtgtttgtaa
tgaggattaa
tgettaaaca

daaidaaaaa

agctctgtet
cttgetttga
caagctotgt
aaaaaatttt
aacccaaact
ccaatgatat
ctgaaageoog
cagatgtaat
catgaaatga
accaagtttg
tttttgatta
agggtaagat
gtgagtgtoc
gtactegtge
agtaaaaaaa

23dadzaaaa

2820

2880

23940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3749



atggocogaga
toggtggagg
ctgggogecg
gogggocgaaa
gogacgtotg

gaggacggcet

agcgaagggd
cgoctgatcgyg
aagaggegge
agggttctte
ggocggoteg

toccagocaggg

ES 2685319 T3

ctogoogtge
cgccgagaayg
gggggeegtyg
tgagggagac
gagtggcgea

agcttoccct

agoatgctaa
cagcaacago
gacgacggag
gaaggocgctg
gacctggage

ctggogtcac

57

gockcaaggo
ttocagaagaa
gotgocagoog
cgetcoogoeo
gocggagoogo

cgggaggetco

goacgottte
goggogaaaa
cggoggogge
goccggotggg
gggcggctgt

ccccaagggg

60

120

180

240

300

360



totocoggoge
gtggatctgo
atcaccaagg
cctcaccage
tatgtttacco
cgtgtgtaca
agcttegaca
cattctatgeo
ctttotecca
actgtettea
aggaatccat
ttggtggaat
cctggaatto
ggogttoctg
cateotggags
gooogotoag
ctoaccaaco
agcagcagea
ccacagacca
ccatcaccct
tttagattac
goctgocagto
gggaccatga
gggggtcage
caagtatctyg
aacatatttt
aatgtacata
tgtaattate
cctattgtte
agoaaagkto
tatccagaag

tgatgtattyg

gotoootgge
agggagccga
coggcaggog
aatattacat
acagttocgaa
ttcatocaga
agctgaaget
acaaatacca
tocaagoctgt
caaccgtcac
ttgctaaagg
catatgeatt
ccaagoaagyg
ccactcacce
coaacaccag
goctoacoot
aggotggtga
coetoccgtgaa
gocttateccat
cocageaatgeo
acagoceoocktg
ctgagaaaat
cggateggea
agagtttott
cacatatggt
cttbtttotet
taatagaaaa
tatggtatat
cectgttteoa
tocagactott
aacacttata

ataaccagcoa
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coggoooggg
gototggaag
catgtttoca
tgccatggat
atggatggtg
ctegoctgeo
caccaacaat
accgogaghg
tocatocoggg
tgecoctatecag
cttocgagac
ctggogacea
caatgcaagt
tocaccttttg
coagotgtat
caacogatac
gacctttgoco
catgtecatg
goagatttog
cttogoocact
tgcactatat
tgtttecttec
gatgttgoce
tgactctagg
ctgatgaagc
tttaaaagot
tgaaggetca
atgtatgctg
teocagtigea
ttaaaaacaa

acttaattta

gtaaccagoa

accooteotge
ogotttoatg
geaatgagag
attgtaceag
gocaggtaatyg
togggggaga
gaactggatg
cacgtcatoc
gagggagtaa
aatcagcaga
tococgggogea
tocactacgga
toctocacct
tctggotoct
agtetggecs
agcacatctt
cogoocagga
ggtggeactyg
ggaatgtooc
aaccagacco
ggatataact
caaggaagtt
ecctgtggaag
accctaggaa
ctttaagtta
atgtggaaag
ctgggttttt
tatatacata
cggagtattg
gatggtaaac

tcagaaaaat

tgtagagtct

58

actogoogeoa
agataggcoac
tgaagatcte
tggacaacaa
ctgactogoo
cttggatgag
accaaggoca
gtaaagactg
aggecattote
ttactegect
acagaatggg
ctotgacott
tgotocaagyg
cttgeoteocte
ctgetgacta
tggoagagac
ctocotocta
atggggacac
cccagctcoca
atcagggttco
tetecacate
tocttggggte
gagtgeacct
gcttaactet
aatgacattt
aaactototyg
tgactttatc
gcacatggag
gocatgogtgt
ttaaaacttg
getotaaacyg

tgtgatttct

ggoocogogy
tgagatgatc
tggattagat
aagatacagg
tgtgocoacco
acaagttatc
tattattett
tggagacgat
ctttococagaa
gaagatagat
tttggaageco
tgaagatate
tactgggaat
toctgoctte
ttetgectgt
ctacaacagg
togtgggcgtyg
ctteoagotge
gtatatcatg
ctataatact
cococaaactg
ctocacogagt
gettageagt
gtcatecatcet
ggatctgtct
tggtttataa
atggtgagat
tatcacggoc
agtatgttta
gcocaattatac
gtttecatact

gttattcttg

420
480
540
600
660
720
T80
240
900
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16E0Q
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220

2280



gacacagtgt
tatttgtaat
tatgacettyg
gtaaaggaga
tatteatotyg
aatagaccat
aatatgtgat
caatgagaaa
ttttgtatag
cogatagtat
acacattgaa
agatagtteoco
toccagcaatc
cctettggag
cctcaacaga
ttoctaaaat
atgagataaa
agcgaaataa
gageoatgatt
ggaaagggta
ttagggagat
tttocttttyg
agoatgaagg
cattaatagc
agtgcttagt
atgctctata
atgataccac
tattgtacaa
gactageott

tttattaaaa

<210> 8

gagaatctaa
catgaaggat
gogtctataaa
ggcttgtgat
tagagaacaa
taaagaatgt
atgagtggaa
tgtctatett
tttgttttta
ataagtaaaa
cocttttooo
taggoctgta
tgtcttttgg
gactaagaag
atttgtaatg
aatatatgea
taaaaaaggc
catgtetgtg
ttoctoteatt
caacteoctga
atactgttga
gattocttag
gacatgaaat
ttgacaaaga
gtataattca
cccatatgta
aatatgagta
atgetttttt
ttattgotga

agtacttaaa
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aatacaaaaqg
cagecttttto
aaaatcataa
tttttttttt
atttocagta
tctataaaca
tggcaaaagy
ttaaatcaag
aatttagaat
asaatgcatt
cttcttaacc
tggtgttaaa
gagctatagt
gaagatacta
tcagaactgg
tggttgaaga
taagaataca
cattgacceca
gotaaaaaga
tttgotgttt
atttgoacag
cagttocateca
atttgoagta
tttggggaaa
agaacagaga
ttaataagag
taatttttta
taggttttac
attaaatgac

attatattaa

ccagttgaag
attocctgott
cccataataa
acactttoca
ttttegattt
tttttaaatt
azaaataaate
agtaatacta
attttttoca
tatgoctactt
ttgtocogtet
taacacggtyg
gcaaaggoca
attatgataa
agaaattaaa
gttaaaaaca
tgatgaggea
ttecattacat
gttgectttaa
cactttgaaa
gatgtgactc
aattagtatt
goatggatcta
ggtgttaaga
gttttccate
cattttoott
ttaatebttt
tgtaaatatt
atgoatacat

aatatgttat

59

tcttagtgtt
attatttacc
ttgttatttt
ttgggcacat
tttgettatt
ccaattttea
cacctcaaat
ttgttaacta
tottgotetg
atttatatet
goctgagtot
aggaattteca
aagcccatta
aggaactata
atcagtatta
agtaactttg
cattccoott
tteatgtate
cteatcoetyg
caacacaatt
tgtttataca
aaatttttaa
tgtaagatgt
atgagtccat
ttgaaaaaac
cttgcogttyg
ttotggtaaa
aatcaccacg
tgataattat

taaacoottt

agtococtgagg
acacatacta
cttaaggaag
aagaggttct
ttatatatea
ccaggggagg
toattgatte
taccttatgt
agcttoctga
tgtaattecct
ttococcaaaac
gtaggttatc
ctataaagac
aaacttttaa
aattttttaa
agagcacagt
ctgaggagaa
ttaagcaaaa
gatttggtgg
tgttagatac
tattaacaaa
atttaaaact
ttgggtatgg
ctcagoccaat
atggaaagta
atcatttcag
attttagecaa
tcacttcaga

atatctgtat

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3340

3500

39260

4020

4070
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<211> 3233

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcion 1
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_003030.4

<400> 8

60



cctoctooct
agcagtaaaa
gggctgacgt
gaaagtgaag
gegoggggoc
ggcagtcogg
cggaggaggt
cogggagotyg
ggagggtayga
ggogtttogy
ggaggacgaa
acaactcaat
agaggaactg
togaagaget
cgocagocag
gocatttoag
gotgoagotyg
goacgogeooc
cgoggattog
caagaactcc
tctgtgacge
coctocgegac
cgoctcactg
goaggacoag

gagggcctag

ctoctooceo
aaagaagaag
geggoggoga
gagaagaagyg
aaggagacga
geggeocggcy
gtaggaggag
gacatgggcg
aggaagccaa
tttettgtgt
ggcocagacca
gagctggaga
agcoccageoegac
aaatgtagaa
tttgaagctt
caggatagteo
gacagogotg
tacatgatgt
gocttocogoog
agcatogoog
caacgocago
cagetgotte
accatcecte

ggatcteacy

aattgggttt
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acctooctgteo
gaaaaaaaga
tggaagaact
aggocgatcac
coggotgeac
gaggoggcgy
gaggagoagy
cogoogagag
cgaaagctga
cocoggaget
aaatcaagca
ggctttttga
tgggocetgte
aacaagaaaa
gtagagtoge
attgoaacgt
tggocgoacgo
toccagoaco
cctoggtagt
atctcagact
accaatgtecg
tecegttacea
gtoceocctate
aggcacgcag

tgtaggageg

ccattgatgt
goggggctet
tacggogtte
gtaccgggag
cgaggogggc
cggaggagygc
eggaggaget
aagcagggag
ggtacagget
gaaagatogco
gaggogaagt
cgagacccac
ggaggccoga
tcaactccoat
accttatgte
gaocgooottyg
gocagccaccac
goocottogga
ggoggocgoa
gaaagccaaa
cgootgtooc
ctttgagacc
gcatcttgga
gotoogtgge

ggtttggggg
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gttattattg
getggcagag
gtetcocaagt
gtgctggaga
cgagacgace
gyaggegygcy
ggaggagggc
cogggcagec
acgectgotte
aaagaggatg
cggaccaatt
tatccegacyg
gtgcaggttt
aaaggtgttc

aacgtaggtg

tootttoagg
ctgcatcege
ctgoogotog
goagoogoca
aagcacgocg
goggcactca
togggagocy
ctoggaaage
tootgocogt

agtctggaga

ggggggctgg
gttgagogeeo
cttttgacca
goegggocoget
goageagece
goeggagygagy
goetetacegt
cgogactgac
tecegggega
cgaaagggat
tcaccctgga
cotteatgeg
ggtttcaaaa
tocataggggo
ctttaaggat
ttcaggogoa
acctggooge
cocacgotggo
agaccaccag
cagecatggg
goctgoacgo
gocctattee
cagactccac

tttecctacte

gagactggac
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aggggagtgc tggaaccgcg gagtttggct caccgocaaag ctgocaacgat ggactcttgo 1560
atagaaaaaa aaatcttgtt aacaatgaaa aaatgagcaa acaaaaaaat cgaaagacaa 1620
acgggagaga aaaagaggaa gggaacttat ttettaactg ctatttggea gaageotgaaa 1680
ttggagaacc aaggagcocasa aacaaatttt aaaattaaag tattttatac atttaaaaat 1740
atggaaaaac aacccagacyg attctogaga gactgoougg agttaccaac ttaaatgtgt 1800
gtttttaaaa atgocgeoctaag aaggcaaage agaaagaaga ggtatactta tttaaaaaac 1LE60
taagatgaaa aaagtgogeoa gotgggaagt tcacaggttt tgaaactgac ctttttetge 1920
gaagttcacg ttaacacgag aaatttgatg agagaggogg goctoctttt acgttgaatce 1980
agatgctttg agtttaaace caccatgtat ggaagagcaa gaaaagagaa aatattaaaa 2040
cgaggagaga gaaaaataat attaacacaa aaaaatgcca cagacaatga ttteotctgag 2100
aaattattat ggcoaaaactg totggactge tgacagtaaa ttocoggtttg catgttactt 2160
gtattcecatt gatggtgtgt ctocteccac cocccttatet cocatgeact cactoecattt 2220
tocatcttocac tatgaaaaac aataccaaaa gtatctggaa attgatatat atatatccat 2280
atatatatat catatatttg ccatatatat atatatatat atatatatat atatatatat 2340
atatttgooe tgteotttgat coctggggaac aaaagaaaaa agtcagaaag ggaaaaaatt 2400
acactcattg toctaagaag acagaggtgg gocagaatatg tggggaaagg aaaaagaaaa 2460
caagaccacc aaatgaaata atgaaggtac agogoctege tgtgocagac acagtaggog 2520
ctoaatcagt attagttoce accattoccce tettocttghkg tteocttettg ttoggtttoct 2580
gaagtcoctat ttgaagacag tggtttattt coccectetet atccegtcaa attcacctta 2640
aataacaccc agotagatac aggcactagg tttgtgtaag atatgttgat acacacgaac 2700
aaagtttatt ttgactataa tgtgtggact gactttcaac atttgcocattt tatctcacaa 2760
agotgtatcot attcaagtaa coktbttttt teghkttogttt gtbtotetbt totttetttt 2820
tttettttgg ttgtttgttt caattcatgt agctatttaa actgggatac cttggactaa 2880
goecagtetgt atcccaatte gotagoaage ctaagtttgt ggggttttgt ttttgttttt 2940
gttttacoctt ctaatttaca agaaagagga aaagotcoctto taactgaact ttggtatgog 3000
gttgagettt gtaactattt gttcoctocatg aaaacaaaat tatttatatt tgacatattt 3060
ttttoctagtg tattaagtta ttttaaacaa aagatgttat cteatgacgt gttgtcagta 3120
caaaatgtgt cgocteocaat tetgttaaac ecttttaaata agtgocaagt tattaattga 3180
agacactttg cgatcaattg aatgaaaata tocgtttcatt tgaaaaaaaa aaa 3233

<210>9

<211> 3161

<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcién 2
<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_006884.3

<400> 9

63



cctoctoect
agcagtaaaa
gggctgacgt
gaaagtgaag
gogoeggggec
ggcagtoogg
cggaggaggt
cogggagotg
ggaggtgtcce
ccagaccaaa
goctggagagg
ccagocgactg
atgtagaaaa
tgaagcttgt
ggatagtecat
cagogoctgtg
catgatgtte
ttocogoogoo
cateogoegat
acgocagoac
gctgettote
catcecctegt
atctcacgag
ttgggttttyg

gaaccgogga

ctocecteoccee
ddagaagaag
geggoggega
gagaagaagy
aaggagooga
goggcoggog
gtaggaggag
gacatgggcg
ceggagctga
atcaagcaga
ctttttgacg
ggcctgtogy
caagaaaate
agagtcgcac
tgoaacgtga
goegoacgoge
coagocagegc
teggtagtgg
ctoagactga
caatgtegeg
cgttacceoct
cocctatoge
goacgcaggco
taggagoggg

gtttggetca
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acctoetgte
gaaaaaaaga
tggaagaact
aggegatcac
coggotgoac
gaggcggcgg
gaggagcagy
ccgocgagag
aagatcgcaa
ggcgaagteg
agacoccacta
aggccogagt
aactccataa
cttatgtcaa
cgceccttgte
accaccacct
cottoggact
cggoocgcage
aagoCaaaasa
cotgtocoge
ttgagacctec
atcttggact
toocgtggete
tttgggggag

ccgoaaaget

ccattgatgt
goegaggctet
tacggogtte
gtaccgggay
cgaggogggo
cggaggaggc
cggaggaget
aagcagggaqg
agaggatgeg
gaccaatttc
toccegacgeco
geaggtttgg
aggtgttete
cgtaggtgct
ctttoaggtt
gocatcogcoac
goegotogoe
agocogeocaag
goacgoogoa
ggcacteoage
gggagoccggc
cggaaageca
ctgocogttt
totggagaga

gocaacgatgg
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gttattattg
gctggcagag
gtetcecaagt
gtgctggaga
cgogacgaco
ggaggcggoeg
ggaggagggc
cogggcagec
aaagggatgg
accctggaac
tteatgogag
tttcaaaatc
ataggggecg
ttaaggatgc
caggegoage
ctggocogogoe
acgotggoog
accaccagca
gocctgggte
ctgoacgoos
cctecttoceceg
gactecacge
tocctactega
gactggacag

actcttgeoat

ggggggctag
gttgagogee
cttttgacca
gogggacget
goagoageooo
gcggaggagg
gotectacegt
cgogactgac
aggacgaagg
aactcaatga
aggaactgag
gaagagctaa
ccagoccagtt
catttcagca
tgoagotgga
acgcocgoocta
cggattogge
agaactccag
tgtgacgeoca
toocgoegoooa
cctcactgac
aggaccaggyg
gggcctagaa
gggagtgctyg

dgaaaaaaaa
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atcttgttaa caatgaaaaa atgagcaaac asaaaaatcg aaagacaaac gggagagaaa 1560
aagaggaagg gaacttattt cttaactgcect atttggocaga agoctgaaatt ggagaaccaa 1620
ggagcaaaaa caaattttaa aattaaagta ttttatacat ttaaaaatat ggaaaaacaa 1680
cccagacgat totcgagaga ctggggggag ttaccaactt aaatgbgtgt ttttaaaaat 1740
gegoetaagaa ggcazagoag aaagaagagg tatacttatt taaaaaacta agatgaaaaa 1800
agtgocgeoage tgggaagtte acaggttttg aaactgaceot ttttctgoga agttecacgtt 1860
aacacgagaa atttgatgag agaggoggge ctecttttae ghttgaateag atgetttgag 19820
tttaaaccca ccatgtatgg aagagoaaga aaagagaaaa tattaaaacg aggagagaga 1580
aaaataatat taacacaaaa aaatgocaca gacaatgatt tctectgagaa attattatgg 2040
caaaactgtec tggactgctyg acagtaaatt coggtttgea tgttacttgt attccattga 2100
tggtgtgtet cctcccacce ecttatecteoe catgcacteca cteocattttc atettcacta 2160
tgaaaaacaa taccaaaagt atctggaaat tgatatatat atatcocatat atatatatca 2220
tatatttgoec atatatatat atatatatat atatatatat atatatatat atttgeocctg 2280
totttgatoc tggggaacaa aagaaaasaag tcagaaaggg aaaaaattac actcattgtco 2340
ctaagaagac agaggtggge agaatatgtyg gggaaaggaa aaagaaaaca agaccaccaa 2400
atgaaataat gaaggtacag cgcctogctg tgoccagacac agtaggogct caatcagtat 2460
tagttcococac cattcoococtt ttottgtgtt ccocttottgtt ggtttoccoctga agtoctattt 2520
gaagacagtg gtttatttoe coctotetat cocogtecaaat tcaccttaaa taacacceag 2580
ctagatacag goactaggtt tgtgtaagat atgttgatac acacgaacaa agtttatttt 2640
gactataatyg tgtggactga cttteoaacat thgeatttta tetecacaaag gtgtatetat 2700
tcaagtaacc tttttttttt gtttgtttgt ttcttttttg tttttttttt tottttggtt 2760
gtttgtttoa attecatgtag ctatttaaac tgggataccot tggactaage cagtoctgtat 2820
cocaattoge tageocaagocot aagtttgtgg ggttttgbtt ttgtttttgt tttacocttet 2880
aatttacaag aaagaggaaa agctottcta actgaacttt gotatgoggt tgagetttogt 2940
aactatttgt totccatgaa aacaaaatta tttatatttg acatattttt ttoctagtgta 3000
ttaagttatt ttaaacaaaa gatgttatet catgacgtgt tgtcagtaca aaatgtgteog 3060
cctocaatte tgttaaaccet tttaaataag tgocaagtta ttaattgaag acactttgeog 3120
atcaattgaa tgaaaatate gtttcatttg aaaaaaaaaa a 3161

<210> 10

<211> 3125

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>

<221> caracteristicas_misc
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<223> Homo sapiens short stature homeobox 2 (SHOX2), variante de transcripcion 3

<220>

<221> caracteristicas_misc

<223> Numero de acceso - NM_001163678.1

<400> 10

cotoctooct
ageagtaaaa
gggctgacgt
gaaagtgaag
gogoggggcc
ggcagtocgyg
cggaggaggt
cogggagotg
ggaggtgtcoo
coagaccaaa
gotggyagagy
cocagogactg
atgtagaaaa
tgaagottgt
ggttcaggeg
gocacoctggeco
cgocacgotg
caagacoaco
cgoagacctyg
cagoctgcac
cggooctott
gocagactoo
gttttoctac
gagagactgg
atggactctt
atcgaaagac

cagaagotga

ctoctecooo
aaagaagaag
goggceggoga
gagaagaagg
aaggageooga
goggecggey
gtaggaggag
gacatgggog
coggagetga
atcaageaga
ctttttgacy
ggoctgtegg
caagaasateo
agagtogeac
cagoctgeage
gogoacgogo
gocgceggatt
agcaagaact
ggtetgtgac
goecoteegeg
ocoogoctocac
aogoaggace
togagggoct
acaggggagt
goatagaaaa

asacgggaga

aattggagaa

acctoctgto
JAAAAAAATE
tggaagaact
aggogatoac
coggotgoac
gaggocggogy
gaggagoagyg
cogoogagag
aagatogoaa
gocgaagtog
agacccacta
aggccogagt
aactccataa
cttatgtoaa
tggacagoge
cctacatgat
cggcttooge
ccagoatoge
gocaacgooa
cocogotget
tgaccatooo
agggatoboa
agaattoggt
gctggaaceg
aaaaatcttg
gaaaaagagg

coaaggagea

ccattgatgt
goggggotot
tacggogtte
gtacogggag
cgaggogggc
cggaggagyc
cggaggagct
aagcagggag
agaggatgeg
gacecaattte
tocegacgee
goaggtttgg
aggtgttote
cgtaggtgct
tgtggogcac
gttoocagea
cgoctoggta
cgatoteaga
geaccaatgt
teteagttae
togtococta
cgaggcacge
tttgtaggag
cggagtttgg
ttaacaatga
aagggaactt

aaaacaaatt
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gttattattyg
gotggoagag
gqtotccaagt
gtgcotggaga
ogogacgaca
ggaggcggcy
ggaggagggc
cogggcagoo
aaagggatgg
accctggaac
ttoatgogag
tttoaaaatco
ataggggoog
ttaaggatge
gogoaccacoe
cogoccttog
gtggoggoog
ctgasagooa
cgogoctgta
coctttgaga
togoatottg
aggotboogty
cgggtttggg
ctcaccgecaa
aaaaatgago
atttottaac

ttaaaattaa

gIIgIICtgy
gttgagegeo
cttttgaceca
gegggooget
goagoagoog
goggaggagy
gokcteocoegt
cgegactgac
aggacgaaggy
aactcaatga
aggaactgag
gaagagctaa
cocagoocagtte
catttoagoa
acctgeatec
gactgooget
cagcagoogo
BAAAQOACYO
cogeggoact
cotegagagqs
gactoggaaa
gotoctgoeeo
ggagtotgga
agctgoaacyg
daacaasadaa
tgotatttgg

agtattttat

&0
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300
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720
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340
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acatttaaaa
acttaaatgt
tatttaaaaa
acctttttet
ttacgttgaa
aaaatattaa
gatttctotg
tgcatgttac
ctcactccat
atatatatec
atatatatat
agggaaaaaa
ggaaaaagaa
acacagtagg
tgttggttte
aaattcacct
atacacacga
tttatctcac
tttgtttttt
accttggact
gtttttgttt
ctttggtatg
tttgacatat
gtgttgtcag
gttattaatt

Aaaaa

atatggaaaa
gtgtttttaa
actaagatga
gocgaagtteca
tcagatgett
aacgaggaga
agaaattatt
ttgtattcca
ttteocatotte
atatatatat
atatatttge
ttacactecat
aacaagacca
cgotcaatca
ctgaagtoct
taaataacac
acaaagttta
aaaggtgtat
tttttotttt
aagccagtct
ttgttttace
cggttgaget
ttttttctag
tacaaaatgt

gaagacactt
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acaacccaga
aaatgogoeta
aaaaagtgog
cgttaacacg
tgagtttaaa
gagaaaaata
atggcaaaac
ttgatggtgt
actatgaaaa
atcatatatt
cotgtotttyg
tgtecctaaga
ccaaatgaaa
gtattagttc
atttgaagac
ccagotagat
ttttgactat
ctattcaagt
ggttgtttgt
gtatcoccaat
ttctaattta
ttgtaactat
tgtattaagt
gtogoctoca

tgcgatcaat

cgattctcga
agaaggcaaa
cagotgggaa
agaaatttga
cocaccatgt
atattaacac
tgtetggact
gtctocteco
acaataccaa
tgccatatat
atcotgggga
agacagaggt
taatgaaggt
ccaccattec
agtggtttat
acaggoacta
aatgtgtgga
aacctttttt
ttcaattecat
tocgotagcaa
caagaaagag
ttgttotcca
tattttaaac
attetgttaa

tgaatgaaaa
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gagactgggg
goagaaagaa
gttocacaggt
tgagagaggc
atggaagage
aaaaaaatgc
gcetgacagta
acccoccttat
aagtatctgg
atatatatat
acaaaagaaa
gggcagaata
acagogoote
cottttottg
ttoccoctot
ggtttgtgta
ctgactttca
ttttgtttgt
gtageotattt
gocctaagttt
gaaaagctct
tgaaaacaaa
aaaagatgtt
accttttaaa

tatcgtttca

ggagttacca
gaggtatact
tttgaaactyg
gggectoctt
aagaaaagag
cacagacaat
aattcoggtt
ctococatgea
aaattgatat
atatatatat
aaagtcagaa
tgtggggaaa
gotgtgocag
tgttocttet
ctatccogteo
agatatgttyg
acatttgeat
ttgtttcttt
aaactgggat
gtggggtttt
tctaactgaa
attatttata
atctcatgac

taagtgocaa

tttgaaaaaa

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende TbxI8 o fragmentos funcionales del mismo capaces de convertir células
quiescentes o células madre en células marcapasos para su uso como medicamento para tratar a un sujeto afectado
con una afeccioén seleccionada del grupo que consiste en arritmia cardiaca, sindrome del seno enfermo, bloqueo AV,
bradicardia, taquicardia o insuficiencia cardiaca.

2. Una composicién que comprende un sistema de administracion de ADN; comprendiendo dicho sistema de
administracion un polinucledtido que codifica TbxI8 o un fragmento funcional del mismo capaz de convertir células
quiescentes o células madre en células marcapasos, para uso como medicamento para tratar un sujeto que tiene
una afeccién seleccionada de arritmia cardiaca, sindrome del seno enfermo, bloqueo AV, bradicardia, taquicardia o
insuficiencia cardiaca.

3. La composicion segun la reivindicacion 2, en la que el sistema de administracion de ADN comprende un vector
viral.

4. La composicion segun la reivindicacion 3, en la que el vector viral se selecciona del grupo que consiste en
adenovirus, virus adenoasociado, lentivirus, retrovirus, HJV, HIV y HSV.

5. La composicion segun la reivindicacion 4, en la que el vector viral es un adenovirus y comprende los siguientes
componentes enlazados operativamente en secuencia:

una primera secuencia de repeticion terminal invertida (ITR);

un primer sitio lox P;

un sitio de empaque (v, psi);

un promotor de citomegalovirus;

una secuencia que codifica TbxI8;

un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES);

una sefal de poliadenilacion (An);

un segundo sitio lox P;

una secuencia que codifica los genes de region temprana 2 y regiéon temprana 4 de adenovirus; y
una segunda secuencia de repeticion invertida (ITR).

6. La composicion segun la reivindicacion 2 en la que el sistema de administracion de ADN comprende un vector no
viral que se puede seleccionar de uno o mas de: vectores liposomales, unos polimeros cationicos, y/o polimeros de
unién a ADN o en la que el sistema de administracién de ADN comprende ADN desnudo.

7. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, en la que dicha afeccion se debe a una arritmia
cardiaca.

8. Un método in vitro de generacion de un marcapasos biolégico usando Tbx18 o fragmentos funcionales del mismo
capaz de convertir células quiescentes o células madre para células marcapasos, y para modificar la actividad
eléctrica del tejido cardiaco derivada de un sujeto que comprende:

administrar TbxI8 o un fragmento funcional del mismo, a células quiescentes para generar células tratadas,

en el que las células quiescentes se han obtenido de un sujeto que tiene tejido cardiaco que presenta actividad
eléctrica anormal y dicho tejido cardiaco comprende células quiescentes;

en el que las células quiescentes comprenden uno o mas de cardiomiocitos y células madre y no presentan actividad
eléctrica espontanea y repetitiva; y

en el que las células tratadas presentan actividad eléctrica repetitiva espontanea, modificando asi la actividad
eléctrica del tejido cardiaco de dicho sujeto.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que las células tratadas presentan:

(i) una morfologia de longitud a ancho sustancialmente similar a una morfologia de longitud a ancho de células SAN
nativas y la relacion de longitud a ancho puede ser al menos aproximadamente 10; o

(i) un aumento en las oscilaciones espontaneas de Ca®* intracelular.

68



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2685319 T3

10. El método de la reivindicacion 8, en el que dicha actividad eléctrica espontanea y repetitiva aumenta en
respuesta a la estimulacion B-adrenérgica.

11. El método de la reivindicacion 8, en el que las células convertidas no expresan el péptido natriurético auricular
(ANP) o la a-actina esquelética (aSkA).

12. Un método in vitro para convertir una poblacion de células madre mediante el uso de Tbx18 o fragmentos
funcionales del mismo capaces de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos, en células
apropiadas para la generacion de un marcapasos biolégico, que comprende:

cultivo de una poblacién de células madre in vitro;

en el que dichas células madre cultivadas comprenden células quiescentes que no presentan actividad eléctrica
repetitiva espontanea;

administracion de uno o mas factores de transcripcion a dichas células quiescentes para generar células
convertidas,

en el que las células convertidas presentan actividad eléctrica espontanea y repetitiva; convirtiendo asi dichas
células madre en células capaces de generar un marcapasos bioldgico.

13. Un método segun la reivindicacion 12, en el que dicha administracién comprende administrar a dichas células
quiescentes un sistema de administracién de ADN que comprende un polinucleétido que codifica dichos uno o mas
factores de transcripcion.

14. El método de la reivindicaciéon 13, en el que el sistema de administracién de ADN es una composicién definida
por cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

15. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en el que el sujeto y/o las células madre son
mamiferos y preferiblemente humanos

16. Una composicion que comprende células convertidas segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones
12 a 15 para usar en el tratamiento de un sujeto que padece una disfuncion en la actividad eléctrica cardiaca, en el
que dichas células convertidas presentan actividad eléctrica espontanea y repetitiva, tratando asi dicha disfuncién en
la actividad eléctrica cardiaca.

17. La composicion para su uso segun la reivindicacion 16 para uso en un sujeto que tiene un marcapasos
implantado.

18. La composicidon para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en la que dicho sujeto padece una
afeccion seleccionada del grupo que consiste en arritmia cardiaca, sindrome del seno enfermo, bradicardia sinusal,
sindrome de taquicardia-bradicardia, bloqueo auriculoventricular e insuficiencia cardiaca.

19. La composicién para su uso segun cualquier reivindicacion anterior para la administracion a un sitio seleccionado
del grupo que consiste en el apice del corazén, la rama derecha del haz de His, la rama izquierda del haz de His, las
fibras de Purkinje, el tabique interventricular, la pared libre del ventriculo derecho, la pared libre del ventriculo
izquierdo, el nédulo SA, el nédulo AV, el ventriculo derecho o a través de la auricula derecha.

20. Una poblacion de células con actividad eléctrica espontanea y repetitiva para la generacion de un marcapasos
bioldgico que comprende:

una pluralidad de células madre, en las que las células madre se han puesto en contacto con Tbx18 o un fragmento
funcional del mismo capaz de convertir células quiescentes o células madre en células marcapasos,

en el que dichos uno o mas factores de transcripcion inducen un aumento en la actividad eléctrica espontanea y
repetitiva de dichas células,

en el que dicho aumento en la actividad eléctrica espontanea y repetitiva de dichas células es capaz de generar una
contraccion ectopica de dichas células, y

en el que dichas células madre son apropiadas para la administracion a un sujeto que necesita una funcion de
marcapasos bioldgico.

21. La poblacion de células de la reivindicacion 20, en la que las células madre se seleccionan del grupo que
consiste en células madre embrionarias, células madre no embrionarias, células madre derivadas de médula 6sea,
células madre derivadas de tejido adiposo, células madre pluripotentes inducidas y células madre cardiacas.
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GFP-VMs (control negativo)
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eGFP (Tbx18)"

FIG. 27A

137



ES 2685319 T3

FIG. 27B

138



ES 2685319 T3

Caja de Petri, recubierta
con Sylgard y rellena con
Tyrode normal

Rejillas de orientacion

Electrodos de ECG,

|
®

positivo \\—/ negativo

Electrn_d_n Il de ECG, tierra
positivo
Electrodo | de ECG, —:-L * Electrodos de ECG,

Canula de perfusién Langendorff
FIG. 28A

139



ES 2685319 T3

v6ec "Ol4

11 (,08) 4ne III

\ /

Z 0poIda|g

TAE HNE

|

| opoia|g

JBINILUIACIPI oLy

(¢ BUBLUBS) UOZBIOD-Q X

140



ES 2685319 T3

II

g6¢ 'Ol

(.06) 4AE 111 %
f\ Z oponaag

| 0poi2a|g

(A1 @de) uoiaoslul ap os |8 us UDIDEINWNST

(¢ BUBWISS) UOZBIOD-Z XL

141



ES 2685319 T3

06¢ Ol

{Qfgi

|[ouslajaidos)

(£ BUBLUSS) UDZBIDD-81Xq ]

Bloualaley

142



ES 2685319 T3

0]212 2P oJaLUnpy

05 OF 0 0Z Ol

e

v0E Ol

0]212 3P oJaLUNp

07

0

0£ 0z 0l
T T et e B :”......r.. . ¥ rﬂ.lm._u-—..

“le-301
7 ._.,__.m.ms;w

ot =
- 11-30°L

tol

L+30°}

0212 2P oJLUNN
05 Or 02 02 0OF O

143



0.
35:
3EI~.
&) 25:

25‘.]:

154

10

ES 2685319 T3

& GAPDH, pendiente=-3.50
& TnnT2, pendiente=-3.64
m Tbx18, pendiente=-3.32

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Log (dilucion de ADN de entrada)

FIG. 30B

144



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

