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DESCRIPCION
Suministro eficaz de genes grandes por vectores de AAV duales
Campo técnico

La presente invencion se refiere a construcciones, vectores, células hospedantes relacionadas y composiciones
farmacéuticas que permiten conseguir una terapia génica eficaz, en particular de genes mayores que 5Kb.

Antecedentes de la invencion

La degeneraciones retinianas heredadas ("inherited retinal degeneration”, IRD), con una prevalencia global total de
1/2.000 (1), son una importante causa de ceguera en todo el mundo. Entre las IRD mas frecuentes y graves se
encuentran la retinitis pigmentosa (RP), la amaurosis congénita de Leber ("Leber congenital amaurosis”, LCA), y la
enfermedad de Stargardt ("Stargardt disease", STGD), que casi siempre se heredan como trastornos monogénicos.
La mayoria de las mutaciones que provocan IRD se producen en genes expresados en fotorreceptores
("photoreceptors”, PR) neuronales, bastones y/o conos en la retina (2). En la actualidad no existe ninguna terapia
disponible para estas enfermedades que producen ceguera.

La terapia génica es muy prometedora para el tratamiento las IRD. Entre los vectores de transferencia de genes
disponibles, los mas eficaces son los virus adenoasociados ("adeno-associated virus", AAV) pequefios para dirigirse
a los PRy al epitelio pigmentario retiniano ("retinal pigment epithelium”, RPE) (3-4) para el tratamiento a largo plazo
tras una unica administracion subretiniana (3-4). En fechas recientes, los inventores y otros han demostrado que la
administracion subretiniana de AAV es bien tolerada y es eficaz para mejorar la visidon en pacientes afectados por
LCA de tipo 2, que es provocada por mutaciones en RPE65, un gen expresado en el RPE (5-9). Estos resultados
son prometedores con respecto al tratamiento de otras formas de LCA y de IRD en general. La disponibilidad de
vectores de serotipos de AAV, tales como AAV2/8, que se dirige con eficacia a los PR (10-14) y al RPE, apoya aun
mas esta estrategia. Sin embargo, una limitaciéon importante del AAV es su capacidad de carga, que se cree que se
limita a aproximadamente 5 kb, el tamafio del genoma virico parental (15-19). Esto limita la aplicacion de las
estrategias de terapia génica con AAV para IRD habituales que estan provocadas por mutaciones en genes cuya
secuencia codificadora ("coding sequence”, CDS) es mayor que 5 kb (denominados en la presente genes grandes).
Estos incluyen:

ENFERMEDAD GEN CDSs EXPRESION
Enfermedad de Stargardt ABCA4 | 6,8Kb PR de bastones y conos
Usher 1B MYO7A | 6,7 Kb RPE y PR

principalmente en PR

Amaurosis congénita de Leber 10 CEP290| 7,5Kb (panretinianas)
Usher1D, sordera no S{Bgﬁm?}‘ autosémica recesiva CDH23 | 10,1 Kb PR
Retinitis pigmentosa EYS 9,4 Kb PR ECM
Usher 2A USH2a | 15,6 Kb PR de bastones y conos
Usher 2C GPR98 | 18,0Kb principalmente en PR
Sindrome de Alstrom ALMS1 | 12,5Kb PR de bastones y conos

La enfermedad de Stargardt (STGD; MIM#248200) es la forma mas habitual de degeneracion macular heredada
provocada por mutaciones en el gen ABCA4 (CDS: 6822 pb), que codifica el transportador retiniano todo-trans
localizado en el segmento externo del PR (20); el sindrome de Usher de tipo 1B (USH7B; MIM#276900) es la forma
mas grave de RP y sordera, y es provocado por mutaciones en el gen MYO7A (CDS: 6648 pb) (21) que codiFida el
MYO7A no convencional, un motor basado en actina expresado en PR y RPE dentro de la retina (22-24).

La distrofia de conos-bastones de tipo 3, el fundus flavimaculatus, la degeneracién macular relacionada con la edad
de tipo 2, la distrofia retiniana grave de aparicion temprana, y la retinitis pigmentosa de tipo 19 también estan
asociados con mutaciones en ABCA4 (enfermedades asociadas a ABCA4).

Se han investigados diversas estrategias para solucionar la limitacion de la capacidad de carga del AAV. Varios
grupos, incluyendo el de los inventores, han intentado "obligar a entrar" a genes grandes dentro de una de las
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muchas capsidas de AAV disponibles desarrollando los denominados vectores sobredimensionados (25-27). Aunque
la administracion de vectores de AAV sobredimensionados logra niveles terapéuticamente importantes de expresion
de transgenes en modelos de roedores y caninos de enfermedades humanas heredadas (27-30), que incluyen la
retina de los modelos de ratdn Abca4-/-y shaker 1 (sh1) de STGD y USH1B (27, 30), el mecanismo que subyace a
la transduccion mediada por AAV sobredimensionados sigue sin estar claro. Por contraste con lo que han propuesto
originariamente los inventores y otros (25-27), los vectores de AAV sobredimensionados no contienen una poblaciéon
pura de genomas de gran tamafio intactos, sino una mezcla heterogénea de genomas en su mayoria truncados con
una longitud de <5 kb (15-18). Tras la infeccion, se ha propuesto que el reensamblaje de estos genomas truncados
en el nucleo de la célula diana sea un mecanismo para la transduccién de vectores de AAV sobredimensionados
(15-17, 31). Independientemente del mecanismo de transduccién y de la eficacia in vivo, la heterogeneidad de los
tamafios de los genomas de AAV sobredimensionados es una limitacion importante para su aplicacion en terapia
génica humana.

Como alternativa, se ha aprovechado la capacidad inherente de los genomas de AAV para sufrir una
concatemerizacion intermolecular (32) para transferir genes grandes in vivo dividiendo un médulo de expresion de
un gen grande en dos mitades (con un tamafio <5 kb), cada una contenida en dos vectores de AAV distintos (duales)
(33-35). En la estrategia de transruptura de AAV duales, se coloca una sefial donante de ruptura ("splice donor", SD)
en el extremo 3' de la mitad 5' del vector, y se coloca una sefial aceptora de ruptura ("splice acceptor”, SA) en el
extremo 5' de la mitad 3' del vector. Tras la coinfeccion de la misma célula por los vectores de AAV duales y la
concatemerizacion de cabeza a cola mediada por una repeticion terminal invertida ("inverted terminal repeat”, ITR)
de las dos mitades, la transruptura provoca la produccion de un ARNm maduro y la proteina de tamafio completo
(33). La transruptura se ha empleado con éxito para expresar genes grandes en el musculo y la retina (36-37).

En particular, Reich et al. (37) han empleado la estrategia de transruptura con capsidas de AAV2 y AAV5 y han
demostrado que ambos vectores transducen el epitelio pigmentario de la retina y los fotorreceptores empleando el
gen LacZ como gen indicador. Esta estrategia no ha sido empleada utilizando un gen terapéutico y/o grande.

Como alternativa, las dos mitades del mddulo de expresion de un transgén grande contenidas en vectores de AAV
duales pueden contener secuencias solapantes homologas (en el extremo 3' de la mitad 5' del vector y en el extremo
5' de la mitad 3' del vector, solapamiento de AAV duales), que mediaran en la reconstitucion de un Unico genoma
grande mediante recombinacion homodloga (34). Esta estrategia depende de las propiedades recombinogénicas de
las secuencias solapantes del transgén (38). Una tercera estrategia de AAV duales (hibridos) se basa en afiadir una
region altamente recombinogénica procedente de un gen exdgeno [concretamente, fosfatasa alcalina ("alkaline
phosphatase”, AP (35, 39)] al vector de transruptura. La region afiadida se coloca cadena abajo de la sefial SD en la
mitad 5' del vector y cadena arriba de la sefial SA en la mitad 3' del vector para aumentar la recombinacion entre los
AAV duales. El documento US2010/003218 se dirige a un sistema de vector dual hibrido basado en AP. El
documento demuestra la eficacia de transduccién del vector dual hibrido basado en AP que expresa minidistrofina,
pero no ofrece datos con respecto a la eficacia.

Lopes et al. (30) han estudiado una terapia génica retiniana con un ADNc grande de MYO7A empleando virus
adenoasociados y han descubierto que la terapia de MYO7A con vectores individuales de AAV2 o AAV5 es eficaz
hasta cierto punto, mientras que la estrategia de AAV2 dual demostré ser menos eficaz. Por tanto, siguen siendo
necesarias construcciones y vectores que puedan emplearse para reconstituir la expresion de genes grandes para
lograr una terapia génica eficaz.

Declaracion de financiacion

Esta invencion se realizd con el apoyo de Italian Telethon Foundation (beca TGM11MT1 y fondos europeos). Italian
Telethon Foundation tiene derechos en esta invencion.

Los estudios sobre las estrategias de transruptura de AAV duales y de AP hibrida de AAV dual se realizaron con el
apoyo del gobierno de EE. UU. con el n.° de contrato R24RY019861 otorgado por the National Eye Institute. El
gobierno de EE. UU. tiene ciertos derechos sobre esta invencion.

Sumario de la invenciéon

La terapia génica retiniana con vectores viricos adenoasociados (AAV) es segura y eficaz en seres humanos. Sin
embargo, la capacidad de carga de AAV limitada a 5 kb impide que pueda aplicarse a terapias para enfermedades
retinianas heredadas, tales como la enfermedad de Stargardt (STGD) o el sindrome de Usher de tipo 1B (USH1B),
que son debidas a mutaciones de genes mayores que 5 kb. Puede que no sea facil trasladar los métodos previos
para la transferencia de genes grandes ensayados en la retina y basados en la encapsulacion "forzada" de genes
grandes en capsidas de AAV (AAV sobredimensionados) al escenario clinico debido a la heterogeneidad del tamafio
de los genomas del vector, lo cual representa un problema de seguridad.

Aprovechando la capacidad de AAV de sufrir una concatemerizacion intermolecular, los inventores han generado
vectores de AAV duales que reconstituyen un gen grande mediante ruptura (transruptura), recombinacién homologa
(solapamiento), o una combinacion de los dos (hibridos).
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Para determinar cual es la estrategia basada en AAV que transduce con mas eficacia genes grandes en la retina, los
inventores compararon varias estrategias basadas en AAV entre si en células HEK293 y en retina de ratéon y de
cerdo in vivo empleando EGFP, ABCA4 o MYOT7A.

Los inventores han descubierto que los vectores de AAV de transruptura dual e hibridos, pero no los vectores de
AAV solapantes, transducen con eficacia los fotorreceptores de ratéon y cerdo, la principal diana celular para el
tratamiento de las degeneraciones retinianas heredadas. Los niveles de transduccion retiniana logrados por los AAV
duales de transruptura dual o hibridos provocaron una mejora significativa del fenotipo de los modelos de ratén
Abca4-/- y sh1 de STGD y USH1B. Los vectores de transruptura de AAV duales o hibridos son una estrategia
atractiva para la terapia génica de enfermedades retinianas que requieren el suministro de genes grandes.

Por tanto, una realizaciéon de la presente invencion es un sistema de construccién dual para expresar la secuencia
codificadora de un gen de interés en una célula hospedante, y dicha secuencia codificadora consiste en una porcién
del extremo 5' y una porcion del extremo 3, y dicho sistema de construcciéon dual comprende:

a) un primer plasmido que comprende, en la direccion 5'-3"
o una secuencia de repeticion terminal invertida 5' ("5'-inverted terminal repeat"”, 5'-ITR) de AAV;
o una secuencia de promotor;

o la porcion del extremo 5' de dicha secuencia codificadora, y dicha porcion del extremo 5' esta unida
operablemente a dicho promotor y esta bajo su control;

o una secuencia de acido nucleico de una sefial donante de ruptura; y

o una secuencia de repeticion terminal invertida 3' ("3"-inverted terminal repeat", 3-ITR) de AAV; y
b) un segundo plasmido que comprende, en la direccién 5'-3";

o una secuencia de repeticion terminal invertida 5' (5'-ITR) de AAV;

o una secuencia de acido nucleico de una sefial aceptora de ruptura;

o el extremo 3' de dicha secuencia codificadora;

o una secuencia de acido nucleico de sefal de poliadenilacion; y

o una secuencia de repeticion terminal invertida 3' (3'-ITR) de AAV,

en el que dicho primer plasmido comprende ademas una secuencia de acido nucleico de una region
recombinogénica en la posicion 5' del 3'-ITR de AAV de dicho primer plasmido y en la posicion 3' de la secuencia de
acido nucleico de la sefial donante de ruptura, y en el que dicho segundo plasmido comprende ademas la secuencia
de acido nucleico de la region recombinogénica en la posicion 3' del 5-ITR de AAV de dicho segundo plasmido y en
la posicion 5' de la secuencia de acido nucleico de la sefial aceptora de ruptura, en el que la regiéon recombinogénica
es una region recombinogénica del fago F1 que consiste en la secuencia:

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAA
T (SEQ ID NO:3), o uno de sus fragmentos, que mantiene la propiedad recombinogénica de SEQ ID NO:3 y en el
que, tras la introduccion de dicho primer plasmido y dicho segundo plasmido en la célula hospedante, dicha
secuencia codificadora se reconstituye por medio de las sefiales donante de ruptura y aceptora de ruptura.

El sistema de construccion dual de la presente invencién se aprovecha de modo ventajoso para reconstituir la
expresion de genes grandes. Cuando se reconstituye la secuencia codificadora, puede producirse la expresion del
gen.

La regién recombinogénica también puede ser un fragmento de SEQ ID NO:3, y dicho fragmento mantiene las
propiedades recombinogénicas de la secuencia de longitud completa. Preferiblemente, el fragmento presenta has 70
%, 75 %, 80%, 85 %, 90 %, 95 % 0 99 % de identidad con SEQ ID NO:3.

También preferiblemente, la secuencia de nucleétidos de la ITR se deriva del mismo serotipo de AAV o de serotipos
diferentes.

Preferiblemente, la 3-ITR del primer plasmido y la 5-ITR del segundo plasmido provienen del mismo serotipo de
AAV.

También mas preferiblemente, la 5-ITR y la 3'-ITR del primer plasmido y la 5-ITR y la 3-ITR del segundo plasmido,
respectivamente, provienen de diferentes serotipos de AAV.

Preferiblemente, la 5'-ITR del primer plasmido y la 3'-ITR del segundo plasmido provienen de diferentes serotipos de AAV.
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También preferiblemente, la secuencia codificadora se divide en la porcién del extremo 5' y la porcién del extremo 3'
en una unioén de exén-exon natural.

En una realizacioén preferida, la secuencia de acido nucleico de la sefial donante de ruptura consiste en la secuencia:
GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAAGACTCTTGCGTTTCT (SEQ ID No. 1).

En una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico de la sefal aceptora de ruptura consiste en la
secuencia:

GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG (SEQ ID NO:2).

La sefal aceptora de ruptura y la sefial donante de ruptura también pueden ser elegidas por los expertos en la
técnica entre las secuencias conocidas en la técnica.

A menudo se encuentran intrones espliceosémicos dentro de la secuencia de genes que codifican proteinas de
eucariotas. Dentro del intron son necesarios un sitio donante (extremo 5' del intrén), un sitio de ramificacion (cerca
del extremo 3' del intrén) y un sitio aceptor (extremo 3' del intrén) para la ruptura. El sitio donante de ruptura incluye
una secuencia casi invariable GU en el extremo 5' del intrén, dentro de una regién mas grande y menos altamente
conservada. El sitio aceptor de ruptura en el extremo 3' del intrén termina el intron con una secuencia AG casi
invariable. Cadena arriba (direccion 5') de AG existe una region rica en pirimidinas (C y U), o tramo de polipirimidina.
Cadena arriba del tramo de polipirimidina esta el punto de ramificacion, que incluyen un nucleétido de adenina.

En una realizacion preferida, el primer plasmido comprende ademas al menos una secuencia potenciadora, unida
operablemente a la secuencia codificadora. Los expertos en la técnica pueden seleccionar cualquier secuencia
potenciadora adecuada.

Preferiblemente, la secuencia codificadora es una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina capaz de
corregir una enfermedad genética, en particular una degeneracion retiniana heredada.

Aun mas preferiblemente, la secuencia codificadora se selecciona del grupo que consiste en: ABCA4, MYOTA,
CEP290, CDH23, EYS, USH2a, GPR98 o ALMS1.

Otra realizacion de la invencion es un sistema de vector virico de virus adenoasociado (AAV) dual, que comprende:

a) un primer vector virico de AAV que contiene el primer plasmido que comprende, en la direccion 5'-3": una
secuencia de repeticion terminal invertida 5' (5'-ITR), una secuencia de promotor, la porcion del extremo 5' de dicha
secuencia codificadora, y dicha porcidon del extremo 5' esta unida operablemente a dicho promotor y esta bajo su
control, una secuencia de acido nucleico de una sefial donante de ruptura, y una secuencia de repeticion terminal
invertida 3' (3-ITR); y

b) un segundo vector virico de AAV que contiene el segundo plasmido que comprende, en la direcciéon 5'-3" una
secuencia de repeticion terminal invertida 5' (5'-ITR), una secuencia de acido nucleico de una sefial aceptora de
ruptura, el extremo 3' de dicha secuencia codificadora, una secuencia de acido nucleico de sefial de poliadenilacion,
y una de repeticion terminal invertida 3' (3'-ITR).

También preferiblemente, los vectores de virus adenoasociado (AAV) se seleccionan del mismo serotipo de AAV o
de serotipos diferentes.

También preferiblemente, el virus adenoasociado se selecciona del serotipo 2, el serotipo 8, el serotipo 5, el serotipo
7 o el serotipo 9.

Otra realizacion de la invencion es una célula hospedante que comprende el sistema de vector virico dual segun la
invencion.

Preferiblemente, la célula hospedante es una célula de mamifero, una célula humana, una célula retiniana, una
célula madre no embrionaria.

Otra realizacion de la invencion es el sistema de construccion dual de la invencion, el sistema de vector virico dual
de la invencién o la célula hospedante de la invencion para un uso médico, preferiblemente para un uso en una
terapia génica, también preferiblemente para el tratamiento y/o la prevencién de una patologia o una enfermedad
caracterizada por una degeneracion retiniana. Preferiblemente, la degeneracion retiniana es heredada.

También preferiblemente, la patologia o la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en retinitis pigmentosa,
amaurosis congénita de Leber (LCA), enfermedad de Stargardt, enfermedad de Usher, sindrome de Alstrom, una
enfermedad provocada por una mutacion en el gen ABCA4 (también denominada enfermedad asociada a ABCA4).
La distrofia de conos-bastones de tipo 3, el fundus flavimaculatus, la degeneracién macular relacionada con la edad
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de tipo 2, la distrofia retiniana grave de aparicion temprana, y la retinitis pigmentosa de tipo 19 son ejemplos de
enfermedades provocadas por una mutacion en el gen ABCA4 (enfermedades asociadas a ABCA4).

Otra realizacion de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende el sistema de construccion dual de
la invencion, el sistema de vector virico dual segun la invencion o la célula hospedante de la invencion, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Otra realizacién de la invencion es un método para tratar y/o prevenir una patologia o
una enfermedad caracterizada por una degeneracion retiniana, que comprende administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz del sistema de construccion dual segun se describe en la presente, el sistema de vector
virico dual segun se describe en la presente o la célula hospedante segun se describe en la presente.

Otra realizacion de la invencion es un acido nucleico que consiste en SEQ ID NO:3 para su uso como region
recombinogénica.

Otra realizacion de la invencion es un método in vitro para inducir la recombinacion genética, que comprende usar la
secuencia que consiste en SEQ ID NO:3 para su uso en un método para inducir la recombinacion genética.

En la presente invencion, el promotor preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en un promotor de
citomegalovirus, un promotor de rodopsina, un promotor de rodopsina quinasa, un promotor de la proteina de unién
a retinoides interfotorreceptores, un promotor de la distrofia macular viteliforme de tipo 2. Sin embargo, puede
utilizarse cualquier promotor adecuado conocido en la técnica.

En la presente invencion, la secuencia codificadora se divide en un primer y un segundo fragmento (la porcion del
extremo 5' y la porcion del extremo 3') e una unién de exdn-exén natural. Preferiblemente, cada fragmento de la
secuencia codificadora no debe tener un tamafio mayor que 10 kb. Preferiblemente, cada porciéon del extremo 5' y
cada porcion del extremo 3' puede tener un tamafo de 4,5 Kb, 5 Kb, 5,5 Kb, 6 Kb, 6,5 Kb, 7 kb, 7,5 Kb, 8 Kb, 8,5 Kb,
9 Kb, 9,5 Kb o un tamafo menor.

Durante la pasada década, la terapia génica se ha aplicado al tratamiento de enfermedades en cientos de ensayos
clinicos. Se han desarrollado diversas herramientas para transportar genes al interior de células humanas; entre
estas, los virus modificados genéticamente, incluyendo los adenovirus, son, en la actualidad, la herramienta mas
popular para el suministro de genes. La mayoria de los sistemas contienen vectores que son capaces de alojar
genes de interés y células auxiliares que pueden proporcionar las proteinas estructurales viricas y las enzimas para
permitir la generacion de particulas viricas infecciosas que contienen el vector. Los virus adenoasociados son una
familia de virus que se diferencian en la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos, la estructura del genoma, la
patogenicidad y la gama de hospedantes Esta diversidad proporciona la oportunidad de emplear virus con diferentes
caracteristicas biolégicas para desarrollar diferentes aplicaciones terapéuticas. Al igual que con cualquier
herramienta de suministro, la eficacia, la capacidad de dirigirse a ciertos tipos de tejidos o de células, la expresion
del gen de interés, y la seguridad de los sistemas basados en adenovirus son importantes para la aplicacion con
éxito de la terapia génica. Se han dedicado esfuerzos significativos a estas areas de investigacion en los afios
recientes. Se han realizado diversas modificaciones en los vectores basados en virus adenoasociados y en las
células auxiliares para alterar la expresion génica, el suministro a la diana, para mejorar las titulaciones viricas y
para aumentar la seguridad. La presente invencién representa una mejora en este proceso de disefio, ya que actua
para transportar con eficacia genes de interés dentro de dichos vectores viricos. Los virus son herramientas légicas
para el suministro de genes. Se replican dentro de las células y, por tanto, han desarrollado mecanismos para entrar
en las células y emplear la maquinaria celular para expresar sus genes. El concepto de suministro de genes basado
en virus consiste en modificar el virus de modo que pueda expresar el gen de interés. Dependiendo de la aplicacion
especifica y del tipo de virus, la mayoria de los vectores viricos contienen mutaciones que dificultan su capacidad
para replicarse libremente como virus de tipo salvaje en el hospedante. Se han modificado virus de varias familias
diferentes para generar vectores viricos para el suministro de genes. Estos virus incluyen retrovirus, lentivirus,
adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes simplex, picornavirus, y alfavirus. La presente invencion
preferiblemente emplea virus adenoasociados.

Un vector basado en virus adenoasociado ideal para el suministro de genes debe ser eficaz, especifico de células,
regulado y seguro. La eficacia del suministro es importante porque puede determinar la eficacia de la terapia. Los
esfuerzos actuales estan dirigidos a lograr una infeccion y expresion génica especifica del tipo de célula con
vectores viricos adenoasociados. Ademas, se estan desarrollando vectores viricos adenoasociados para regular la
expresion del gen de interés, puesto que la terapia puede requerir una expresion regulada o a largo plazo. La
seguridad es una cuestion principal para el suministro de genes viricos, puesto que la mayoria de los virus son
patégenos o tiene un potencial patogénico. Es importante que, durante el suministro de genes, el paciente no reciba
sin querer un virus patogénico que tenga el potencial completo de replicacion.

El virus adenoasociado (AAV) es un virus pequefio que infecta a seres humanos y a algunas otras especies de
primates. En la actualidad, no se conoce que el AAV provoque enfermedades y, en consecuencia, el virus provoca
una respuesta inmunoldgica muy suave. Los vectores de terapia génica que emplean AAV pueden infectar a células
en division y quiescentes, y persisten en un estado extracromosémico sin integrarse en el genoma de la célula
hospedante. Estas caracteristicas hacen que el AAV sea un candidato muy atractivo para crear vectores viricos para
la terapia génica y para la creacion de modelos de enfermedad humanos isogénicos.
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El AAV de tipo salvaje ha atraido un considerable interés a los investigadores de la terapia génica debido a una serie
de caracteristicas. La mas importante es la aparente falta de patogenicidad del virus. También puede infectar a
células que no estan en divisidon y tiene la capacidad de integrarse de modo estable en el genoma de la célula
hospedante en un sitio especifico (denominado AAVS1) en el cromosoma 19 humano. Esta caracteristica hace que
sea algo mas predecible que los retrovirus, que presentan la amenaza de una insercion aleatoria y de mutagénesis,
que a veces es seguida del desarrollo de un cancer. El genoma de AAV se integra con muchisima frecuencia en el
sitio mencionado, y las incorporaciones aleatorias en el genoma se producen con una frecuencia insignificante. Sin
embargo, el desarrollo de AAV como vectores de terapia génica ha eliminado esta capacidad integradora por la
eliminacion de rep y cap del ADN del vector. El gen deseado, junto con un promotor para dirigir la transcripcion del
gen, se inserta entre las repeticiones terminales invertidas (ITR) que ayudan a la formacién de concatameros en el
nucleo después de que el ADN monocatenario del vector haya sido convertido por los complejos de ADN polimerasa
de la célula hospedante en ADN bicatenario. Los vectores de terapia génica basados en AAV forman concatameros
episémicos en el nicleo de la célula hospedante. En las células que no estan en divisién, estos concatameros
permanecen intactos durante la vida de la célula hospedante. En las células en divisiéon, el ADN de AAV se pierde
por la division celular, puesto que el ADN episémico no se replica junto con el ADN de la célula hospedante. Puede
detectarse una integracion aleatoria del ADN de AAV en el genoma del hospedante, pero esto sucede con una
frecuencia muy baja. Los AAV también presentan una inmunogenicidad muy baja, que parece limitada a la
generacion de anticuerpos neutralizantes, y al mismo tiempo no inducen una respuesta citotoxica claramente
definida. Esta caracteristica, junto con la capacidad para infectar células quiescentes, justifica su dominio frente a los
adenovirus como vectores para la terapia génica humana.

Genoma, transcriptoma y proteoma de AAV

El genoma de AAV esta construido de acido desoxirribonucleico monocatenario (ADNmc), de sentido positivo o
negativo, que tiene una longitud de aproximadamente 4,7 kilobases. El genoma comprende repeticiones terminales
invertidas (ITR) en ambos extremos de la hebra de ADN, y dos marcos de lectura abierta ("open reading frames",
ORF): rep y cap. El primero estda compuesto de cuatro genes solapantes que codifican las proteinas Rep necesarias
para el ciclo de vida de AAV, y el ultimo contiene secuencias de nucledtidos solapantes de las proteinas de la
capsida VP1, VP2 y VP3, que interaccionan conjuntamente para formar una capsida de simetria icosahédrica.

Secuencias de ITR

Las secuencias de repeticiones terminales invertidas (ITR) comprenden 145 bases cada una. Se les dio este nombre
debido a su simetria, que se demostré que era necesaria para una multiplicacion eficaz del genoma del AAV. Otra
propiedad de estas secuencias es su capacidad para formar una horquilla, que contribuye al denominado
autocebado que permite la sintesis independiente de primasa de la segunda hebra de ADN. También se ha
demostrado que las ITR son necesarias para la integracion del ADN del AAV en el genoma de la célula hospedante
(19° cromosoma en los seres humanos) y para ser rescatado de este, asi como para la encapsidacion eficaz del
ADN del AAV combinado con la generaciéon de particulas de AAV resistentes a la desoxirribonucleasa totalmente
ensambladas.

Con respecto a la terapia génica, las ITR parecen ser las Unicas secuencias necesarias en cis junto al gen
terapéutico; los genes estructurales (cap) y de encapsidacion (rep) pueden suministrarse en trans. Con esta
suposicién, se han establecido muchos métodos para la produccién eficaz de vectores de AAV recombinantes
(rAAV) que contienen un gen indicador o terapéutico. Sin embargo, también se ha publicado que las ITR no son los
Unicos elementos necesarios en cis para la replicacion y la encapsidacion eficaces. Unos pocos grupos de
investigacion han identificado una secuencia denominada elemento dependiente de Rep de acciodn en cis ("cis-acting
Rep-dependent element", CARE) dentro de la secuencia codificadora del gen rep. Se ha demostrado que CARE
aumenta la replicacion y la encapsidacion cuando esta presente en cis.

En 2006 se habian descrito 11 serotipos de AAV, el ultimo en 2004. Todos los serotipos conocidos pueden infectar
células de multiples tipos de tejidos diversos. La especificidad de tejido es determinada por el serotipo de la capsida,
y es probable que la pseudotipificacion de los vectores de AAV para alterar su gama de tropismo sea importante
para su uso en terapia. En la presente invencion, se prefieren las ITR del serotipo 2 y del serotipo 5 de AVV.

Serotipo 2

El serotipo 2 (AAV2) es el que mas se ha estudiado hasta la fecha. EI AAV2 presenta un tropismo natural hacia
musculos esqueléticos, neuronas, células del musculo liso vascular y hepatocitos.

Se han descrito tres receptores celulares para AAV2: el proteoglicano de sulfato de heparano ("heparan sulfate
proteoglycan" HSPG), la integrina a5, y el receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos ("fibroblast growth
factor receptor 1", FGFR-1). El primero funciona como receptor primario, mientras que los dos ultimos tienen una
actividad de correceptor y permiten al AAV entrar en la célula mediante endocitosis mediada por receptor. Estos
resultados de estudios han sido disputados por Qiu, Handa, et al. EI HSPG actua como receptor principal, aunque su
abundancia en la matriz extracelular puede captar particulas de AAV y alterar la eficacia de la infeccion.
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Serotipo 2 y cancer

Ciertos estudios han demostrado que el serotipo 2 del virus (AAV-2) aparentemente mata a las células del cancer sin
danar a las células sanas. "Nuestros resultados sugieren que el virus adenoasociado de tipo 2, que infecta a la
mayoria de la poblacién, pero que no tiene efectos perjudiciales conocidos, mata a multiples tipos de células del
cancer, aunque no produce ningun efecto sobre las células sanas", ha declarado Craig Meyers, profesor de
inmunologia y microbiologia de the Penn State College of Medicine de Pensilvania. Esto puede conducir a un nuevo
agente anticancer.

Otros serotipos

Aunque AAV2 es el serotipo mas popular en diversas investigaciones basadas en AAV, se ha demostrado que otros
serotipos pueden ser mas eficaces como vectores de suministro de genes. Por ejemplo, AAV6 parece ser mucho
mas eficaz para infectar células epiteliales de las vias respiratorias, AAV7 presenta una tasa de transduccion muy
alta de células del muasculo esquelético murinas (de modo similar a AAV1 y AAV5), AAV8 es muy bueno para
transducir hepatocitos, y AAV1 y 5 han demostrado ser muy eficaces en el suministro de genes a células epiteliales
vasculares. En el cerebro, la mayoria de los serotipos de AAV muestran tropismo neuronal, mientras que AAV5
también transduce astrocitos. AAV6, un hibrido de AAV1 y AAV2, también muestra menor inmunogenicidad que
AAV2.

Los serotipos pueden diferir con respecto a los receptores a los que se unen. Por ejemplo, la transduccion de AAV4
y AAV5 puede ser inhibida por acidos sialicos solubles (de diferentes formas para cada uno de estos serotipos), y se
ha demostrado que AAV5 entra en las células a través del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

En la presente invencioén, los vehiculos de suministro de la presente invencién pueden administrarse a un paciente.
Los expertos en la técnica podran determinar las tasas de dosificacion apropiadas. El término "administrar" incluye el
suministro por medio de técnicas viricas o no viricas. Los mecanismos de suministro viricos incluyen, pero no se
limitan a vectores adenoviricos, vectores viricos adenoasociados (AAV), vectores de herpes virus, vectores
retroviricos, vectores lentiviricos, y vectores baculoviricos, etc., tal como se describié anteriormente. Los
mecanismos de suministro no viricos incluyen la transfeccion mediada por lipidos, liposomas, inmunoliposomas,
lipofectina, anfifilos faciales catiénicos ("cationic facial amphiphiles”, CFA) y sus combinaciones.

El suministro de uno o mas genes terapéuticos por un sistema de vector segun la presente invencion puede
emplearse por si solo 0 en combinacion con otros tratamientos o componentes del tratamiento.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica para tratar a un individuo mediante
terapia génica, en la que la composicion comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del vector/construcciéon o
célula hospedante de la presente invencion que comprende uno o mas transgenes terapéuticos y/o de diagndstico
transportables o una particula virica producida por estos u obtenida de estos. La composicion farmacéutica puede
utilizarse en seres humanos o en animales. Generalmente, un médico determinara la dosis real mas adecuada para
un sujeto individual, y esta variara segun la edad, el peso y la respuesta del individuo concreto. La composicion
puede comprender opcionalmente un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticamente aceptable. La
eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico se realizara tomando en cuenta la via prevista de
administracion y la practica farmacéutica convencional. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como
vehiculo, excipiente o diluyente (0 ademas de este) cualquier ligante, lubricante, agente suspensor, agente de
revestimiento, agente solubilizante y otros agentes vehiculo adecuados que puedan ayudar o aumentar la entrada
del virus en el sitio diana (tal como, por ejemplo, un sistema de suministro de lipidos). Cuando sea apropiado, las
composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante uno cualquiera o mas de inhalacién, en forma de un
supositorio o pesario, por via tépica en forma de una locién, disolucién, crema, ungliento o polvos secantes,
mediante el uso de un parche dérmico, por via oral en forma de comprimidos que contienen excipientes, tales como
almidén o lactosa, o en capsulas u 6vulos solos o mezclados con excipientes, o en forma de elixires, disoluciones o
suspensiones que contienen agentes aromatizantes o colorantes, o pueden inyectarse por via parenteral, por
ejemplo, por via intracavernosa, intravenosa, intramuscular o subcutanea. Para la administracion parenteral, las
composiciones pueden utilizarse del mejor modo en forma de una disolucién acuosa estéril que puede contener
otras sustancias, por ejemplo, las sales o los monosacaridos suficientes para que la disolucién sea isotonica con la
sangre. Para la administracion bucal o sublingual, las composiciones pueden administrarse en forma de
comprimidos o pastillas para chupar que pueden formularse de modo convencional.

Los expertos en la técnica conocen los métodos convencionales para la incorporacién de un polinucleétido o un
vector en una célula hospedante, por ejemplo, transfeccion, lipofeccion, electroporacion, microinyeccion, infeccion
virica, choque térmico, transformacion después de la permeabilizacién quimica de una membrana o fusion celular.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "células hospedante o célula hospedante genéticamente
modificada" se refiere a células hospedantes que han sido transducidas, transformadas o transfectadas con la
construccién o con el vector previamente descrito.

Como ejemplos representativos de células hospedantes apropiadas se pueden citar células bacterianas, tales como
E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium, células fungicas, tales como levaduras, células de insecto, tales
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como Sf9, células animales, tales como CHO o COS, células vegetales, etc. Se considera que la seleccion de un
hospedante apropiado se encuentra dentro del alcance de los expertos en la técnica partiendo de las indicaciones
de la presente. Preferiblemente, dicha célula hospedante es una célula animal, y lo mas preferiblemente una célula
humana. La invencion proporciona ademas una célula hospedante que comprende cualquiera de los vectores de
expresion recombinantes descritos en la presente. La célula hospedante puede ser una célula cultivada o una célula
primaria, es decir, aislada directamente de un organismo, por ejemplo, un ser humano. La célula hospedante puede
ser una célula adherente o una célula suspendida, es decir, una célula que crece en suspension. En la técnica se
conocen células hospedantes adecuadas e incluye, por ejemplo, DH5aq, células de E. coli, células de ovario de
hamster chino, células VERO de mono, células COS, células HEK293 y similares.

La presente invencion se ilustrara a continuacion por medio de ejemplos no limitantes referidos a los siguientes
dibujos.

Figura 1. Representacion esquematica de estrategias basadas en AAV para la transduccion de genes grandes.

CDS: secuencia codificadora; pA: sefial de poliadenilacion; SD: sefal donante de ruptura; SA: sefal aceptora de
ruptura; AP: regidon recombinogénica de la fosfatasa alcalina (39); AK: regidon recombinogénica del fago F1. Las
lineas discontinuas muestran la ruptura que se produce entre SD y SA, y las lineas de puntos muestran las regiones
solapantes disponibles para la recombinaciéon homologa. Los inventores descubrieron que puede utilizarse la
transruptura dual y una AK hibrida para reconstituir la expresién de genes grandes con éxito. En particular, los
vectores de transruptura dual y de AK hibrida, pero no los vectores solapantes y de AP hibrida, transducen con
eficacia los fotorreceptores de ratén y de cerdo. Los plasmidos de vector de tamafio normal y de AAV
sobredimensionado contienen modulos de expresion de longitud completa que incluyen el promotor, la CDS del
transgén de longitud completa y la sefial de poliadenilacion (pA) (tabla 1). Los dos plasmidos de vector de AAV
distintos (5' y 3') necesarios para generar vectores de AAV duales contienen el promotor seguido de la porcion N-
terminal de la CDS del transgén (plasmido 5') o la porcion C-terminal de la CDS del transgén seguida de la sefal de
pA (plasmido 3', tabla 1). La estructura de todos los plasmidos se indica en la seccion de materiales y métodos.

Figura 2. Los vectores de solapamiento de AAV duales, de transruptura y de AK hibrida transducen con eficacia
genes grandes in vitro.

Transferencia Western de células HEK293 infectadas con vectores AAV2/2 que codifican EGFP (Ay D), ABCA4 (By
E) y MYO7A (Cy F). (A a C): Las flechas indican las proteinas de longitud completa, los microgramos de proteinas
cargados se indican bajo cada carril, y la escalera de peso molecular se indica a la izquierda. (D a F): Cuantificacion
de las bandas de proteinas EGFP (D), ABCA4 (E) y MYOT7A (F). La intensidad de las bandas de EGFP, ABCA4 y
MYOTA se dividid entre la intensidad de las bandas de tubulina (D) o filamina A (E-F). Los histogramas muestran la
expresion de las proteinas como un porcentaje relativo a los vectores de transruptura ("trans-splicing”, TS) de AAV
duales, y el valor promedio se indica bajo la barra correspondiente. Barras de error: promedio * e.e.p. (error estandar
del promedio). (A-C): Las imagenes de la transferencia Western son representativas y las cuantificaciones se
realizan a partir de n = 4 (A-B) o n = 3 (C) experimentos independientes. OZ: AAV sobredimensionado; OV:
solapante de AAV dual; TS: transruptura de AAV dual; AP: AP hibrida de AAV dual; AK: AK hibrida de AAV dual;
5'+3": células coinfectadas con vectores de mitades 5' y 3'; 5': células control infectadas solo con la mitad 5' del
vector; 3" células control infectadas solo con la mitad 3'; a-EGFP: anticuerpo anti-EGFP; a-3xflag: anticuerpo anti-
3xflag; a-MYO7A: anticuerpo anti-MYO7A; a-B-tubulina: anticuerpo anti-B-tubulina; a-filamina A: anticuerpo anti-
filamina A. * valor p de ANOVA <0,05; ** valor p de ANOVA < 0,001. (F): Los asteriscos mostrados en el panel
inferior representan diferencias significativas con OZ y AP.

Figura 3. Los vectores solapantes de AAV dual transducen el RPE pero no los fotorreceptores en la retina de raton y
de cerdo.

Analisis de la transferencia Western de lisados retinianos de C57BL/6 (A) y de cerdo Large White (B) un mes
después de la inyeccion de los vectores solapantes de AAV duales AAV2/8 que codifican los vectores ABCA4-3xflag
(OV) o AAV2/8 que codifican EGFP de tamafio normal (EGFP) bajo el control del promotor de citomegalovirus
ubicuo (CMV), los promotores de rodopsina (RHO) y de rodopsina quinasa (RHOK) especificos de PR, o el promotor
de la distrofia macular viteliforme de tipo 2 (VMD2) especifico de RPE. (A-B): Las flechas indican las proteinas de
longitud completa, la escalera de peso molecular se indica a la izquierda y se cargaron 150 microgramos de
proteinas en cada carril. Se muestra el numero (n) y el porcentaje de retinas positivas a ABCA4 del total de retinas
analizadas; a-3xflag: anticuerpo anti-3xflag; a-disferlina: anticuerpo anti-disferlina. (C): Analisis de la transferencia
Western de copas oculares (panel izquierdo) y retinas (panel derecho) de C57/BL6 a los 3 meses tras la inyeccion
de los vectores solapantes AAV2/8 para MYO7A-HA (OV) bajo el control del promotor de beta-actina de pollo ubicuo
(CBA) o del promotor de rodopsina (RHO) especifico de fotorreceptores. La flecha indica las proteinas de longitud
completa, la escalera de peso molecular se indica a la izquierda y se cargaron 100 microgramos de proteinas en
cada carril. Se muestra el nimero (n) y el porcentaje de retinas positivas a MYO7A de las retinas totales analizadas.
a-HA: anticuerpo anti-hemaglutinina (HA).
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Figura 4. Los vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales transducen con eficacia el RPE y los
fotorreceptores.

Andlisis de fluorescencia de criosecciones retinianas de ratones C57BL/6 un mes después de la inyeccion
subretiniana de vectores AAV2/8 que codifican EGFP bajo el control del promotor de citomegalovirus ubicuo (CMV).
En la figura se muestra la barra de escala (20 ym). NS: AAV de tamafio normal; OZ: AAV sobredimensionado; TS:
transruptura de AAV dual; AP: AP hibrida de AAV dual; AK: AK hibrida de AAV dual; RPE: epitelio pigmentario
retiniano; ONL: capa nuclear externa.

Figura 5. Los vectores de transruptura y de AK hibridas de AAV duales transducen con eficacia los fotorreceptores
de ratén y de cerdo.

(A): Analisis de fluorescencia de criosecciones retinianas de ratones C57BL/6 un mes después de la inyeccion
subretiniana de vectores AAV2/8 que codifican EGFP bajo el control del promotor de rodopsina (RHO) especifico de
PR. En la figura se muestra la barra de escala (20 um). (B): Analisis de fluorescencia de criosecciones retinianas de
cerdos Large White un mes después de la inyeccion subretiniana de vectores AAV2/8 que codifican EGFP bajo el
control del promotor RHO especifico de PR. En la figura se muestra la barra de escala (50 pm). NS: AAV de tamafio
normal; TS: transruptura de AAV dual; AK: AK hibrida de AAV dual; RPE: epitelio pigmentario retiniano; ONL: capa
nuclear externa.

Figura 6: La administracion subretiniana de vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales produce niveles
robustos, aunque variables, de expresion de ABCA4 en fotorreceptores de ratén.

(A): Analisis de la transferencia Western de lisados retinianos de C57BL/6 un mes después de la inyeccion de
vectores de transruptura de AAV duales (TS) y de AK hibrida de AAV duales (AK) que codifican ABCA4 bajo el
control del promotor de rodopsina (RHO) especifico de PR. La flecha indica las proteinas de longitud completa, la
escalera de peso molecular se indica a la izquierda y se cargaron 150 microgramos de proteinas en cada carril. Se
muestra el nimero (n) y el porcentaje de retinas positivas a ABCA4 de las retinas totales analizadas. 5'+3". retinas
coinyectadas con vectores de mitades 5' y 3'; a-3xflag: anticuerpo anti-3xflag; a-disferlina: anticuerpo anti-disferlina.
(B): Analisis con microscopia inmunoelectrénica con un anticuerpo anti-HA de secciones retinianas de ratones
Balb/C de tipo salvaje (WT; n = 3 ojos) y Abca4-/- inyectados con vectores de AK hibrida de AAV duales (AK-
ABCA4; n = 5 ojos) o con AAV de tamafio normal y EGFP (EGFP, n = 3 ojos) como control. Los puntos negros
representan el inmunomarcaje con oro de la proteina ABCA4-HA. En la figura se muestra la barra de escala (200
nm).

Figura 7. La inyeccién subretiniana de vectores de transruptura de AAV duales reduce la acumulacion de granulos
de lipofuscina en ratones Abca4-/-.

(A): Analisis con microscopia electronica de transmisién de secciones retinianas de ratones Balb/c de tipo salvaje
(WT) y Abca4-/- inyectados con vectores de AK hibrida de AAV duales (Abca4-/- AK-ABCA4) o con AAV de tamafio
normal y EGFP (Abca4-/- EGFP) como control. Las flechas negras indican los granulos de lipofuscina. En la figura
se muestra la barra de escala (1,6 ym). (B): Cuantificacion del numero promedio de granulos de lipofuscina contados
en al menos 30 campos (25 ym?) para cada muestra. WT: ratones Balb/c; Abca4-/- EGFP/5'/3": ratones Abca4-/-
inyectados con AAV de tamafio normal y EGFP o con el vector de la mitad 5' o 3' de AK hibrida de AAV dual, como
control; Abca4-/- AK-ABCA4: ratones inyectados con vectores de AK hibrida de AAV duales; Abca4-/- TS-ABCA4:
ratones inyectados con vectores de transruptura de AAV duales. Se muestra el nimero (n) de ojos analizados. El
valor promedio se indica bajo la barra correspondiente. Barras de error: promedio * e.e.p. (error estandar del
promedio). * p de ANOVA<0,05

Figura 8: Las inyecciones subretinianas de vectores de AK hibrida de AAV duales reducen el espesor del RPE de
Abca4-/-.

(A): Fotografias representativas del analisis con microscopia electronica de transmision de secciones retinianas de
ratones Balb/c de tipo salvaje (WT) y Abca4-/- inyectados con vectores de transruptura de AAV duales (TS-ABCA4)
y de AK hibrida (AK-ABCA4) o con vectores de AAV de tamafio normal y EGFP (EGFP) y la mitad 5' o 3' de vectores
de AK hibrida duales (5'73') como control. Las lineas de puntos indican los bordes de las células del RPE. En la
figura se muestra la barra de escala (3,8 pm). (B): Cuantificacién del espesor promedio del RPE contado en al
menos 30 campos para cada muestra. Se muestra el nimero (n) de ojos analizados. El valor promedio se indica
bajo la barra correspondiente. Barras de error: promedio * e.e.p. (error estandar del promedio). m.d.s.: WT: + 716;
TS-ABCA4: £ 698.

Figura 9. La administracion subretiniana de vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales produce una
expresion robusta de MYOT7A en ratones.

Analisis de la transferencia Western de copas oculares de C57BL/6 un mes después de la inyeccion de vectores de
transruptura de AAV duales (TS) y de AK hibrida (AK) que codifican MYO7A-HA bajo el control del promotor de beta-
actina de pollo ubicuo (CBA). La flecha indica las proteinas de longitud completa, la escalera de peso molecular se
indica a la izquierda y se cargaron 100 microgramos de proteinas en cada carril. Se muestra el numero (n) y el
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porcentaje de copas oculares positivos a MYO7A de las retinas totales analizadas. 5'+3": ojos coinyectados con
vectores de las mitades 5'y 3'; 5": ojos inyectados con vectores de la mitad 5'; 3": ojos inyectados con vectores de la
mitad 3'; a-HA: anticuerpo anti-hemaglutinina (HA); a-disferlina: anticuerpo anti-disferlina.

Figura 10: La administracion subretiniana de vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales rescata la
localizacién de los melanosomas en RPE de sh1-/-.

(A): Secciones retinianas semidelgadas representativas tefiidas con tinte de tejidos epoxi de ojos de sh1+/+ y sh1+/-
inyectados con AAV de tamafo normal y EGFP (EGFP, n = 4 ojos), y de ojos de sh1-/- inyectados con vectores de
transruptura de AAV duales (TS-MYO7A, n = 3 ojos), de AK hibrida (AK-MYO7A; n = 3 ojos) o vectores de la mitad
5' (5'TS/5'AK, n = 4 ojos), como control. En la figura se muestra la barra de escala (10 uym). (B): Cuantificacion de la
localizacion de los melanosomas en las vellosidades del RPE de ratones sh7 dos meses después de la
administracion subretiniana de vectores de AAV duales. La cuantificacién se muestra como el nimero promedio de
melanosomas apicales/campo, y el valor promedio se indica bajo la barra correspondiente. Barras de error:
promedio * e.e.p. (error estandar del promedio). * p de ANOVA<0,05, ** p de ANOVA<0,001.

Figura 11. La administracién subretiniana de vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales reduce la
acumulacioén de rodopsina en los cilios conectores de PR de sh1-/-.

Cuantificacion del niumero de particulas de oro de rodopsina en los cilios conectores de PR de ratones sh7 dos
meses después de la administracién subretiniana de vectores de AAV duales. La cuantificacion se muestra como el
numero promedio de particulas de oro por longitud de cilios conectores (nm), y el valor promedio se indica bajo la
barra correspondiente. Barras de error: promedio + e.e.p. (error estandar del promedio).

Figura 12. Los vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales transducen con eficacia el gen grande
CEP290 in vitro.

Analisis de la transferencia Western de células HEK293 infectadas con vectores AAV2/2 que codifican CEP290
marcada en su C-terminal con el marcador de hemaglutinina (HA) (A-B). (A): La flecha indica la proteina de longitud
completa, se cargaron 60 microgramos de proteina en cada carril, y la escalera de peso molecular se indica a la
izquierda. (B): Cuantificacion de las bandas de proteina CEP290. La intensidad de las bandas de CEP290 se dividio
entre la intensidad de las bandas de filamina A. El histograma muestra la expresion de las proteinas como un
porcentaje relativo a los vectores de transruptura (TS) de AAV duales, y el valor promedio se indica bajo la barra
correspondiente. Barras de error: promedio + e.e.p. (error estandar del promedio). La imagen de la transferencia
Western es representativa y la cuantificacion se realiza a partir de n = 5 experimentos independientes. OV:
solapamiento de AAV duales; TS: transruptura de AAV duales; AK: AK hibrida de AAV dual; 5'+3" células
coinfectadas con vectores de las mitades 5'y 3'; 3": células control infectadas solo con la mitad 3'; a-HA: anticuerpo
anti-HA; a-filamina A: anticuerpo anti-filamina A.

Figura 13. Recuperaciéon mejorada de la desensibilizacion a la luz en ratones de tres meses de edad Abca4-/-
tratados con vectores de transruptura y de AK hibrida de AAV duales

Recuperacion de la desensibilizacion a la luz en ratones Abca4-/- y Balb/c 6 semanas después de la inyeccion. La
onda b relativa es la proporcion entre las amplitudes de onda b (uV) después y antes de la desensibilizacion, ambas
evocadas por 1 cd s/m? El tiempo (minutos) se refiere al tiempo después de la desensibilizacion. Se muestra el
promedio de recuperacion (%) a los 60 minutos. p de ANOVA Abca4-/- AK-ABCA4 frente Abca4-/- no inyectadol5'":
0,05; p de ANOVA Abca4-/- TS-ABCA4 frente a Abca4-/- no inyectado/5": 0,009; p de ANOVA Abca4-/- AK-ABCA4
frente a WT: 0,002; p de ANOVA Abca4-/- TS-ABCA4 frente a WT: 0,02; p de ANOVA WT frente a Abca4-/- no
inyectado/5': 0,00001. WT: ratones Balb/c (n = 4); Abca4-/- TS-ABCA4: ratones inyectados con vectores de
transruptura de AAV duales (n = 5); Abca4-/- AK-ABCA4: ratones inyectados con vectores de AK hibrida de AAV
duales (n = 5); Abca4-/- no inyectado/5': Abca4-/- ratones no inyectados (n = 2) o inyectados con la mitad 5' de
vectores TS de AAV duales o de AK hibrida (n = 5). Los datos se muestran como promedio + e.e.p. (error estandar
del promedio). * p de ANOVA<0,05.

Figura 14. Los vectores de AK hibrida de AAV duales inducen una expresion de MYO7A mas potente que los
vectores de transruptura de AAV duales en fotorreceptores de sh1-/-.

Cuantificacion de los niveles de MYOT7A a partir de AAV duales en ojos de sh17-/- con relacion a Myo7a enddgena
expresada en ojos de sh1+/+. Se inyectaron ojos de sh1-/- con vectores TS y de AK hibrida de AAV duales que
codifican MYO7A bajo el control de los promotores de CBA (panel izquierdo) o RHO (panel derecho). Los
histogramas muestran la expresion de la proteina MYO7A como un porcentaje relativo a Myo7a de sh1+/+; el valor
promedio se indica bajo la barra correspondiente. La cuantificaciéon se realiza mediante un analisis de la
transferencia Western empleando el anticuerpo anti-MYO7A, y las mediciones de las intensidades de las bandas de
MYO7A y Myo7a se normalizaron a la disferlina (los datos no se muestran). Barras de error: promedio * d.e.p.
(desviacion estandar del promedio). La cuantificacion es representativa de: i. panel izquierdo: n = 2 copas oculares
de sh1+/+, yn =5 0 n =1 copa ocular de sh1-/- tratadas con TS-MYO7A o AK-MYQO7A, respectivamente; ii. panel
derecho: n = 2 retinas de sh71+/+, y n = 1 o n = 3 retinas de sh71-/- tratadas con TS-MYO7A o AK-MYOT7A,
respectivamente. ** p del ensayo de la t de Student <0,001.
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Figura 15. Los vectores de AAV de tamario normal, de transruptura y de AK hibrida de AAV duales proporcionan la
transduccioén mas robusta tras una administracién subretiniana en ratones.

Imagenes en vivo de la fluorescencia del fondo del ojo de C57BL/6 un mes después de la inyeccion subretiniana de
vectores AAV2/8 que codifican EGFP. NZ: tamafo normal; OZ: AAV sobredimensionados; TS: transruptura de AAV
dual; AP: AP hibrida de AAV dual; AK: AK hibrida de AAV dual. Cada panel muestra un ojo diferente.

Figura 16. Expresion robusta de ABCA4 y MYOT7A después de la administracion de vectores de transruptura y de AK
hibrida de AAV duales a la retina de cerdos.

(a) Analisis de la transferencia Western de lisados retinianos de cerdos Large White 1 mes después de la inyeccion
de vectores de transruptura (TS; n = 2) y de AK hibrida (AK; n = 3) de AAV2/8 duales que codifican ABCA4-3xflag, o
de vectores AAV2/8 que codifican NS EGFP (neg), como control negativo, bajo el control del promotor de rodopsina
(RHO) especifico de fotorreceptores. (b) Analisis de la transferencia Western de lisados retinianos de cerdos Large
White 1 mes después de la inyeccion de vectores de transruptura (TS: n = 5 RPE; n = 3 retinas) y de AK hibrida (AK:
n =5 RPE, n = 5 retinas) de AAV2/8 duales que codifican MYO7A-HA bajo el control del promotor de beta-actina de
pollo ubicuo (CBA), o de la mitad 3' de AAV-MYO7AHA dual (neg), como control negativo. (a-b): Las flechas indican
las proteinas de longitud completa, la escalera de peso molecular se indica a la izquierda y se cargaron 150-180 ug
de proteinas en cada carril. o-3xflag, anticuerpo anti-3xflag; a-HA, anticuerpo anti-hemaglutinina; a-disferlina,
anticuerpo anti-disferlina.

Figura 17. Los vectores de AK hibrida de AAV duales con ITR heterdlogas transducen genes grandes in vitro.

(a) Disefo de los vectores de AK hibrida de AAV duales con ITR2 y ITR5 heterdlogas. (b) Analisis de la transferencia
Western de células HEK293 infectadas con vectores de AK hibrida de AAV duales con ITR heterélogas que
codifican ABCA4 (panel izquierdo) y MYO7A (panel derecho). Las flechas indican las proteinas de longitud completa,
se cargaron 50 microgramos de proteina, y la escalera de peso molecular se indica a la izquierda. 5'+3": células
coinfectadas con vectores de las mitades 5'y 3'; 5": células control infectadas solo con el vector de la mitad 5'; 3"
células control infectadas solo con el vector de la mitad 3'; neg: células infectadas con vectores AAV2/8 que
codifican EGFP. a-3xflag: anticuerpo anti-3xflag; a-MYO7A: anticuerpo anti-MYO7A; o-filamina: anticuerpo anti-
filamina A. (a) Prom: promotor; CDS: secuencia codificadora; pA: sefial de poliadenilacion; SD: sefial donante de
ruptura; SA: sefal aceptora de ruptura; las lineas de puntos muestran las regiones solapantes disponibles para la
recombinacion homologa, y las lineas discontinuas muestran la ruptura que se produce entre SD y SA. Se muestra
la posicion de las ITR2 y ITR5 heterdlogas.

Descripcion detallada de la invencién
Materiales y métodos
Generacion de plasmidos de vector de AAV

Los plasmidos utilizados para la producciéon del vector de AAV se derivaron de los plasmidos pZac2.1 (52) o
pAAV2.1 (53) que contienen las repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV de serotipo 2 (tabla 1).
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Tabla 1 - Plasmidos para la produccioén del vector de AAV

< Serotipo
Plicmide Tamaio de de A AFV
ITR-ITR(pb) | 5/» 2/8
2 % pZac2.1-CMV-EGFP-SV40 3006 X X
T —
E" g pZac2.1-RHO-EGFP-SV40 2900 X
o
2 _ | pAAV2.1-CMV-EGFP-9.9-BGH 9951 X |X
& N
;é 90" pZac2.1-CMV-4BCA4 3xflag-SV40 8619 X
<
%’ = pAAV2.1-CBA-MYO74 HA-BGH 8220 X
2
pZac2.1-CMV-4ABCA4 5’ 4900 X X
pZac2.1-RHO-4ABCA44 5’ 4805 X
g pZac2.1-RHOK-4BCA4_5’ 4169 X
%; pZac2.1-VMD2-ABCA4 5’ 4658 X
§ pAAV2.1-CBA-MYO74 5’ 4708 X X
pAAV2.1-RHO-MYO74 5’ 4699 X
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o Tamario de %e;rzt?\;)

Plasmido ITR-ITR (pb) | 5,5 /s
pZac2.1-ABCA4 3’ 3xflag SV40 4740 X X
PAAV2.1-MYO74 3° HA BGH 4655 X X
pZac2.1-CMV-4ABCA4 5’TS 4431 X
pZac2.1-RHO-4BCA44_5'TS 4321 X
pZac2.1-4BCA4 3°TS 3xflag SV40 4587 X X

%’ pAAV2.1-CBA-MYO74 5°TS 4468 X X

=

'§~ pAAV2.1-RHO-MYO74 5°TS 4459 X

E PAAV2.1-MYO74 _3’TS HA BGH 4298 X X
pZac2.1-CMV-EGFP_5’TS 1906 X X
pZac2.1-RHO-EGFP 5°TS 1802 X
pZac2.1-EGFP_3’TS SV40 1510 X X
pZac2.1-CMV-ABCA44_5’AP 4708 X

= pZac2.1-4BCA4 3’AP 3xflag SV40 4871 X

f‘; PAAV2.1-CBA-MYO74 5’AP 4746 X

:'E PAAV2.1-MYO74 3’AP_HA BGH 4576 X

2 pZac2.1-CMV-EGFP_5’AP 2183 X X
pZac2.1-EGFP _3’AP_SV40 1783 X X

o pZac2.1-CMV-4BCA4 5’AK 4540 X

_:;; pZac2.1 (ITR5:2)-CMV-4BCA4_5’AK 4604 X

% pZac2.1-RHO-4BCA4_5’AK 4436 X

i pZac2.1-ABCA4 3’AK 3xflag SV40 4702 X X
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Tamano de Scoleergtj\p\;)
Plasmido ITR-TTR (D) | 5 | 28

pZac2.1 (ITR2:5)- ABCA4 3’AK 3xflag SV40 | 5192 X
pZac2.1-ABCA4 3’AK_HA_SV40 4663 X
PAAV2.1-CBA-MYO74_5'AK 4577 X X
pAAV2.1 (ITR5:2)-CBA-MYO74_5°'AK 4503 X
pAAV2.1-RHO-MYO74 5°AK 4568 X
PAAV2.1-MYO74 3’AK_HA BGH 4421 X X
pAAV2.1 (ITR2:5)-MYO74 3’AK_HA BGH | 4386 X
pZac2.1-CMV-EGFP 5’ AK 2015 X X
pZac2.1-RHO-EGFP_5°AK 1911 X
pZac2.1-EGFP_3’AK_SV40 1614 X X

N.B. CMV: promotor de citomegalovirus; CBA: beta-actina de pollo; RHO: promotor de rodopsina humano; RHOK:
promotor de rodopsina quinasa humano; Vmd2: promotor de la distrofia macular viteliforme de tipo 2; EGFP:
proteina fluorescente verde potenciada; ABCA4: médulo de unién a ATP humano, subfamilia A, miembro 4; MYO7A:
miosina VIIA humana; SV40: sefal de poliadenilacion del virus de simio 40; BGH: senal de poliadenilacion de la
hormona de crecimiento bovina; 3xflag: marcador 3xflag; HA: marcador de hemaglutinina; AP: region
recombinogénica de la fosfatasa alcalina; AK: regiébn recombinogénica del fago F1; TS: transruptura; ITR5:2:
plasmido con la ITR izquierda del AAV de serotipo 5 y la ITR derecha del AAV de serotipo 2; ITR2:5: plasmido con la
ITR izquierda del AAV de serotipo 2 y la ITR derecha del AAV de serotipo 5. Cuando no se especifica, la ITR
izquierda y derecha proceden del AAV de serotipo 2.

Los plasmidos de vector de AAV de tamafio normal y sobredimensionado contienen médulos de expresion de
longitud completa que incluyen el promotor, la CDS del transgén de longitud completa y la sefial de poliadenilacion
(pA) (tabla 1). Los dos plasmidos de vector de AAV distintos (5' y 3') necesarios para generar vectores de AAV
duales contienen el promotor seguido de la porcién N-terminal de la CDS del transgén (plasmido 5') o la porciéon C-
terminal de la CDS del transgén seguida de la sefial de pA (plasmido 3', tabla 1). Los plasmidos de EGFP de tamafio
normal se generaron clonando la CDS de EGFP del plasmido pAAV2.1-CMV-EGFP (720 pb) (53) en pZac2.1 (52); el
EGFP sobredimensionado se generé a partir de pAAV2.1-CMV-EGFP (53) mediante la insercion de una secuencia
de ADN de relleno de 3632 pb procedente de ABCA4 humana (NM_000350.2, pb 1960-5591) cadena arriba del
promotor de CMV y una segunda secuencia de ADN de relleno de 3621 pb, compuesta de: ABCA4 murina (NM
007378.1, 1066-1 y 7124-6046 pb; 2145 pb totales) y harmonina humana (NM153676.3 131-1606 pb; 1476 pb
totales), cadena abajo de la sefial de pA (esta construccion se usa en los experimentos de la figura 1a, d, figura 4 y
figura 15). Para generar los plasmidos de vector de AAV duales, la CDS de EGFP (720 pb) se dividi6 en dos
construcciones: una que contiene la CDS N-terminal (PMID: 9759496, pb 1-393) y la otra que contiene la CDS C-
terminal (PMID: 9759496, pb 394-720).

Los plasmidos de ABCA4 sobredimensionados contienen la CDS de ABCA4 humana de longitud completa
(GeneNM_000350.2, pb 105-6926), mientras que los plasmidos de MYO7A sobredimensionados contienen la CDS
de MYO7A humana de longitud completa procedente de la isoforma 1 (NM_000260.3, pb 273-6920). Para generar
los plasmidos para los vectores de AAV QV, las CDS de ABCA4 y MYO7A se dividieron en dos construcciones, una
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que contiene el N-terminal de CDS (ABCA4: NM_000350.2, pb 105-3588; MYO7A: NM_000350.2, pb 273-3782) y la
otra que contiene el C-terminal de CDS (ABCA4: NM_000350.2, pb 2819-6926; MYO7A: NM_000350.2, pb 2913-
6920). Por tanto, la region de homologia compartida por los plasmidos de vector solapante es de 770 pb para
ABCA4 y de 870 pb para MYO7A. Para generar los plasmidos para los vectores de AAV OV duales, la CDS de
CEP290 humana se dividié en dos construcciones, una que contiene el N-terminal de CDS (CEP290: NM_025114,
pb 345-4076) y la otra que contiene el C-terminal de CDS (CEP290: NM_025114, pb 3575-7784). Por tanto, la region
de homologia compartida por los plasmidos de vector solapante es de 502 pb.

Para generar plasmidos de vector de transruptura e hibridos, las CDS de ABCA4 y MYOT7A se dividieron en una
zona de union exoén-exon natural. ABCA4 se dividié entre los exones 19-20 (mitad 5': NM_000350.2, 105-3022 pb;
mitad 3': NM_000350.2, pb 3023-6926) y MYO7A se dividié entre los exones 24-25 (mitad 5': NM_000350.2, pb 273-
3380; mitad 3': NM_000350.2, pb 3381-6926). Las proteinas ABCA4 y MYO7A se marcaron en su C-terminal:
ABCA4 con el marcador 3xflag (gactacaaagaccatgacggtgattataaagatcatgacatcgactacaaggatgacgatgacaag) o
hemaglutinina (HA) tag (tatccgtatgatgtgccggattatgcg); MYOTA solo con el marcador HA. Para generar plasmidos de
vector de transruptura e hibridos, la CDS de CEP290 se dividié en una zona de unién exén-exén natural: entre los
exones 29-30 (mitad 5: NM_025114, 345-3805; mitad 3" NM_025114, 3806-7784). La proteina CEP290 se marcé
en su C-terminal con el marcador hemaglutinina (HA). Las sefiales donante de ruptura (SD) y aceptora de ruptura
(SA) contenidas en los plasmidos de vector de AAV dual de transruptura e hibrido son las siguientes:

5'GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCT
TGCGTTTCT-3' (SD) SEQ ID NO:1;

5'GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG-3' (SA), SEQ ID NO:2.

La secuencia recombinogénica contenida en los plasmidos de vector de AP hibrida (presente en el primer y segundo
plasmido) se deriva de los genes de la fosfatasa alcalina (AP) (NM_001632, pb 823-1100), tal como se ha descrito
previamente (39). La secuencia recombinogénica contenida en los plasmidos de vector de AK hibrida (presente en el
primer y segundo plasmido) se deriva del genoma del fago F1 (n.° de registro de Gene Bank: J02448.1; pb 5850-
5926).

La secuencia de AK es:

5'GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAA
AT-3', SEQ ID NO:3.

El promotor de CMV es el que esta contenido en pZac2.1 (52) o pAAV2.1-CMV-EGFP (53); el promotor de CBA
ubicuo se deriva de pAAV2.1-CBA-EGFP (11); los promotores de RHO y RHOK humanos especificos de PR se
derivan de pAAV2.1-RHO-EGFP y pAAV2.1RHOK-EGFP, respectivamente (10); el promotor de Vmd2 especifico de
RPE (NG_009033.1, 4870-5470 pb) se corresponde con el fragmento del promotor de EcoRI-Xcml previamente
descrito (41) que fue amplificado por ADN genémico humano.

Para generar los vectores de AK hibrida de AAV duales con ITR heterdlogas procedentes de AAV del serotipo 2y 5
se intercambid la ITR2 izquierda de la mitad 5' del plasmido y la ITR2 derecha de la mitad 3' del plasmido por la ITR5
(segun se muestra en la figura 17a). Los plasmidos para la produccién de los vectores AAV2 con ITR heterélogas
son los siguientes: pZac5:2-CMV-5'ABCA4-SD-AK, pZac2:5-AK-SD-3'ABCA4-3xflag, pAAV5:2-CBA-5'MYO7A-SD-
AK'y pAAV2:5-AK-SD-3'MYO7A-HA (tabla 1).

Secuencias:

Gen ABCA4
pZac2.1-CMV-ABCA4_5'AK
ITR2 izquierda

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCARAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCT (SEQ ID No. 4)

ITRS izquierda

CTCTCCCCCCTGTCGCGTTCGCTCGCTCGCTGGCTCGTTTGGGGGGGTGGCAGCTCARAGAG
CTGCCAGACGACGGCCCTCTGGCCGTCGCCCCCCCARAACGAGCCAGCGAGCGAGCGAACGLG
ACAGGGGGGAGAGTGCCACACTCTCAAGCAAGGGGGTTTTGTAAGCAGTGA (SEQ ID No. 5)
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Potenciador de CMV

TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATT
GGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATA
TGACCGCCATGTTGGCATTGATTATTGAC (SEQ ID No. 6)

Promotor de CMV

TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGT TCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCG
TTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACG
TCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGT
GGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGC
CCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
CGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCG
GTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCC
ACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGT
CGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATAT
AAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGT (SEQ ID No. 7)

Intrén quimérico

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTC
TCTCCACAG (SEQ ID No. 8)

Abca4 5'

ATGGGCTTCGTGAGACAGATACAGCTTTTGCTCTGGAAGAACTGGACCCTGCGGAAAAGGCA
AAAGATTCGCTTTGTGGTGGAACTCGTGTGGCCTTTATCTTTATTTCTGGTCTTGATCTGGT
TAAGGAATGCCAACCCGCTCTACAGCCATCATGAATGCCATTTCCCCAACAAGGCGATGCCC
TCAGCAGGAATGCTGCCGTGGCTCCAGGGGATCTTCTGCAATGTGAACAATCCCTGTTTTCA
AAGCCCCACCCCAGGAGAATCTCCTGGAATTGTGTCAAACTATAACAACTCCATCTTGGCAA
GGGTATATCGAGATTTTCAAGAACTCCTCATGAATGCACCAGAGAGCCAGCACCTTGGCCGT
ATTTGGACAGAGCTACACATCTTGTCCCAATTCATGGACACCCTCCGGACTCACCCGGAGAG
AATTGCAGGAAGAGGAATTCGAATAAGGGATATCTTGAAAGATGAAGAAACACTGACACTAT
TTCTCATTAAAAACATCGGCCTGTCTGACTCAGTGGTCTACCTTCTGATCAACTCTCAAGTC
CGTCCAGAGCAGTTCGCTCATGGAGTCCCGGACCTGGCGCTGAAGGACATCGCCTGCAGCGA
GGCCCTCCTGGAGCGCTTCATCATCTTCAGCCAGAGACGCGGGGCAAAGACGGTGCGCTATG
CCCTGTGCTCCCTCTCCCAGGGCACCCTACAGTGGATAGAAGACACTCTGTATGCCAACGTG
GACTTCTTCAAGCTCTTCCGTGTGCTTCCCACACTCCTAGACAGCCGTTCTCAAGGTATCAA
TCTGAGATCTTGGGGAGGAATATTATCTGATATGTCACCAAGAATTCAAGAGTTTATCCATC
GGCCGAGTATGCAGGACTTGCTGTGGGTGACCAGGCCCCTCATGCAGAATGGTGGTCCAGAG
ACCTTTACAAAGCTGATGGGCATCCTGTICTGACCTCCTGTGTGGCTACCCCGAGGGAGGTGG
CTCTCGGGTGCTCTCCTTCAACTGGTATGAAGACAATAACTATAAGGCCTTTCTGGGGATTG
ACTCCACAAGGAAGGATCCTATCTATTCTTATGACAGAAGAACAACATCCTTTTGTAATGCA
TTGATCCAGAGCCTGGAGTCAAATCCTTTAACCAAAATCGCTTGGAGGGCGGCAAAGCCTTT
GCTGATGGGAAAAATCCTGTACACTCCTGATTCACCTGCAGCACGAAGGATACTGAAGAATG
CCAACTCAACTTTTGAAGAACTGGAACACGTTAGGAAGTTGGTCAAAGCCTGGGAAGAAGTA
GGGCCCCAGATCTGGTACTTCTTTGACAACAGCACACAGATGAACATGATCAGAGATACCCT
GGGGAACCCAACAGTAAAAGACTTTTTGAATAGGCAGCTTGGTGAAGAAGGTATTACTGCTG
AAGCCATCCTAAACTTCCTCTACAAGGGCCCTCGGGARAAGCCAGGCTGACGACATGGCCAAC
TTCGACTGGAGGGACATATTTAACATCACTGATCGCACCCTCCGCCTTGTCAATCAATACCT
GGAGTGCTTGGTCCTGGATAAGTTTGAAAGCTACAATGATGAAACTCAGCTCACCCAACGTG
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CCCTCTCTCTACTGGAGGAAAACATGTTCTGGGCCGGAGTGGTATTCCCTGACATGTATCCC
TGGACCAGCTCTCTACCACCCCACGTGAAGTATAAGATCCGAATGGACATAGACGTGGTGGA
GAAAACCAATAAGATTAAAGACAGGTATTGGGATTCTGGTCCCAGAGCTGATCCCGTGGAAG
ATTTCCGGTACATCTGGGGCGGGTTTGCCTATCTGCAGGACATGGTTGAACAGGGGATCACA
AGGAGCCAGGTGCAGGCGGAGGCTCCAGTTGGAATCTACCTCCAGCAGATGCCCTACCCCTG
CTTCGTGGACGATTCTTTCATGATCATCCTGAACCGCTGTTTCCCTATCTTCATGGTGCTGG
CATGGATCTACTCTGTCTCCATGACTGTGAAGAGCATCGTCTTGGAGAAGGAGTTGCGACTG
AAGGAGACCTTGAAAAATCAGGGTGTCTCCAATGCAGTGATTTGGTGTACCTGGTTCCTGGA
CAGCTTCTCCATCATGTCGATGAGCATCTTCCTCCTGACGATATTCATCATGCATGGAAGAA
TCCTACATTACAGCGACCCATTCATCCTCTTCCTGTTCTTGTTGGCTTTCTCCACTGCCACC
ATCATGCTGTGCTTTCTGCTCAGCACCTTCTTCTCCAAGGCCAGTCTGGCAGCAGCCTGTAG
TGGTGTCATCTATTTCACCCTCTACCTGCCACACATCCTGTGCTTCGCCTGGCAGGACCGCA
TGACCGCTGAGCTGAAGAAGGCTGTGAGCTTACTGTCTCCGGTGGCATTTGGATTTGGCACT
GAGTACCTGGTTCGCTTTGAAGAGCAAGGCCTGGGGCTGCAGTGGAGCAACATCGGGAACAG
TCCCACGGAAGGGGACGAATTCAGCTTCCTGCTGTCCATGCAGATGATGCTCCTTGATGCTG
CTGTCTATGGCTTACTCGCTTGGTACCTTGATCAGGTGTTTCCAGGAGACTATGGAACCCCA
CTTCCTTGGTACTTTCTTCTACAAGAGTCGTATTGGCTTGGCGGTGAAGGGTGTTCAACCAG
AGAAGAAAGAGCCCTGGAAAAGACCGAGCCCCTAACAGAGGAAACGGAGGATCCAGAGCACC
CAGAAGGAATACACGACTCCTTCTTTGAACGTGAGCATCCAGGGTGGGTTCCTGGGGTATGC
GTGAAGAATCTGGTAAAGATTTTTGAGCCCTGTGGCCGGCCAGCTGTGGACCGTCTGAACAT
CACCTTCTACGAGAACCAGATCACCGCATTCCTGGGCCACAATGGAGCTGGGAAAACCACCA
CCTT (SEQ ID No. 9)

Seial donante de ruptura

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAAGACTCTTGCGTTTCT (SEQID No. 1)

AK

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGC
GAATTTTAACAAAAT (SEQ ID No. 3)

ITR2 derecha (o 5' ITR2)

AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCC
GGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGT
GCGCAG (SEQID No. 10)

Secuencia de longitud completa de pZac2.1-CMV-ABCA4_5'AK

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCTTCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGC
TATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCC
AATATGACCGCCATGTTGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCT
GGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAAC
GCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGG
CCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTA
CGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGAT
AGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTT
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TGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAAT
GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGA
TCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCT
GACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTAT
CAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGAC
TCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACA
GGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGGCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATA
GGCTAGCCTCGAGAATTCACGCGTGGTACCTCTAGAGTCGACCCGGGCGGCCGCCATGGGCT
TCGTGAGACAGATACAGCTTTTGCTCTGGAAGAACTGGACCCTGCGGAAAAGGCAAAAGATT
CGCTTTGTGGTGGAACTCGTGTGGCCTTTATCTTTATTTCTGGTCTTGATCTGGTTAAGGAA
TGCCAACCCGCTCTACAGCCATCATGAATGCCATTTCCCCAACAAGGCGATGCCCTCAGCAG
GAATGCTGCCGTGGCTCCAGGGGATCTTCTGCAATGTGAACAATCCCTGTTTTCAAAGCCCC
ACCCCAGGAGAATCTCCTGGAATTGTGTCAAACTATAACAACTCCATCTTGGCAAGGGTATA
TCGAGATTTTCAAGAACTCCTCATGAATGCACCAGAGAGCCAGCACCTTGGCCGTATTTGGA
CAGAGCTACACATCTTGTCCCAATTCATGGACACCCTCCGGACTCACCCGGAGAGAATTGCA
GGAAGAGGAATTCGAATAAGGGATATCTTGAAAGATGAAGAAACACTGACACTATTTCTCAT
TAAAAACATCGGCCTGTCTGACTCAGTGGTCTACCTTCTGATCAACTCTCAAGTCCGTCCAG
AGCAGTTCGCTCATGGAGTCCCGGACCTGGCGCTGAAGGACATCGCCTGCAGCGAGGCCCTC
CTGGAGCGCTTCATCATCTTCAGCCAGAGACGCGGGGCAAAGACGGTGCGCTATGCCCTGTG
CTCCCTCTCCCAGGGCACCCTACAGTGGATAGAAGACACTCTGTATGCCAACGTGGACTTCT
TCAAGCTCTTCCGTGTGCTTCCCACACTCCTAGACAGCCGTTCTCAAGGTATCAATCTGAGA
TCTTGGGGAGGAATATTATCTGATATGTCACCAAGAATTCAAGAGTTTATCCATCGGCCGAG
TATGCAGGACTTGCTGTGGGTGACCAGGCCCCTCATGCAGAATGGTGGTCCAGAGACCTTTA
CAAAGCTGATGGGCATCCTGTCTGACCTCCTGTGTGGCTACCCCGAGGGAGGTGGCTCTCGG
GTGCTCTCCTTCAACTGGTATGAAGACAATAACTATAAGGCCTTTCTGGGGATTGACTCCAC
AAGGAAGGATCCTATCTATTCTTATGACAGAAGAACAACATCCTTTTGTAATGCATTGATCC
AGAGCCTGGAGTCAAATCCTTTAACCAAAATCGCTTGGAGGGCGGCAAAGCCTTTGCTGATG
GGAAAAATCCTGTACACTCCTGATTCACCTGCAGCACGAAGGATACTGAAGAATGCCAACTC
AACTTTTGAAGAACTGGAACACGTTAGGAAGTTGGTCAAAGCCTGGGAAGAAGTAGGGCCCC
AGATCTGGTACTTCTTTGACAACAGCACACAGATGAACATGATCAGAGATACCCTGGGGAAC
CCAACAGTAAAAGACTTTTTGAATAGGCAGCTTGGTGAAGAAGGTATTACTGCTGAAGCCAT
CCTAAACTTCCTCTACAAGGGCCCTCGGGAAAGCCAGGCTGACGACATGGCCAACTTCGACT
GGAGGGACATATTTAACATCACTGATCGCACCCTCCGCCTTGTCAATCAATACCTGGAGTGC
TTGGTCCTGGATAAGTTTGAAAGCTACAATGATGAAACTCAGCTCACCCAACGTGCCCTCTC
TCTACTGGAGGAARAACATGTTCTGGGCCGGAGTGGTATTCCCTGACATGTATCCCTGGACCA
GCTCTCTACCACCCCACGTGAAGTATAAGATCCGAATGGACATAGACGTGGTGGAGAARACC
AATAAGATTAAAGACAGGTATTGGGATTCTGGTCCCAGAGCTGATCCCGTGGAAGATTTCCG
GTACATCTGGGGCGGGTTTGCCTATCTGCAGGACATGGTTGAACAGGGGATCACAAGGAGCC
AGGTGCAGGCGGAGGCTCCAGTTGGAATCTACCTCCAGCAGATGCCCTACCCCTGCTTCGTG
GACGATTCTTTCATGATCATCCTGAACCGCTGTTTCCCTATCTTCATGGTGCTGGCATGGAT
CTACTCTGTCTCCATGACTGTGAAGAGCATCGTCTTGGAGAAGGAGTTGCGACTGAAGGAGA
CCTTGAAAAATCAGGGTGTCTCCAATGCAGTGATTTGGTGTACCTGGTTCCTGGACAGCTTC
TCCATCATGTCGATGAGCATCTTCCTCCTGACGATATTCATCATGCATGGAAGAATCCTACA
TTACAGCGACCCATTCATCCTCTTCCTGTTCTTGTTGGCTTTCTCCACTGCCACCATCATGC
TGTGCTTTCTGCTCAGCACCTTCTTCTCCAAGGCCAGTCTGGCAGCAGCCTGTAGTGGTGTC
ATCTATTTCACCCTCTACCTGCCACACATCCTGTGCTTCGCCTGGCAGGACCGCATGACCGC
TGAGCTGAAGAAGGCTGTGAGCTTACTGTCTCCGGTGGCATTTGGATTTGGCACTGAGTACC
TGGTTCGCTTTGAAGAGCAAGGCCTGGGGCTGCAGTGGAGCAACATCGGGAACAGTCCCALCG
GAAGGGGACGAATTCAGCTTCCTGCTGTCCATGCAGATGATGCTCCTTGATGCTGCTGTCTA
TGGCTTACTCGCTTGGTACCTTGATCAGGTGTTTCCAGGAGACTATGGAACCCCACTTCCTT
GGTACTTTCTTCTACAAGAGTCGTATTGGCTTGGCGGTGAAGGGTGTTCAACCAGAGARAGAA
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AGAGCCCTGGAAAAGACCGAGCCCCTAACAGAGGAAACGGAGGATCCAGAGCACCCAGAAGG
AATACACGACTCCTTCTTTGAACGTGAGCATCCAGGGTGGGTTCCTGGGGTATGCGTGAAGA
ATCTGGTAAAGATTTTTGAGCCCTGTGGCCGGCCAGCTGTGGACCGTCTGAACATCACCTTC
TACGAGAACCAGATCACCGCATTCCTGGGCCACAATGGAGCTGGGAAAACCACCACCTTGTA
AGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAG
AAGACTCTTGCGTTTCTGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATT
TAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTT
TCCAATTGAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCA
CTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGC
GAGCGAGCGCGCAG (SEQID No. 11)

pZac2.1-ABCA4_3'AK_SV40

ITR2 izquierda

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG

GTTCCT (SEQ ID No. 4)

AK

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGC
GAATTTTAACAAAAT (SEQ ID No. 3)

Seial aceptora de ruptura
GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG (SEQ ID NO:2)

Abca4_3'

GTCCATCCTGACGGGTCTGTTGCCACCAACCTCTGGGACTGTGCTCGTTGGGGGAAGGGACA
TTGAAACCAGCCTGGATGCAGTCCGGCAGAGCCTTGGCATGTGTCCACAGCACAACATCCTG
TTCCACCACCTCACGGTGGCTGAGCACATGCTGTTCTATGCCCAGCTGAAAGGAAAGTCCCA
GGAGGAGGCCCAGCTGGAGATGGAAGCCATGTTGGAGGACACAGGCCTCCACCACAAGCGGA
ATGAAGAGGCTCAGGACCTATCAGGTGGCATGCAGAGAAAGCTGTCGGTTGCCATTGCCTTT
GTGGGAGATGCCAAGGTGGTGATTCTGGACGAACCCACCTCTGGGGTGGACCCTTACTCGAG
ACGCTCAATCTGGGATCTGCTCCTGAAGTATCGCTCAGGCAGAACCATCATCATGTCCACTC
ACCACATGGACGAGGCCGACCTCCTTGGGGACCGCATTGCCATCATTGCCCAGGGAAGGCTC
TACTGCTCAGGCACCCCACTCTTCCTGAAGAACTGCTTTGGCACAGGCTTGTACTTAACCTT
GGTGCGCAAGATGAAAAACATCCAGAGCCAAAGGAAAGGCAGTGAGGGGACCTGCAGCTGCT
CGTCTAAGGGTTTCTCCACCACGTGTCCAGCCCACGTCGATGACCTAACTCCAGAACAAGTC
CTGGATGGGGATGTAAATGAGCTGATGGATGTAGTTCTCCACCATGTTCCAGAGGCAAAGCT
GGTGGAGTGCATTGGTCAAGAACTTATCTTCCTTCTTCCAAATAAGAACTTCAAGCACAGAG
CATATGCCAGCCTTTTCAGAGAGCTGGAGGAGACGCTGGCTGACCTTGGTCTCAGCAGTTTT
GGAATTTCTGACACTCCCCTGGAAGAGATTTTTCTGAAGGTCACGGAGGATTCTGATTCAGG
ACCTCTGTTTGCGGGTGGCGCTCAGCAGAAAAGAGAAAACGTCAACCCCCGACACCCCTGCT
TGGGTCCCAGAGAGAAGGCTGGACAGACACCCCAGGACTCCAATGTCTGCTCCCCAGGGGCG
CCGGCTGCTCACCCAGAGGGCCAGCCTCCCCCAGAGCCAGAGTGCCCAGGCCCGCAGCTCAA
CACGGGGACACAGCTGGTCCTCCAGCATGTGCAGGCGCTGCTGGTCAAGAGATTCCAACACA
CCATCCGCAGCCACAAGGACTTCCTGGCGCAGATCGTGCTCCCGGCTACCTTTGTGTTTTTG
GCTCTGATGCTTTCTATTGTTATCCCTCCTTTTGGCGAATACCCCGCTTTGACCCTTCACCC
CTGGATATATGGGCAGCAGTACACCTTCTTCAGCATGGATGAACCAGGCAGTGAGCAGTTCA
CGGTACTTGCAGACGTCCTCCTGAATAAGCCAGGCTTTGGCAACCGCTGCCTGAAGGAAGGG
TGGCTTCCGGAGTACCCCTGTGGCAACTCAACACCCTGGAAGACTCCTTCTGTGTCCCCAAA
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CATCACCCAGCTGTTCCAGAAGCAGAAATGGACACAGGTCAACCCTTCACCATCCTGCAGGT
GCAGCACCAGGGAGAAGCTCACCATGCTGCCAGAGTGCCCCGAGGGTGCCGGGGGCCTCCCG
CCCCCCCAGAGAACACAGCGCAGCACGGAAATTCTACAAGACCTGACGGACAGGAACATCTC
CGACTTCTTGGTAAAAACGTATCCTGCTCTTATAAGAAGCAGCTTAAAGAGCAAATTCTGGG
TCAATGAACAGAGGTATGGAGGAATTTCCATTGGAGGAAAGCTCCCAGTCGTCCCCATCACG
GGGGAAGCACTTGTTGGGTTTTTAAGCGACCTTGGCCGGATCATGAATGTGAGCGGGGGCCC
TATCACTAGAGAGGCCTCTAAAGAAATACCTGATTTCCTTAAACATCTAGAAACTGAAGACA
ACATTAAGGTGTGGTTTAATAACAAAGGCTGGCATGCCCTGGTCAGCTTTCTCAATGTGGCC
CACAACGCCATCTTACGGGCCAGCCTGCCTAAGGACAGAAGCCCCGAGGAGTATGGAATCAC
CGTCATTAGCCAACCCCTGAACCTGACCAAGGAGCAGCTCTCAGAGATTACAGTGCTGACCA
CTTCAGTGGATGCTGTGGTTGCCATCTGCGTGATTTTCTCCATGTCCTTCGTCCCAGCCAGC
TTTGTCCTTTATTTGATCCAGGAGCGGGTGAACAAATCCAAGCACCTCCAGTTTATCAGTGG
AGTGAGCCCCACCACCTACTGGGTAACCAACTTCCTCTGGGACATCATGAATTATTCCGTGA
GTGCTGGGCTGGTGGTGGGCATCTTCATCGGGTTTCAGAAGAAAGCCTACACTTCTCCAGAA
AACCTTCCTGCCCTTGTGGCACTGCTCCTGCTGTATGGATGGGCGGTCATTCCCATGATGTA
CCCAGCATCCTTCCTGTTTGATGTCCCCAGCACAGCCTATGTGGCTTTATCTTGTGCTAATC
TGTTCATCGGCATCAACAGCAGTGCTATTACCTTCATCTTGGAATTATTTGAGAATAACCGG
ACGCTGCTCAGGTTCAACGCCGTGCTGAGGAAGCTGCTCATTGTCTTCCCCCACTTCTGCCT
GGGCCGGGGCCTCATTGACCTTGCACTGAGCCAGGCTGTGACAGATGTCTATGCCCGGTTTG
GTGAGGAGCACTCTGCAAATCCGTTCCACTGGGACCTGATTGGGAAGAACCTGTTTGCCATG
GTGGTGGAAGGGGTGGTGTACTTCCTCCTGACCCTGCTGGTCCAGCGCCACTTCTTCCTCTC
CCAATGGATTGCCGAGCCCACTAAGGAGCCCATTGTTGATGAAGATGATGATGTGGCTGAAG
AAAGACAAAGAATTATTACTGGTGGAAATAAAACTGACATCTTAAGGCTACATGAACTAACC
AAGATTTATCCAGGCACCTCCAGCCCAGCAGTGGACAGGCTGTGTGTCGGAGTTCGCCCTGG
AGAGTGCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAATGGTGCCGGCAAAACAACCACATTCAAGATGCTCA
CTGGGGACACCACAGTGACCTCAGGGGATGCCACCGTAGCAGGCAAGAGTATTTTAACCAAT
ATTTCTGAAGTCCATCAAAATATGGGCTACTGTCCTCAGTTTGATGCAATCGATGAGCTGCT
CACAGGACGAGAACATCTTTACCTTTATGCCCGGCTTCGAGGTGTACCAGCAGAAGAAATCG
AAAAGGTTGCARAACTGGAGTATTAAGAGCCTGGGCCTGACTGTCTACGCCGACTGCCTGGCT
GGCACGTACAGTGGGGGCAACAAGCGGAAACTCTCCACAGCCATCGCACTCATTGGCTGCCC
ACCGCTGGTGCTGCTGGATGAGCCCACCACAGGGATGGACCCCCAGGCACGCCGCATGCTGT
GGAACGTCATCGTGAGCATCATCAGAGAAGGGAGGGCTGTGGTCCTCACATCCCACAGCATG
GAAGAATGTGAGGCACTGTGTACCCGGCTGGCCATCATGGTAAAGGGCGCCTTTCGATGTAT
GGGCACCATTCAGCATCTCAAGTCCAARATTTGGAGATGGCTATATCGTCACAATGAAGATCA
AATCCCCGAAGGACGACCTGCTTCCTGACCTGAACCCTGTGGAGCAGTTCTTCCAGGGGAAC
TTCCCAGGCAGTGTGCAGAGGGAGAGGCACTACAACATGCTCCAGTTCCAGGTCTCCTCCTC
CTCCCTGGCGAGGATCTTCCAGCTCCTCCTCTCCCACAAGGACAGCCTGCTCATCGAGGAGT
ACTCAGTCACACAGACCACACTGGACCAGGTGTTTGTAAATTTTGCTAAACAGCAGACTGAA
AGTCATGACCTCCCTCTGCACCCTCGAGCTGCTGGAGCCAGTCGACAAGCCCAGGACGACTA
CAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATGACAAGT

GAGCGGCCGC (SEQID No. 12)

poliA de Sv40

TTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGT TTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGA
AAAAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTG
CAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGT
GGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCTTCCT
AGAGCATGGCTAC (SEQ ID No. 13)

ITR2 derecha

AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCC
GGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGC

GCGCAG (SEQID No. 10)
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ITRS derecha

TCACTGCTTACAAAACCCCCTTGCTTGAGAGTGTGGCACTCTCCCCCCTGTCGCGTTCGCTC
GCTCGCTGGCTCGTTTGGGGGGGCGACGGCCAGAGGGCCGTCGTCTGGCAGCTCTTTGAGCT
GCCACCCCCCCAAACGAGCCAGCGAGCGAGCGAACGCGACAGGGGGGAGAG (SEQ ID No
14)

Secuencia de longitud completa de pZac2.1-ABCA4_3'AK_SV40

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTGGATCCGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACA
AAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTTTCGAT
AGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTCCATCCTGACGG
GTCTGTTGCCACCAACCTCTGGGACTGTGCTCGTTGGGGGAAGGGACATTGAAACCAGCCTG
GATGCAGTCCGGCAGAGCCTTGGCATGTGTCCACAGCACAACATCCTGTTCCACCACCTCAC
GGTGGCTGAGCACATGCTGTTCTATGCCCAGCTGAAAGGAAAGTCCCAGGAGGAGGCCCAGC
TGGAGATGGAAGCCATGTTGGAGGACACAGGCCTCCACCACAAGCGGAATGAAGAGGCTCAG
GACCTATCAGGTGGCATGCAGAGAAAGCTGTCGGTTGCCATTGCCTTTGTGGGAGATGCCAA
GGTGGTGATTCTGGACGAACCCACCTCTGGGGTGGACCCTTACTCGAGACGCTCAATCTGGG
ATCTGCTCCTGAAGTATCGCTCAGGCAGAACCATCATCATGTCCACTCACCACATGGACGAG
GCCGACCTCCTTGGGGACCGCATTGCCATCATTGCCCAGGGAAGGCTCTACTGCTCAGGCAC
CCCACTCTTCCTGAAGAACTGCTTTGGCACAGGCTTGTACTTAACCTTGGTGCGCAAGATGA
AAAACATCCAGAGCCAAAGGAAAGGCAGTGAGGGGACCTGCAGCTGCTCGTCTAAGGGTTTC
TCCACCACGTGTCCAGCCCACGTCGATGACCTAACTCCAGAACAAGTCCTGGATGGGGATGT
AAATGAGCTGATGGATGTAGTTCTCCACCATGTTCCAGAGGCAAAGCTGGTGGAGTGCATTG
GTCAAGAACTTATCTTCCTTCTTCCAAATAAGAACTTCAAGCACAGAGCATATGCCAGCCTT
TTCAGAGAGCTGGAGGAGACGCTGGCTGACCTTGGTCTCAGCAGTTTTGGAATTTCTGACAC
TCCCCTGGAAGAGATTTTTCTGAAGGTCACGGAGGATTCTGATTCAGGACCTCTGTTTGCGG
GTGGCGCTCAGCAGAAAAGAGAAAACGTCAACCCCCGACACCCCTGCTTGGGTCCCAGAGAG
AAGGCTGGACAGACACCCCAGGACTCCAATGTCTGCTCCCCAGGGGCGCCGGCTGCTCACCC
AGAGGGCCAGCCTCCCCCAGAGCCAGAGTGCCCAGGCCCGCAGCTCAACACGGGGACACAGC
TGGTCCTCCAGCATGTGCAGGCGCTGCTGGTCAAGAGATTCCAACACACCATCCGCAGCCAC
AAGGACTTCCTGGCGCAGATCGTGCTCCCGGCTACCTTTGTGTTTTTGGCTCTGATGCTTTC
TATTGTTATCCCTCCTTTTGGCGAATACCCCGCTTTGACCCTTCACCCCTGGATATATGGGC
AGCAGTACACCTTCTTCAGCATGGATGAACCAGGCAGTGAGCAGTTCACGGTACTTGCAGAC
GTCCTCCTGAATAAGCCAGGCTTTGGCAACCGCTGCCTGAAGGAAGGGTGGCTTCCGGAGTA
CCCCTGTGGCAACTCAACACCCTGGAAGACTCCTTCTGTGTCCCCAAACATCACCCAGCTGT
TCCAGAAGCAGAAATGGACACAGGTCAACCCTTCACCATCCTGCAGGTGCAGCACCAGGGAG
AAGCTCACCATGCTGCCAGAGTGCCCCGAGGGTGCCGGGGGCCTCCCGCCCCCCCAGAGAAC
ACAGCGCAGCACGGAAATTCTACAAGACCTGACGGACAGGAACATCTCCGACTTCTTGGTAA
AAACGTATCCTGCTCTTATAAGAAGCAGCTTAAAGAGCAAATTCTGGGTCAATGAACAGAGG
TATGGAGGAATTTCCATTGGAGGAAAGCTCCCAGTCGTCCCCATCACGGGGGAAGCACTTGT
TGGGTTTTTAAGCGACCTTGGCCGGATCATGAATGTGAGCGGGGGCCCTATCACTAGAGAGG
CCTCTAAAGAAATACCTGATTTCCTTAAACATCTAGAAACTGAAGACAACATTAAGGTGTGG
TTTAATAACAAAGGCTGGCATGCCCTGGTCAGCTTTCTCAATGTGGCCCACAACGCCATCTT
ACGGGCCAGCCTGCCTAAGGACAGAAGCCCCGAGGAGTATGGAATCACCGTCATTAGCCAAC
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CCCTGAACCTGACCAAGGAGCAGCTCTCAGAGATTACAGTGCTGACCACTTCAGTGGATGCT
GTGGTTGCCATCTGCGTGATTTTCTCCATGTCCTTCGTCCCAGCCAGCTTTGTCCTTTATTT
GATCCAGGAGCGGGTGAACAAATCCAAGCACCTCCAGTTTATCAGTGGAGTGAGCCCCACCA
CCTACTGGGTAACCAACTTCCTCTGGGACATCATGAATTATTCCGTGAGTGCTGGGCTGGTG
GTGGGCATCTTCATCGGGTTTCAGAAGAAAGCCTACACTTCTCCAGAAAACCTTCCTGCCCT
TGTGGCACTGCTCCTGCTGTATGGATGGGCGGTCATTCCCATGATGTACCCAGCATCCTTCC
TGTTTGATGTCCCCAGCACAGCCTATGTGGCTTTATCTTGTGCTAATCTGTTCATCGGCATC
AACAGCAGTGCTATTACCTTCATCTTGGAATTATTTGAGAATAACCGGACGCTGCTCAGGTT
CAACGCCGTGCTGAGGAAGCTGCTCATTGTCTTCCCCCACTTCTGCCTGGGCCGGGGCCTCA
TTGACCTTGCACTGAGCCAGGCTGTGACAGATGTCTATGCCCGGTTTGGTGAGGAGCACTCT
GCAAATCCGTTCCACTGGGACCTGATTGGGAAGAACCTGTTTGCCATGGTGGTGGAAGGGGT
GGTGTACTTCCTCCTGACCCTGCTGGTCCAGCGCCACTTCTTCCTCTCCCAATGGATTGCCG
AGCCCACTAAGGAGCCCATTGTTGATGAAGATGATGATGTGGCTGAAGAAAGACAAAGAATT
ATTACTGGTGGAAATAAAACTGACATCTTAAGGCTACATGAACTAACCAAGATTTATCCAGG
CACCTCCAGCCCAGCAGTGGACAGGCTGTGTGTCGGAGTTCGCCCTGGAGAGTGCTTTGGCC
TCCTGGGAGTGAATGGTGCCGGCAAAACAACCACATTCAAGATGCTCACTGGGGACACCACA
GTGACCTCAGGGGATGCCACCGTAGCAGGCAAGAGTATTTTAACCAATATTTCTGAAGTCCA
TCAAAATATGGGCTACTGTCCTCAGTTTGATGCAATCGATGAGCTGCTCACAGGACGAGAAC
ATCTTTACCTTTATGCCCGGCTTCGAGGTGTACCAGCAGAAGAAATCGAAAAGGTTGCAAAC
TGGAGTATTAAGAGCCTGGGCCTGACTGTCTACGCCGACTGCCTGGCTGGCACGTACAGTGG
GGGCAACAAGCGGAAACTCTCCACAGCCATCGCACTCATTGGCTGCCCACCGCTGGTGCTGC
TGGATGAGCCCACCACAGGGATGGACCCCCAGGCACGCCGCATGCTGTGGAACGTCATCGTG
AGCATCATCAGAGAAGGGAGGGCTGTGGTCCTCACATCCCACAGCATGGAAGAATGTGAGGC
ACTGTGTACCCGGCTGGCCATCATGGTAAAGGGCGCCTTTCGATGTATGGGCACCATTCAGC
ATCTCAAGTCCAAATTTGGAGATGGCTATATCGTCACAATGAAGATCAAATCCCCGAAGGAC
GACCTGCTTCCTGACCTGAACCCTGTGGAGCAGTTCTTCCAGGGGAACTTCCCAGGCAGTGT
GCAGAGGGAGAGGCACTACAACATGCTCCAGTTCCAGGTCTCCTCCTCCTCCCTGGCGAGGA
TCTTCCAGCTCCTCCTCTCCCACAAGGACAGCCTGCTCATCGAGGAGTACTCAGTCACACAG
ACCACACTGGACCAGGTGTTTGTAAATTTTGCTAAACAGCAGACTGAAAGTCATGACCTCCC
TCTGCACCCTCGAGCTGCTGGAGCCAGTCGACAAGCCCAGGACTGAGCGGCCGCTTCGAGCA
GACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTGAAAAAAATG
CTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAAC
AAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATGTGGGAGGTT
TTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCTTCCTAGAGCATG
GCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAG
TTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCG
ACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQ ID No. 15)

pZac2.1-CMV-ABCA4_5'TS
Secuencia de longitud completa de pZac2.1-CMV-ABCA4_5'TS

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCTTCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGC
TATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCC
AATATGACCGCCATGTTGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGT
CATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCT
GGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAAC
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GCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGG
CAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGG
CCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTA
CGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGAT
AGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTT
TGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAAT
GGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGA
TCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCT
GACACAACAGTCTCGAACTTAAGCTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTAT
CAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGAC
TCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACA
GGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGGCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATA
GGCTAGCCTCGAGAATTCACGCGTGGTACCTCTAGAGTCGACCCGGGCGGCCGCCATGGGCT
TCGTGAGACAGATACAGCTTTTGCTCTGGAAGAACTGGACCCTGCGGAAAAGGCAAAAGATT
CGCTTTGTGGTGGAACTCGTGTGGCCTTTATCTTTATTTCTGGTCTTGATCTGGTTAAGGAA
TGCCAACCCGCTCTACAGCCATCATGAATGCCATTTCCCCAACAAGGCGATGCCCTCAGCAG
GAATGCTGCCGTGGCTCCAGGGGATCTTCTGCAATGTGAACAATCCCTGTTTTCARAAGCCCC
ACCCCAGGAGAATCTCCTGGAATTGTGTCAAACTATAACAACTCCATCTTGGCAAGGGTATA
TCGAGATTTTCAAGAACTCCTCATGAATGCACCAGAGAGCCAGCACCTTGGCCGTATTTGGA
CAGAGCTACACATCTTGTCCCAATTCATGGACACCCTCCGGACTCACCCGGAGAGAATTGCA
GGAAGAGGAATTCGAATAAGGGATATCTTGAAAGATGAAGAAACACTGACACTATTTCTCAT
TAAAAACATCGGCCTGTCTGACTCAGTGGTCTACCTTCTGATCAACTCTCAAGTCCGTCCAG
AGCAGTTCGCTCATGGAGTCCCGGACCTGGCGCTGAAGGACATCGCCTGCAGCGAGGCCCTC
CTGGAGCGCTTCATCATCTTCAGCCAGAGACGCGGGGCAAAGACGGTGCGCTATGCCCTGTG
CTCCCTCTCCCAGGGCACCCTACAGTGGATAGAAGACACTCTGTATGCCAACGTGGACTTCT
TCAAGCTCTTCCGTGTGCTTCCCACACTCCTAGACAGCCGTTCTCAAGGTATCAATCTGAGA
TCTTGGGGAGGAATATTATCTGATATGTCACCAAGAATTCAAGAGTTTATCCATCGGCCGAG
TATGCAGGACTTGCTGTGGGTGACCAGGCCCCTCATGCAGAATGGTGGTCCAGAGACCTTTA
CAAAGCTGATGGGCATCCTGTCTGACCTCCTGTGTGGCTACCCCGAGGGAGGTGGCTCTCGG
GTGCTCTCCTTCAACTGGTATGAAGACAATAACTATAAGGCCTTTCTGGGGATTGACTCCAC
AAGGAAGGATCCTATCTATTCTTATGACAGAAGAACAACATCCTTTTGTAATGCATTGATCC
AGAGCCTGGAGTCAAATCCTTTAACCAAAATCGCTTIGGAGGGCGGCAAAGCCTTTGCTGATG
GGAAAAATCCTGTACACTCCTGATTCACCTGCAGCACGAAGGATACTGAAGAATGCCAACTC
AACTTTTGAAGAACTGGAACACGTTAGGAAGTTGGTCAAAGCCTGGGAAGAAGTAGGGCCCC
AGATCTGGTACTTCTTTGACAACAGCACACAGATGAACATGATCAGAGATACCCTGGGGAAC
CCAACAGTAAAAGACTTTTTGAATAGGCAGCTTGGTGAAGAAGGTATTACTGCTGAAGCCAT
CCTAAACTTCCTCTACAAGGGCCCTCGGGAAAGCCAGGCTGACGACATGGCCAACTTCGACT
GGAGGGACATATTTAACATCACTGATCGCACCCTCCGCCTTGTCAATCAATACCTGGAGTGC
TTGGTCCTGGATAAGTTTGAAAGCTACAATGATGAAACTCAGCTCACCCAACGTGCCCTCTC
TCTACTGGAGGAARACATGTTCTGGGCCGGAGTGGTATTCCCTGACATGTATCCCTGGACCA
GCTCTCTACCACCCCACGTGAAGTATAAGATCCGAATGGACATAGACGTGGTGGAGAARACC
AATAAGATTAAAGACAGGTATTGGGATTCTGGTCCCAGAGCTGATCCCGTGGAAGATTTCCG
GTACATCTGGGGCGGGTTTGCCTATCTGCAGGACATGGTTGAACAGGGGATCACAAGGAGCC
AGGTGCAGGCGGAGGCTCCAGTTGGAATCTACCTCCAGCAGATGCCCTACCCCTGCTTCGTG
GACGATTCTTTCATGATCATCCTGAACCGCTGTTTCCCTATCTTCATGGTGCTGGCATGGAT
CTACTCTGTCTCCATGACTGTGAAGAGCATCGTCTTGGAGAAGGAGTTGCGACTGAAGGAGA
CCTTGAAAAATCAGGGTGTCTCCAATGCAGTGATTTGGTGTACCTGGTTCCTGGACAGCTTC
TCCATCATGTCGATGAGCATCTTCCTCCTGACGATATTCATCATGCATGGAAGAATCCTACA
TTACAGCGACCCATTCATCCTCTTCCTGTTCTTGTTGGCTTTCTCCACTGCCACCATCATGC
TGTGCTTTCTGCTCAGCACCTTCTTCTCCAAGGCCAGTCTGGCAGCAGCCTGTAGTGGTGTC
ATCTATTTCACCCTCTACCTGCCACACATCCTGTGCTTCGCCTGGCAGGACCGCATGACCGC
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TGAGCTGAAGAAGGCTGTGAGCTTACTGTCTCCGGTGGCATTTGGATTTGGCACTGAGTACC
TGGTTCGCTTTGAAGAGCAAGGCCTGGGGCTGCAGTGGAGCAACATCGGGAACAGTCCCACG
GAAGGGGACGAATTCAGCTTCCTGCTGTCCATGCAGATGATGCTCCTTGATGCTGCTGTCTA
TGGCTTACTCGCTTGGTACCTTGATCAGGTGTTTCCAGGAGACTATGGAACCCCACTTCCTT
GGTACTTTCTTCTACAAGAGTCGTATTGGCTTGGCGGTGAAGGGTGTTCAACCAGAGAAGAA
AGAGCCCTGGAAAAGACCGAGCCCCTAACAGAGGAAACGGAGGATCCAGAGCACCCAGAAGG
AATACACGACTCCTTCTTTGAACGTGAGCATCCAGGGTGGGTTCCTGGGGTATGCGTGAAGA
ATCTGGTAAAGATTTTTGAGCCCTGTGGCCGGCCAGCTGTGGACCGTCTGAACATCACCTTC
TACGAGAACCAGATCACCGCATTCCTGGGCCACAATGGAGCTGGGAAAACCACCACCTTGTA
AGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAG
AAGACTCTTGCGTTTCTCAATTGAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGC
GCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGG
GCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQ ID No. 16)

pZac2.1-ABCA4_3'TS_SV40

Secuencia de longitud completa de pZac2.1-ABCA4_3'TS_SV40

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTCCA
TCCTGACGGGTCTGTTGCCACCAACCTCTGGGACTGTGCTCGTTGGGGGAAGGGACATTGAA
ACCAGCCTGGATGCAGTCCGGCAGAGCCTTGGCATGTGTCCACAGCACAACATCCTGTTCCA
CCACCTCACGGTGGCTGAGCACATGCTGTTCTATGCCCAGCTGAAAGGAAAGTCCCAGGAGG
AGGCCCAGCTGGAGATGGAAGCCATGTTGGAGGACACAGGCCTCCACCACAAGCGGAATGAA
GAGGCTCAGGACCTATCAGGTGGCATGCAGAGAAAGCTGTCGGTTGCCATTGCCTTTGTGGG
AGATGCCAAGGTGGTGATTCTGGACGAACCCACCTCTGGGGTGGACCCTTACTCGAGACGCT
CAATCTGGGATCTGCTCCTGAAGTATCGCTCAGGCAGAACCATCATCATGTCCACTCACCAC
ATGGACGAGGCCGACCTCCTTGGGGACCGCATTGCCATCATTGCCCAGGGAAGGCTCTACTG
CTCAGGCACCCCACTCTTCCTGAAGAACTGCTTTGGCACAGGCTTGTACTTAACCTTGGTGC
GCAAGATGAAAAACATCCAGAGCCAAAGGAAAGGCAGTGAGGGGACCTGCAGCTGCTCGTCT
AAGGGTTTCTCCACCACGTGTCCAGCCCACGTCGATGACCTAACTCCAGAACAAGTCCTGGA
TGGGGATGTAAATGAGCTGATGGATGTAGTTCTCCACCATGTTCCAGAGGCARAGCTGGTGG
AGTGCATTGGTCAAGAACTTATCTTCCTTCTTCCAAATAAGAACTTCAAGCACAGAGCATAT
GCCAGCCTTTTCAGAGAGCTGGAGGAGACGCTGGCTGACCTTGGTCTCAGCAGTTTTGGAAT
TTCTGACACTCCCCTGGAAGAGATTTTTCTGAAGGTCACGGAGGATTCTGATTCAGGACCTC
TGTTTGCGGGTGGCGCTCAGCAGAAAAGAGAAAACGTCAACCCCCGACACCCCTGCTTGGGT
CCCAGAGAGAAGGCTGGACAGACACCCCAGGACTCCAATGTCTGCTCCCCAGGGGCGLCCGGL
TGCTCACCCAGAGGGCCAGCCTCCCCCAGAGCCAGAGTGCCCAGGCCCGCAGCTCAACALCGG
GGACACAGCTGGTCCTCCAGCATGTGCAGGCGCTGCTGGTCAAGAGATTCCAACACACCATC
CGCAGCCACAAGGACTTCCTGGCGCAGATCGTGCTCCCGGCTACCTTTGTGTTTTTGGCTCT
GATGCTTTCTATTGTTATCCCTCCTTTTGGCGAATACCCCGCTTTGACCCTTCACCCCTGGA
TATATGGGCAGCAGTACACCTTCTTCAGCATGGATGAACCAGGCAGTGAGCAGTTCACGGTA
CTTGCAGACGTCCTCCTGAATAAGCCAGGCTTTGGCAACCGCTGCCTGAAGGAAGGGTGGCT
TCCGGAGTACCCCTGTGGCAACTCAACACCCTGGAAGACTCCTTCTGTGTCCCCAAACATCA
CCCAGCTGTTCCAGAAGCAGAAATGGACACAGGTCAACCCTTCACCATCCTGCAGGTGCAGC
ACCAGGGAGAAGCTCACCATGCTGCCAGAGTGCCCCGAGGGTGCCGGGGGCCTCCCGLCCCCC
CCAGAGAACACAGCGCAGCACGGAAATTCTACAAGACCTGACGGACAGGAACATCTCCGACT
TCTTGGTAAAAACGTATCCTGCTCTTATAAGAAGCAGCTTAAAGAGCAAATTCTGGGTCAAT
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GAACAGAGGTATGGAGGAATTTCCATTGGAGGAAAGCTCCCAGTCGTCCCCATCACGGGGGA
AGCACTTGTTGGGTTTTTAAGCGACCTTGGCCGGATCATGAATGTGAGCGGGGGCCCTATCA
CTAGAGAGGCCTCTAAAGAAATACCTGATTTCCTTAAACATCTAGAAACTGAAGACAACATT
AAGGTGTGGTTTAATAACAAAGGCTGGCATGCCCTGGTCAGCTTTCTCAATGTGGCCCACAA
CGCCATCTTACGGGCCAGCCTGCCTAAGGACAGAAGCCCCGAGGAGTATGGAATCACCGTCA
TTAGCCAACCCCTGAACCTGACCAAGGAGCAGCTCTCAGAGATTACAGTGCTGACCACTTCA
GTGGATGCTGTGGTTGCCATCTGCGTGATTTTCTCCATGTCCTTCGTCCCAGCCAGCTTTGT
CCTTTATTTGATCCAGGAGCGGGTGAACAAATCCAAGCACCTCCAGTTTATCAGTGGAGTGA
GCCCCACCACCTACTGGGTAACCAACTTCCTCTGGGACATCATGAATTATTCCGTGAGTGCT
GGGCTGGTGGTGGGCATCTTCATCGGGTTTCAGAAGAAAGCCTACACTTCTCCAGAAAACCT
TCCTGCCCTTGTGGCACTGCTCCTGCTGTATGGATGGGCGGTCATTCCCATGATGTACCCAG
CATCCTTCCTGTTTGATGTCCCCAGCACAGCCTATGTGGCTTTATCTTGTGCTAATCTGTTC
ATCGGCATCAACAGCAGTGCTATTACCTTCATCTTGGAATTATTTGAGAATAACCGGACGCT
GCTCAGGTTCAACGCCGTGCTGAGGAAGCTGCTCATTGTCTTCCCCCACTTCTGCCTGGGCC
GGGGCCTCATTGACCTTGCACTGAGCCAGGCTGTGACAGATGTCTATGCCCGGTTTGGTGAG
GAGCACTCTGCAAATCCGTTCCACTGGGACCTGATTGGGAAGAACCTGTTTGCCATGGTGGT
GGAAGGGGTGGTGTACTTCCTCCTGACCCTGCTGGTCCAGCGCCACTTCTTCCTCTCCCAAT
GGATTGCCGAGCCCACTAAGGAGCCCATTGTTGATGAAGATGATGATGTGGCTGAAGAAAGA
CAAAGAATTATTACTGGTGGAAATAAAACTGACATCTTAAGGCTACATGAACTAACCAAGAT
TTATCCAGGCACCTCCAGCCCAGCAGTGGACAGGCTGTGTGTCGGAGTTCGCCCTGGAGAGT
GCTTTGGCCTCCTGGGAGTGAATGGTGCCGGCAAAACAACCACATTCAAGATGCTCACTGGG
GACACCACAGTGACCTCAGGGGATGCCACCGTAGCAGGCAAGAGTATTTTAACCAATATTTC
TGAAGTCCATCAAAATATGGGCTACTGTCCTCAGTTTGATGCAATCGATGAGCTGCTCACAG
GACGAGAACATCTTTACCTTTATGCCCGGCTTCGAGGTGTACCAGCAGAAGAAATCGAARAAG
GTTGCAAACTGGAGTATTAAGAGCCTGGGCCTGACTGTCTACGCCGACTGCCTGGCTGGCAC
GTACAGTGGGGGCAACAAGCGGAAACTCTCCACAGCCATCGCACTCATTGGCTGCCCACCGC
TGGTGCTGCTGGATGAGCCCACCACAGGGATGGACCCCCAGGCACGCCGCATGCTGTGGAAC
GTCATCGTGAGCATCATCAGAGAAGGGAGGGCTGTGGTCCTCACATCCCACAGCATGGAAGA
ATGTGAGGCACTGTGTACCCGGCTGGCCATCATGGTAAAGGGCGCCTTTCGATGTATGGGCA
CCATTCAGCATCTCAAGTCCAAATTTGGAGATGGCTATATCGTCACAATGAAGATCAAATCC
CCGAAGGACGACCTGCTTCCTGACCTGAACCCTGTGGAGCAGTTCTTCCAGGGGAACTTCCC
AGGCAGTGTGCAGAGGGAGAGGCACTACAACATGCTCCAGTTCCAGGTCTCCTCCTCCTCCC
TGGCGAGGATCTTCCAGCTCCTCCTCTCCCACAAGGACAGCCTGCTCATCGAGGAGTACTCA
GTCACACAGACCACACTGGACCAGGTGTTTGTAAATTTTGCTAAACAGCAGACTGAAAGTCA
TGACCTCCCTCTGCACCCTCGAGCTGCTGGAGCCAGTCGACAAGCCCAGGACTGAGCGGCCG
CTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGAATGCAGTG
AAAARAAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCT
GCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGATG
TGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTAAAATCGATAAGGATCTTCC
TAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTA
GTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAA
GGICGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQ
1D No. 17)

MYO7A
pAAV2.1-CBA-MYO7A_5'AK
5'ITR2

AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCC
GGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGC

GCGCAG (SEQID No. 10)

ITRS izquierda

CTCTCCCCCCTGTCGCGTTCGCTCGCTCGCTGGCTCGTTTGGGGGGGTGGCAGCTCAAAGAG
CTGCCAGACGACGGCCCTCTGGCCGTCGCCCCCCCAAACGAGCCAGCGAGCGAGCGAACGCG
ACAGGGGGGAGAGTGCCACACTCTCAAGCAAGGGGGTTTTGTAAGCAGTGA (SEQ ID No
18)

26



ES 2704 677 T3

Potenciador de CMV

GCTAGCGTGCCACCTGGTCGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGG
GTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTA
ACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTAAACTGCCCACTT
GGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAAT
GGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATC
TACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGG (SEQ ID No. 19)

Promotor de CBA

TCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATT
TTGTATTTATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGCGCG
CGCCAGGCGGGGCGGEGLCEGEGEGCGAGGGGCEGEGEGCEEGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGLA
GCCAATCAGAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCC
CTATAAAAAGCGAAGCGCGCGGCGGGCGG (SEQ ID No. 20)

Intrén de SV40

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTC

TCTCCACAG (SEQ ID No. 21)

CDS de 5’hMYO7A

ATGGTGATTCTTCAGCAGGGGGACCATGTGTGGATGGACCTGAGATTGGGGCAGGAGTTCGA
CGTGCCCATCGGGGCGGTGGTGAAGCTCTGCGACTCTGGGCAGGTCCAGGTGGTGGATGATG
AAGACAATGAACACTGGATCTCTCCGCAGAACGCAACGCACATCAAGCCTATGCACCCCACG
TCGGTCCACGGCGTGGAGGACATGATCCGCCTGGGGGACCTCAACGAGGCGGGCATCTTGCG
CAACCTGCTTATCCGCTACCGGGACCACCTCATCTACACGTATACGGGCTCCATCCTGGTGG
CTGTGAACCCCTACCAGCTGCTCTCCATCTACTCGCCAGAGCACATCCGCCAGTATACCAAC
AAGAAGATTGGGGAGATGCCCCCCCACATCTTTGCCATTGCTGACAACTGCTACTTCAACAT
GAAACGCAACAGCCGAGACCAGTGCTGCATCATCAGTGGGGAATCTGGGGCCGGGAAGACGG
AGAGCACAAAGCTGATCCTGCAGTTCCTIGGCAGCCATCAGTGGGCAGCACTCGTGGATTGAG
CAGCAGGTCTTGGAGGCCACCCCCATTCTGGAAGCATTTGGGAATGCCAAGACCATCCGCAA
TGACAACTCAAGCCGTTTCGGAAAGTACATCGACATCCACTTCAACAAGCGGGGCGCCATCG
AGGGCGCGAAGATTGAGCAGTACCTGCTGGAAAAGTCACGTGTCTGTCGCCAGGCCCTGGAT
GAAAGGAACTACCACGTGTTCTACTGCATGCTGGAGGGCATGAGTGAGGATCAGAAGAAGAA
GCTGGGCTTGGGCCAGGCCTCTGACTACAACTACTTGGCCATGGGTAACTGCATAACCTGTG
AGGGCCGGGTGGACAGCCAGGAGTACGCCAACATCCGCTCCGCCATGAAGGTGCTCATGTTC
ACTGACACCGAGAACTGGGAGATCTCGAAGCTCCTGGCTGCCATCCTGCACCTGGGCAACCT
GCAGTATGAGGCACGCACATTTGAAAACCTGGATGCCTGTGAGGTTCTCTTCTCCCCATCGC
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TGGCCACAGCTGCATCCCTGCTTGAGGTGAACCCCCCAGACCTGATGAGCTGCCTGACTAGC
CGCACCCTCATCACCCGCGGGGAGACGGTGTCCACCCCACTGAGCAGGGAACAGGCACTGGA
CGTGCGCGACGCCTTCGTAAAGGGGATCTACGGGCGGCTGTTCGTGTGGATTGTGGACAAGA
TCAACGCAGCAATTTACAAGCCTCCCTCCCAGGATGTGAAGAACTCTCGCAGGTCCATCGGE
CTCCTGGACATCTTTGGGTTTGAGAACTTTGCTGTGAACAGCTTTGAGCAGCTCTGCATCAA
CTTCGCCAATGAGCACCTGCAGCAGTTCTTTGTGCGGCACGTGTTCAAGCTGGAGCAGGAGGS
AATATGACCTGGAGAGCATTGACTGGCTGCACATCGAGTTCACTGACAACCAGGATGCCCTG
GACATGATTGCCAACAAGCCCATGAACATCATCTCCCTCATCGATGAGGAGAGCAAGTTCCC
CAAGGGCACAGACACCACCATGTTACACAAGCTGAACTCCCAGCACAAGCTCAACGCCAACT
ACATCCCCCCCAAGAACAACCATGAGACCCAGTTTGGCATCAACCATTTTGCAGGCATCGTC
TACTATGAGACCCAAGGCTTCCTGGAGAAGAACCGAGACACCCTGCATGGGGACATTATCCA
GCTGGTCCACTCCTCCAGGAACAAGTTCATCAAGCAGATCT TCCAGGCCGATGTCGCCATGG
GCGCCGAGACCAGGAAGCGCTCGCCCACACTTAGCAGCCAGTTCAAGCGGTCACTGGAGCTG
CTGATGCGCACGCTGGGTGCCTGCCAGCCCTTCTTTGTGCGATGCATCAAGCCCAATGAGTT
CAAGAAGCCCATGCTGTTCGACCGGCACCTGTGCGTGCGCCAGCTGCGGTACTCAGGAATGA
TGGAGACCATCCGAATCCGCCGAGCTGGCTACCCCATCCGCTACAGCTTCGTAGAGTTTGTG
GAGCGGTACCGTGTGCTGCTGCCAGGTGTGAAGCCGGCCTACAAGCAGGGCGACCTCCGCGG
GACTTGCCAGCGCATGGCTGAGGCTGTGCTGGGCACCCACGATGACTGGCAGATAGGCAAAA
CCAAGATCTTTCTGAAGGACCACCATGACATGCTGCTGGAAGTGGAGCGGGACAAAGCCATC
ACCGACAGAGTCATCCTCCTTCAGAAAGTCATCCGGGGATTCAAAGACAGGTCTAACTTTCT
GAAGCTGAAGAACGCTGCCACACTGATCCAGAGGCACTGGCGGGGTCACAACTGTAGGAAGA
ACTACGGGCTGATGCGTCTGGGCTTCCTGCGGCTGCAGGCCCTGCACCGCTCCCGGAAGCTG
CACCAGCAGTACCGCCTGGCCCGCCAGCGCATCATCCAGTTCCAGGCCCGCTGCCGCGCCTA
TCTGGTGCGCAAGGCCTTCCGCCACCGCCTCTGGGCTGTGCTCACCGTGCAGGCCTATGCCC
GGGGCATGATCGCCCGCAGGCTGCACCAACGCCTCAGGGCTGAGTATCTGTGGCGCCTCGAG
GCTGAGAAAATGCGGCTGGCGGAGGAAGAGAAGCTTCGGAAGGAGATGAGCGCCAAGAAGGC
CAAGGAGGAGGCCGAGCGCAAGCATCAGGAGCGCCTGGCCCAGCTGGCTCGTGAGGACGCTG
AGCGGGAGCTGAAGGAGAAGGAGGCCGCTCGGCGGAAGAAGGAGCTCCTGGAGCAGATGGAA
AGGGCCCGCCATGAGCCTGTCAATCACTCAGACATGGTGGACAAGATGTTTGGCTTCCTGGG
GACTTCAGGTGGCCTGCCAGGCCAGGAGGGCCAGGCACCTAGTGGCTTTGAGGACCTGGAGC
GAGGGCGGAGGGAGATGGTGGAGGAGGACCTGGATGCAGCCCTGCCCCTGCCTGACGAGGAT
GAGGAGGACCTCTCTGAGTATAAATTTGCCAAGTTCGCGGCCACCTACTTCCAGGGGACAAC
TACGCACTCCTACACCCGGCGGCCACTCAAACAGCCACTGCTCTACCATGACGACGAGGGTG
ACCAGCTG (SEQ ID No. 22)

Seial donante de ruptura

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACA
GAGAAGACTCTTGCGTTTCT (SEQ ID No. 1)

AK

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGC
GAATTTTAACAAAAT (SEQID No. 3)

3'ITR2

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCARAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCT (SEQ ID No. 4)

Secuencia completa de pAAV2.1-CBA-MYO7A_5'AK
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CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCARAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCCTAATCGGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCGTGCCACCTGGTCGACATTGATTATTGACTA
GTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTT
ACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGCGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGG
ACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCC
CCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATG
GGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGGTCGAGGTG
AGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTT
ATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGEGEEEEEEGEEEEGCGCGCGECCAGGL
GGGGCGGGGCGGGEGCGEAGGGGCGGGEGECEGGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCA
GAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATARAA
AGCGAAGCGCGCGGCGGGCGGCTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCA
AGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTC
TTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGG
TGTCCAGGCGGCCGCCATGGTGATTCTTCAGCAGGGGGACCATGTGTGGATGGACCTGAGAT
TGGGGCAGGAGTTCGACGTGCCCATCGGGGCGGTGGTGAAGCTCTGCGACTCTGGGCAGGTC
CAGGTGGTGGATGATGAAGACAATGAACACTGGATCTCTCCGCAGAACGCAACGCACATCAA
GCCTATGCACCCCACGTCGGTCCACGGCGTGGAGGACATGATCCGCCTGGGGGACCTCAACG
AGGCGGGCATCTTGCGCAACCTGCTTATCCGCTACCGGGACCACCTCATCTACACGTATACG
GGCTCCATCCTGGTGGCTGTGAACCCCTACCAGCTGCTCTCCATCTACTCGCCAGAGCACAT
CCGCCAGTATACCAACAAGAAGATTGGGGAGATGCCCCCCCACATCTTTGCCATTGCTGACA
ACTGCTACTTCAACATGAAACGCAACAGCCGAGACCAGTGCTGCATCATCAGTGGGGAATCT
GGGGCCGGGAAGACGGAGAGCACAAAGCTGATCCTGCAGTTCCTGGCAGCCATCAGTGGGCA
GCACTCGTGGATTGAGCAGCAGGTCTTGGAGGCCACCCCCATTCTGGAAGCATTTGGGAATG
CCAAGACCATCCGCAATGACAACTCAAGCCGTTTCGGAAAGTACATCGACATCCACTTCAAC
AAGCGGGGCGCCATCGAGGGCGCGAAGATTGAGCAGTACCTGCTGGAAAAGTCACGTGICTG
TCGCCAGGCCCTGGATGAAAGGAACTACCACGTGTTCTACTGCATGCTGGAGGGCATGAGTG
AGGATCAGAAGAAGAAGCTGGGCTTGGGCCAGGCCTCTGACTACAACTACTTGGCCATGGGT
AACTGCATAACCTGTGAGGGCCGGGTGGACAGCCAGGAGTACGCCAACATCCGCTCCGCCAT
GAAGGTGCTCATGTTCACTGACACCGAGAACTGGGAGATCTCGAAGCTCCTGGCTGCCATCC
TGCACCTGGGCAACCTGCAGTATGAGGCACGCACATTTGAAAACCTGGATGCCTGTGAGGTT
CTCTTCTCCCCATCGCTGGCCACAGCTGCATCCCTGCTTGAGGTGAACCCCCCAGACCTGAT
GAGCTGCCTGACTAGCCGCACCCTCATCACCCGCGGGGAGACGGTGTCCACCCCACTGAGCA
GGGAACAGGCACTGGACGTGCGCGACGCCTTCGTARAGGGGATCTACGGGCGGCTGTTCGTG
TGGATTGTGGACAAGATCAACGCAGCAATTTACAAGCCTCCCTCCCAGGATGTGAAGAACTC
TCGCAGGTCCATCGGCCTCCTGGACATCTTTGGGTTTGAGAACTTTGCTGTGAACAGCTTTG
AGCAGCTCTGCATCAACTTCGCCAATGAGCACCTGCAGCAGTTCTTTGTGCGGCACGTGTTC
AAGCTGGAGCAGGAGGAATATGACCTGGAGAGCATTGACTGGCTGCACATCGAGTTCACTGA
CAACCAGGATGCCCTGGACATGATTGCCAACAAGCCCATGAACATCATCTCCCTCATCGATG
AGGAGAGCAAGTTCCCCAAGGGCACAGACACCACCATGTTACACAAGCTGAACTCCCAGCAC
AAGCTCAACGCCAACTACATCCCCCCCAAGAACAACCATGAGACCCAGTTTGGCATCAACCA
TTTTGCAGGCATCGTCTACTATGAGACCCAAGGCTTCCTGGAGAAGAACCGAGACACCCTGC
ATGGGGACATTATCCAGCTGGTCCACTCCTCCAGGAACAAGTTCATCAAGCAGATCTTCCAG
GCCGATGTCGCCATGGGCGCCGAGACCAGGAAGCGCTCGCCCACACTTAGCAGCCAGTTCAA
GCGGTCACTGGAGCTGCTGATGCGCACGCTGGGTGCCTGCCAGCCCTTCTTTGTGCGATGCA
TCAAGCCCAATGAGTTCAAGAAGCCCATGCTGTTCGACCGGCACCTGTGCGTGCGCCAGCTG
CGGTACTCAGGAATGATGGAGACCATCCGAATCCGCCGAGCTGGCTACCCCATCCGCTACAG
CTTCGTAGAGTTTGTGGAGCGGTACCGTGTGCTGCTGCCAGGTGTGAAGCCGGCCTACAAGC
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AGGGCGACCTCCGCGGGACTTGCCAGCGCATGGCTGAGGCTGTGCTGGGCACCCACGATGAC
TGGCAGATAGGCAAAACCAAGATCTTTCTGAAGGACCACCATGACATGCTGCTGGAAGTGGA
GCGGGACAAAGCCATCACCGACAGAGTCATCCTCCTTCAGAAAGTCATCCGGGGATTCAAAG
ACAGGTCTAACTTTCTGAAGCTGAAGAACGCTGCCACACTGATCCAGAGGCACTGGCGGGGT
CACAACTGTAGGAAGAACTACGGGCTGATGCGTCTGGGCTTCCTGCGGCTGCAGGCCCTGCA
CCGCTCCCGGAAGCTGCACCAGCAGTACCGCCTGGCCCGCCAGCGCATCATCCAGTTCCAGG
CCCGCTGCCGCGCCTATCTGGTGCGCAAGGCCTTCCGCCACCGCCTCTGGGCTGTGCTCACC
GTGCAGGCCTATGCCCGGGGCATGATCGCCCGCAGGCTGCACCAACGCCTCAGGGCTGAGTA
TCTGTGGCGCCTCGAGGCTGAGAAAATGCGGCTGGCGGAGGAAGAGAAGCTTCGGAAGGAGA
TGAGCGCCAAGAAGGCCAAGGAGGAGGCCGAGCGCAAGCATCAGGAGCGCCTGGCCCAGCTG
GCTCGTGAGGACGCTGAGCGGGAGCTGAAGGAGAAGGAGGCCGCTCGGCGGAAGAAGGAGCT
CCTGGAGCAGATGGAAAGGGCCCGCCATGAGCCTGTCAATCACTCAGACATGGTGGACAAGA
TGTTTGGCTTCCTGGGGACTTCAGGTGGCCTGCCAGGCCAGGAGGGCCAGGCACCTAGTGGC
TTTGAGGACCTGGAGCGAGGGCGGAGGGAGATGGTGGAGGAGGACCTGGATGCAGCCCTGCC
CCTGCCTGACGAGGATGAGGAGGACCTCTCTGAGTATAAATTTGCCAAGTTCGCGGCCACCT
ACTTCCAGGGGACAACTACGCACTCCTACACCCGGCGGCCACTCAAACAGCCACTGCTCTAC
CATGACGACGAGGGTGACCAGCTGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCA
ATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGGGATTTTGCCGATTTCG
GCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATT
AACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTTTCCAATTGAAGGGCGAATTCCGATCTTCCTAGAGC
ATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATG
GAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGC
CCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQI[YNQ
23)

pAAV2.1-MYO7A_3'AK_BGH

5'ITR2

AGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCC
GGGCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGLCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGC

GCGCAG (SEQID No. 10)

AK

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGC
GAATTTTAACAAAAT (SEQ ID No. 3)

Seial aceptora de ruptura
GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG (SEQ ID No. 1)
3'hMYO7A CDS

GCAGCCCTGGCGGTCTGGATCACCATCCTCCGCTTCATGGGGGACCTCCCTGAGCCCAAGTA
CCACACAGCCATGAGTGATGGCAGTGAGAAGATCCCTGTGATGACCAAGATTTATGAGACCC
TGGGCAAGAAGACGTACAAGAGGGAGCTGCAGGCCCTGCAGGGCGAGGGCGAGGCCCAGCTC
CCCGAGGGCCAGAAGAAGAGCAGTGTGAGGCACAAGCTGGTGCATTTGACTCTGAAAAAGAA
GTCCAAGCTCACAGAGGAGGTGACCAAGAGGCTGCATGACGGGGAGTCCACAGTGCAGGGCA
ACAGCATGCTGGAGGACCGGCCCACCTCCAACCTGGAGAAGCTGCACTTCATCATCGGCAAT
GGCATCCTGCGGCCAGCACTCCGGGACGAGATCTACTGCCAGATCAGCAAGCAGCTGACCCA
CAACCCCTCCAAGAGCAGCTATGCCCGGGGCTGGATTCTCGTGTCTCTCTGCGTGGGCTGTT
TCGCCCCCTCCGAGAAGTTTGTCAAGTACCTGCGGAACTTCATCCACGGGGGCCCGCCCGGL
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TACGCCCCGTACTGTGAGGAGCGCCTGAGAAGGACCTTTGTCAATGGGACACGGACACAGCC
GCCCAGCTGGCTGGAGCTGCAGGCCACCAAGTCCAAGAAGCCAATCATGTTGCCCGTGACAT
TCATGGATGGGACCACCAAGACCCTGCTGACGGACTCGGCAACCACGGCCAAGGAGCTCTGC
AACGCGCTGGCCGACAAGATCTCTCTCAAGGACCGGTTCGGGTTCTCCCTCTACATTGCCCT
GTTTGACAAGGTGTCCTCCCTGGGCAGCGGCAGTGACCACGTCATGGACGCCATCTCCCAGT
GCGAGCAGTACGCCAAGGAGCAGGGCGCCCAGGAGCGCAACGCCCCCTGGAGGCTCTTCTTC
CGCAAAGAGGTCTTCACGCCCTGGCACAGCCCCTCCGAGGACAACGTGGCCACCAACCTCAT
CTACCAGCAGGTGGTGCGAGGAGTCAAGTTTGGGGAGTACAGGTGTGAGAAGGAGGACGACC
TGGCTGAGCTGGCCTCCCAGCAGTACTTTGTAGACTATGGCTCTGAGATGATCCTGGAGCGC
CTCCTGAACCTCGTGCCCACCTACATCCCCGACCGCGAGATCACGCCCCTGAAGACGCTGGA
GAAGTGGGCCCAGCTGGCCATCGCCGCCCACAAGAAGGGGATTTATGCCCAGAGGAGAACTG
ATGCCCAGAAGGTCAAAGAGGATGTGGTCAGTTATGCCCGCTTCAAGTGGCCCTTGCTCTTC
TCCAGGTTTTATGAAGCCTACAAATTCTCAGGCCCCAGTCTCCCCAAGAACGACGTCATCGT
GGCCGTCAACTGGACGGGTGTGTACTTTGTGGATGAGCAGGAGCAGGTACTTICTGGAGCTGT
CCTTCCCAGAGATCATGGCCGTGTCCAGCAGCAGGGAGTGCCGTGTCTGGCTICTCACTGGGC
TGCTCTGATCTTGGCTGTGCTGCGCCTCACTCAGGCTGGGCAGGACTGACCCCGGCGGGGCC
CTGTTCTCCGTGTTGGTCCTGCAGGGGAGCGAAAACGACGGCCCCCAGCTTCACGCTGGCCA
CCATCAAGGGGGACGAATACACCTTCACCTCCAGTAATGCTGAGGACATTCGTGACCTGGTG
GTCACCTTCCTAGAGGGGCTCCGGAAGAGATCTAAGTATGTTGTGGCCCTGCAGGATAACCC
CAACCCCGCAGGCGAGGAGTCAGGCTTCCTCAGCTTTGCCAAGGGAGACCTCATCATCCTGG
ACCATGACACGGGCGAGCAGGTCATGAACTCGGGCTGGGCCAACGGCATCAATGAGAGGACC
AAGCAGCGTGGGGACTTCCCCACCGACTGTGTGTACGTCATGCCCACTGTCACCATGCCACC
TCGTGAGATTGTGGCCCTGGTCACCATGACTCCCGATCAGAGGCAGGACGTTIGTCCGGCTCT
TGCAGCTGCGAACGGCGGAGCCCGAGGTGCGTGCCAAGCCCTACACGCTGGAGGAGTTTTCC
TATGACTACTTCAGGCCCCCACCCAAGCACACGCTGAGCCGTGTCATGGTGTCCAAGGCCCG
AGGCAAGGACCGGCTGTGGAGCCACACGCGGGAACCGCTCAAGCAGGCGCTGCTCAAGAAGC
TCCTGGGCAGTGAGGAGCTCTCGCAGGAGGCCTGCCTGGCCTTCATTGCTGTGCTCAAGTAC
ATGGGCGACTACCCGTCCAAGAGGACACGCTCCGTCAATGAGCTCACCGACCAGATCTTTGA
GGGTCCCCTGAAAGCCGAGCCCCTGAAGGACGAGGCATATGTGCAGATCCTGAAGCAGCTGA
CCGACAACCACATCAGGTACAGCGAGGAGCGGGGTTGGGAGCTGCTCTGGCTGTGCACGGGC
CTTTTCCCACCCAGCAACATCCTCCTGCCCCACGTGCAGCGCTTCCTGCAGTCCCGAAAGCA
CTGCCCACTCGCCATCGACTGCCTGCAACGGCTCCAGAAAGCCCTGAGAAACGGGTCCCGGA
AGTACCCTCCGCACCTGGTGGAGGTGGAGGCCATCCAGCACAAGACCACCCAGATTTTCCAC
AAGGTCTACTTCCCTGATGACACTGACGAGGCCTTCGAAGTGGAGTCCAGCACCAAGGCCAA
GGACTTCTGCCAGAACATCGCCACCAGGCTGCTCCTCAAGTCCTCAGAGGGATTCAGCCTCT
TTGTCAAAATTGCAGACAAGGTCATCAGCGTTCCTGAGAATGACTTCTTCTTITGACTTTGTT
CGACACTTGACAGACTGGATAAAGARAGCTCGGCCCATCAAGGACGGAATTGTGCCCTCACT
CACCTACCAGGTGTTCTTCATGAAGAAGCTGTGGACCACCACGGTGCCAGGGAAGGATCCCA
TGGCCGATTCCATCTTCCACTATTACCAGGAGTTGCCCAAGTATCTCCGAGGCTACCACAAG
TGCACGCGGGAGGAGGTGCTGCAGCTGGGGGCGCTGATCTACAGGGTCAAGTTCGAGGAGGA
CAAGTCCTACTTCCCCAGCATCCCCAAGCTGCTGCGGGAGCTGGTGCCCCAGGACCTTATCC
GGCAGGTCTCACCTGATGACTGGAAGCGGTCCATCGTCGCCTACTTCAACAAGCACGCAGGG
AAGTCCAAGGAGGAGGCCAAGCTGGCCTTCCTGAAGCTCATCTTCAAGTGGCCCACCTTTGG
CTCAGCCTTCTTCGAGGTGAAGCAAACTACGGAGCCAAACTTCCCTGAGATCCTCCTAATTG
CCATCAACAAGTATGGGGTCAGCCTCATCGATCCCAAAACGAAGGATATCCTCACCACTCAT
CCCTTCACCAAGATCTCCAACTGGAGCAGCGGCAACACCTACTTCCACATCACCATTGGGAA
CTTGGTGCGCGGGAGCAAACTGCTCTGCGAGACGTCACTGGGCTACAAGATGGATGACCTCC
TGACTTCCTACATTAGCCAGATGCTCACAGCCATGAGCAAACAGCGGGGCTCCAGGAGCGGC

AAGTGA (SEQ ID No. 24)

poliA de BGH

GCCTCGACTGTGCCTITCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTIGCCTTICCTT
GACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTITCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATT
GTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGAT
TGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGA (SEQ ID No. 25)

3'ITR2
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CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCARAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG

GTTCCT (SEQ ID No. 4)

ITRS derecha

TCACTGCTTACAAAACCCCCTTGCTTGAGAGTGTGGCACTCTCCCCCCTGTCGCGTTCGCTC
GCTCGCTGGCTCGTITTGGGGGGGCGACGGCCAGAGGGCCGTCGTCTGGCAGCTCTTTGAGCT
GCCACCCCCCCAAACGAGCCAGCGAGCGAGCGAACGCGACAGGGGGGAGAG (SEQ ID No.
14)

Secuencia completa de pAAV2.1-MYO7A_3'AK_BGH

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCGGAATTCGCCCTTTGATCAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGC
TGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGC
ATCTTTCGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGCAG
CCCTGGCGGTCTGGATCACCATCCTCCGCTTCATGGGGGACCTCCCTGAGCCCAAGTACCAC
ACAGCCATGAGTGATGGCAGTGAGAAGATCCCTGTGATGACCAAGATTTATGAGACCCTGGG
CAAGAAGACGTACAAGAGGGAGCTGCAGGCCCTGCAGGGCGAGGGCGAGGCCCAGCTCCCCG
AGGGCCAGAAGAAGAGCAGTGTGAGGCACAAGCTGGTGCATTTGACTCTGAARAAGAAGTCC
AAGCTCACAGAGGAGGTGACCAAGAGGCTGCATGACGGGGAGTCCACAGTGCAGGGCAACAG
CATGCTGGAGGACCGGCCCACCTCCAACCTGGAGAAGCTGCACTTCATCATCGGCAATGGCA
TCCTGCGGCCAGCACTCCGGGACGAGATCTACTGCCAGATCAGCAAGCAGCTGACCCACAAC
CCCTCCAAGAGCAGCTATGCCCGGGGCTGGATTCTCGTGTCTCTCTGCGTGGGCTGTTTCGC
CCCCTCCGAGAAGTTTGTCAAGTACCTGCGGAACTTCATCCACGGGGGCCCGCCCGGCTACG
CCCCGTACTGTGAGGAGCGCCTGAGAAGGACCTTTGTCAATGGGACACGGACACAGCCGCCC
AGCTGGCTGGAGCTGCAGGCCACCAAGTCCAAGAAGCCAATCATGTTGCCCGTGACATTCAT
GGATGGGACCACCAAGACCCTGCTGACGGACTCGGCAACCACGGCCAAGGAGCTCTGCAACG
CGCTGGCCGACAAGATCTCTCTCAAGGACCGGTTCGGGTTCTCCCTCTACATTGCCCTGTTT
GACAAGGTGTCCTCCCTGGGCAGCGGCAGTGACCACGTCATGGACGCCATCTCCCAGTGCGA
GCAGTACGCCAAGGAGCAGGGCGCCCAGGAGCGCAACGCCCCCTGGAGGCTCTTCTTCCGCA
AAGAGGTCTTCACGCCCTGGCACAGCCCCTCCGAGGACAACGTGGCCACCAACCTCATCTAC
CAGCAGGTGGTGCGAGGAGTCAAGTTTGGGGAGTACAGGTGTGAGAAGGAGGACGACCTGGC
TGAGCTGGCCTCCCAGCAGTACTTTGTAGACTATGGCTCTGAGATGATCCTGGAGCGCCTCC
TGAACCTCGTGCCCACCTACATCCCCGACCGCGAGATCACGCCCCTGAAGACGCTGGAGAAG
TGGGCCCAGCTGGCCATCGCCGCCCACAAGAAGGGGATTTATGCCCAGAGGAGAACTGATGC
CCAGAAGGTCAAAGAGGATGTGGTCAGTTATGCCCGCTTCAAGTGGCCCTTGCTCTTCTCCA
GGTTTTATGAAGCCTACAAATTCTCAGGCCCCAGTCTCCCCAAGAACGACGTCATCGTGGCC
GTCAACTGGACGGGTGTGTACTTTGTGGATGAGCAGGAGCAGGTACTTCTGGAGCTGTCCTT
CCCAGAGATCATGGCCGTGTCCAGCAGCAGGGAGTGCCGTGTCTGGCTCTCACTGGGCTGCT
CTGATCTTGGCTGTGCTGCGCCTCACTCAGGCTGGGCAGGACTGACCCCGGCGGGGCCCTGT
TCTCCGTGTTGGTCCTGCAGGGGAGCGAAAACGACGGCCCCCAGCTTCACGCTGGCCACCAT
CAAGGGGGACGAATACACCTTCACCTCCAGTAATGCTGAGGACATTCGTGACCTGGTGGTCA
CCTTCCTAGAGGGGCTCCGGAAGAGATCTAAGTATGTTGTGGCCCTGCAGGATAACCCCAAC
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CCCGCAGGCGAGGAGTCAGGCTTCCTCAGCTTTGCCAAGGGAGACCTCATCATCCTGGACCA
TGACACGGGCGAGCAGGTCATGAACTCGGGCTGGGCCAACGGCATCAATGAGAGGACCAAGC
AGCGTGGGGACTTCCCCACCGACTGTGTGTACGTCATGCCCACTGTCACCATGCCACCTCGT
GAGATTGTGGCCCTGGTCACCATGACTCCCGATCAGAGGCAGGACGTTGTCCGGCTCTTGCA
GCTGCGAACGGCGGAGCCCGAGGTGCGTGCCAAGCCCTACACGCTGGAGGAGTTTTCCTATG
ACTACTTCAGGCCCCCACCCAAGCACACGCTGAGCCGTGTCATGGTGTCCAAGGCCCGAGGC
AAGGACCGGCTGTGGAGCCACACGCGGGAACCGCTCAAGCAGGCGCTGCTCAAGAAGCTCCT
GGGCAGTGAGGAGCTCTCGCAGGAGGCCTGCCTGGCCTTCATTGCTGTGCTCAAGTACATGG
GCGACTACCCGTCCAAGAGGACACGCTCCGTCAATGAGCTCACCGACCAGATCTTTGAGGGT
CCCCTGARAAGCCGAGCCCCTGAAGGACGAGGCATATGTGCAGATCCTGAAGCAGCTGACCGA
CAACCACATCAGGTACAGCGAGGAGCGGGGTTGGGAGCTGCTCTGGCTGTGCACGGGCCTTT
TCCCACCCAGCAACATCCTCCTGCCCCACGTGCAGCGCTTCCTGCAGTCCCGAAAGCACTGC
CCACTCGCCATCGACTGCCTGCAACGGCTCCAGAAAGCCCTGAGAAACGGGTCCCGGAAGTA
CCCTCCGCACCTGGTGGAGGTGGAGGCCATCCAGCACAAGACCACCCAGATTTTCCACAAGG
TCTACTTCCCTGATGACACTGACGAGGCCTTCGAAGTGGAGTCCAGCACCAAGGCCAAGGAC
TTCTGCCAGAACATCGCCACCAGGCTGCTCCTCAAGTCCTCAGAGGGATTCAGCCTCTTTGT
CAAAATTGCAGACAAGGTCATCAGCGTTCCTGAGAATGACTTCTTCTTTGACTTTGTTCGAC
ACTTGACAGACTGGATAAAGAAAGCTCGGCCCATCAAGGACGGAATTGTGCCCTCACTCACC
TACCAGGTGTTCTTCATGAAGAAGCTGTGGACCACCACGGTGCCAGGGAAGGATCCCATGGC
CGATTCCATCTTCCACTATTACCAGGAGTTGCCCAAGTATCTCCGAGGCTACCACAAGTGCA
CGCGGGAGGAGGTGCTGCAGCTGGGGGCGCTGATCTACAGGGTCAAGTTCGAGGAGGACAAG
TCCTACTTCCCCAGCATCCCCAAGCTGCTGCGGGAGCTGGTGCCCCAGGACCTTATCCGGCA
GGTCTCACCTGATGACTGGAAGCGGTCCATCGTCGCCTACTTCAACAAGCACGCAGGGAAGT
CCAAGGAGGAGGCCAAGCTGGCCTTCCTGAAGCTCATCTTCAAGTGGCCCACCTTTGGCTCA
GCCTTCTTCGAGGTGAAGCAAACTACGGAGCCAAACTTCCCTGAGATCCTCCTAATTGCCAT
CAACAAGTATGGGGTCAGCCTCATCGATCCCAAAACGAAGGATATCCTCACCACTCATCCCT
TCACCAAGATCTCCAACTGGAGCAGCGGCAACACCTACTTCCACATCACCATTGGGAACTTG
GTGCGCGGGAGCAAACTGCTCTGCGAGACGTCACTGGGCTACAAGATGGATGACCTCCTGAC
TTCCTACATTAGCCAGATGCTCACAGCCATGAGCAAACAGCGGGGCTCCAGGAGCGGCAAGT
GACCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACTGTG
CCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGG
TGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGT
GTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAAT
AGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGTTAAGGGCGCAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAGCAT
GGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGA
GTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCCC
GACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQ ID No. 26)

pAAV2.1-CBA-MYO7A_5'TS
Secuencia completa

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCCTAATCGGGAATTCGCCCTTAAGCTAGCGTGCCACCTGGTCGACATTGATTATTGACTA
GTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTT
ACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGG
ACTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCC
CCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATG
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GGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGGTCGAGGTG
AGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTT
ATTTATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGEGEEEEEEGEEEEECGCGCELCCAGGL
GGGGCGGGGCGGGGLCGAGGGGCGGGGCEEGGCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGCAGCCAATCA
GAGCGGCGCGCTCCGAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCTATARAAA
AGCGAAGCGCGCGGCGGEGCGELCTGCAGAAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGGTAAGTATCA
AGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTC
TTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGG
TGTCCAGGCGGCCGCCATGGTGATTCTTCAGCAGGGGGACCATGTGTGGATGGACCTGAGAT
TGGGGCAGGAGTTCGACGTGCCCATCGGGGCGGTGGTGAAGCTCTGCGACTCTGGGCAGGTC
CAGGTGGTGGATGATGAAGACAATGAACACTGGATCTCTCCGCAGAACGCAACGCACATCAA
GCCTATGCACCCCACGTCGGTCCACGGCGTGGAGGACATGATCCGCCTGGGGGACCTCAACG
AGGCGGGCATCTTGCGCAACCTGCTTATCCGCTACCGGGACCACCTCATCTACACGTATACG
GGCTCCATCCTGGTGGCTGTGAACCCCTACCAGCTGCTCTCCATCTACTCGCCAGAGCACAT
CCGCCAGTATACCAACAAGAAGATTGGGGAGATGCCCCCCCACATCTTTGCCATTGCTGACA
ACTGCTACTTCAACATGAAACGCAACAGCCGAGACCAGTGCTGCATCATCAGTGGGGAATCT
GGGGCCGGGAAGACGGAGAGCACAAAGCTGATCCTGCAGTTCCTGGCAGCCATCAGTGGGCA
GCACTCGTGGATTGAGCAGCAGGTCTTGGAGGCCACCCCCATTCTGGAAGCATTTGGGAATG
CCAAGACCATCCGCAATGACAACTCAAGCCGTTTCGGAAAGTACATCGACATCCACTTCAAC
AAGCGGGGCGCCATCGAGGGCGCGAAGATTGAGCAGTACCTGCTGGAAAAGTCACGTGTCTG
TCGCCAGGCCCTGGATGAAAGGAACTACCACGTGTTCTACTGCATGCTGGAGGGCATGAGTG
AGGATCAGAAGAAGAAGCTGGGCTTGGGCCAGGCCTCTGACTACAACTACTTGGCCATGGGT
AACTGCATAACCTGTGAGGGCCGGGTGGACAGCCAGGAGTACGCCAACATCCGCTCCGCCAT
GAAGGTGCTCATGTTCACTGACACCGAGAACTGGGAGATCTCGAAGCTCCTGGCTGCCATCC
TGCACCTGGGCAACCTGCAGTATGAGGCACGCACATTTGAAAACCTGGATGCCTGTGAGGTT
CTCTTCTCCCCATCGCTGGCCACAGCTGCATCCCTGCTTGAGGTGAACCCCCCAGACCTGAT
GAGCTGCCTGACTAGCCGCACCCTCATCACCCGCGGGGAGACGGTGTCCACCCCACTGAGCA
GGGAACAGGCACTGGACGTGCGCGACGCCTTCGTARAAGGGGATCTACGGGCGGCTGTTCGTG
TGGATTGTGGACAAGATCAACGCAGCAATTTACAAGCCTCCCTCCCAGGATGTGAAGAACTC
TCGCAGGTCCATCGGCCTCCTGGACATCTTTGGGTTTGAGAACTTTGCTGTGAACAGCTTTG
AGCAGCTCTGCATCAACTTCGCCAATGAGCACCTGCAGCAGTTCTTTGTGCGGCACGTGTTC
AAGCTGGAGCAGGAGGAATATGACCTGGAGAGCATTGACTGGCTGCACATCGAGTTCACTGA
CAACCAGGATGCCCTGGACATGATTGCCAACAAGCCCATGAACATCATCTCCCTCATCGATG
AGGAGAGCAAGTTCCCCAAGGGCACAGACACCACCATGTTACACAAGCTGAACTCCCAGCAC
AAGCTCAACGCCAACTACATCCCCCCCAAGAACAACCATGAGACCCAGTTTGGCATCAACCA
TTTTGCAGGCATCGTCTACTATGAGACCCAAGGCTTCCTGGAGAAGAACCGAGACACCCTGC
ATGGGGACATTATCCAGCTGGTCCACTCCTCCAGGAACAAGTTCATCAAGCAGATCTTCCAG
GCCGATGTCGCCATGGGCGCCGAGACCAGGAAGCGCTCGCCCACACTTAGCAGCCAGTTCAA
GCGGTCACTGGAGCTGCTGATGCGCACGCTGGGTGCCTGCCAGCCCTTCTTTGTGCGATGCA
TCAAGCCCAATGAGTTCAAGAAGCCCATGCTGTTCGACCGGCACCTGTGCGTGCGCCAGCTG
CGGTACTCAGGAATGATGGAGACCATCCGAATCCGCCGAGCTGGCTACCCCATCCGCTACAG
CTTCGTAGAGTTTGTGGAGCGGTACCGTGTGCTGCTGCCAGGTGTGAAGCCGGCCTACAAGC
AGGGCGACCTCCGCGGGACTTGCCAGCGCATGGCTGAGGCTGTGCTGGGCACCCACGATGAC
TGGCAGATAGGCARAACCAAGATCTTTCTGAAGGACCACCATGACATGCTGCTGGAAGTGGA
GCGGGACAAAGCCATCACCGACAGAGTCATCCTCCTTCAGAAAGTCATCCGGGGATTCAAAG
ACAGGTCTAACTTTCTGAAGCTGAAGAACGCTGCCACACTGATCCAGAGGCACTGGCGGGGT
CACAACTGTAGGAAGAACTACGGGCTGATGCGTCTGGGCTTCCTGCGGCTGCAGGCCCTGCA
CCGCTCCCGGAAGCTGCACCAGCAGTACCGCCTGGCCCGCCAGCGCATCATCCAGTTCCAGG
CCCGCTGCCGCGCCTATCTGGTGCGCAAGGCCTTCCGCCACCGCCTCTGGGCTGTGCTCACC
GTGCAGGCCTATGCCCGGGGCATGATCGCCCGCAGGCTGCACCAACGCCTCAGGGCTGAGTA
TCTGTGGCGCCTCGAGGCTGAGAAAATGCGGCTGGCGGAGGAAGAGAAGCTTCGGAAGGAGA
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TGAGCGCCAAGAAGGCCAAGGAGGAGGCCGAGCGCAAGCATCAGGAGCGCCTGGCCCAGCTG
GCTCGTGAGGACGCTGAGCGGGAGCTGAAGGAGAAGGAGGCCGCTCGGCGGAAGAAGGAGCT
CCTGGAGCAGATGGAAAGGGCCCGCCATGAGCCTGTCAATCACTCAGACATGGTGGACAAGA
TGTTTGGCTTCCTGGGGACTTCAGGTGGCCTGCCAGGCCAGGAGGGCCAGGCACCTAGTGGC
TTTGAGGACCTGGAGCGAGGGCGGAGGGAGATGGTGGAGGAGGACCTGGATGCAGCCCTGCC
CCTGCCTGACGAGGATGAGGAGGACCTCTCTGAGTATAAATTTGCCAAGTTCGCGGCCACCT
ACTTCCAGGGGACAACTACGCACTCCTACACCCGGCGGCCACTCAAACAGCCACTGCTCTAC
CATGACGACGAGGGTGACCAGCTGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCA
ATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTCAATTGAAGGGCGAATTC
CGATCTTCCTAGAGCATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAG
GAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGG
GCGACCAAAGGTCGCCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGE
GCAG (SEQID No. 27)

pAAV2.1-MYO7A_3'TS_BGH

Secuencia completa

CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCGGGCGTCGGGCGACCTTTGG
TCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGG
GTTCCTTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAG
ATCGGAATTCGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGG
CAGCCCTGGCGGTCTGGATCACCATCCTCCGCTTCATGGGGGACCTCCCTGAGCCCAAGTAC
CACACAGCCATGAGTGATGGCAGTGAGAAGATCCCTGTGATGACCAAGATTTATGAGACCCT
GGGCAAGAAGACGTACAAGAGGGAGCTGCAGGCCCTGCAGGGCGAGGGCGAGGCCCAGCTCC
CCGAGGGCCAGAAGAAGAGCAGTGTGAGGCACAAGCTGGTGCATTTGACTCTGAAAAAGAAG
TCCAAGCTCACAGAGGAGGTGACCAAGAGGCTGCATGACGGGGAGTCCACAGTGCAGGGCAA
CAGCATGCTGGAGGACCGGCCCACCTCCAACCTGGAGAAGCTGCACTTCATCATCGGCAATG
GCATCCTGCGGCCAGCACTCCGGGACGAGATCTACTGCCAGATCAGCAAGCAGCTGACCCAC
AACCCCTCCAAGAGCAGCTATGCCCGGGGCTGGATTCTCGTGTCTCTCTGCGTGGGCTGTTT
CGCCCCCTCCGAGAAGTTTGTCAAGTACCTGCGGAACTTCATCCACGGGGGCCCGCCCGGLT
ACGCCCCGTACTGTGAGGAGCGCCTGAGAAGGACCTTTGTCAATGGGACACGGACACAGCCG
CCCAGCTGGCTGGAGCTGCAGGCCACCAAGTCCAAGAAGCCAATCATGTTGCCCGTGACATT
CATGGATGGGACCACCAAGACCCTGCTGACGGACTCGGCAACCACGGCCAAGGAGCTCTGCA
ACGCGCTGGCCGACAAGATCTCTCTCAAGGACCGGTTCGGGTTCTCCCTCTACATTGCCCTG
TTTGACAAGGTGTCCTCCCTGGGCAGCGGCAGTGACCACGTCATGGACGCCATCTCCCAGTG
CGAGCAGTACGCCAAGGAGCAGGGCGCCCAGGAGCGCAACGCCCCCTGGAGGCTCTTCTTCC
GCAAAGAGGTCTTCACGCCCTGGCACAGCCCCTCCGAGGACAACGTGGCCACCAACCTCATC
TACCAGCAGGTGGTGCGAGGAGTCAAGTTTGGGGAGTACAGGTGTGAGAAGGAGGACGACCT
GGCTGAGCTGGCCTCCCAGCAGTACTTTGTAGACTATGGCTCTGAGATGATCCTGGAGCGCC
TCCTGAACCTCGTGCCCACCTACATCCCCGACCGCGAGATCACGCCCCTGAAGACGCTGGAG
AAGTGGGCCCAGCTGGCCATCGCCGCCCACAAGAAGGGGATTTATGCCCAGAGGAGAACTGA
TGCCCAGAAGGTCAAAGAGGATGTGGTCAGTTATGCCCGCTTCAAGTGGCCCTTGCTCTTCT
CCAGGTTTTATGAAGCCTACAAATTCTCAGGCCCCAGTCTCCCCAAGAACGACGTCATCGTG
GCCGTCAACTGGACGGGTGTGTACTTTGTGGATGAGCAGGAGCAGGTACTTCTGGAGCTGTC
CTTCCCAGAGATCATGGCCGTGTCCAGCAGCAGGGAGTGCCGTGTCTGGCTCTCACTGGGCT
GCTCTGATCTTGGCTGTGCTGCGCCTCACTCAGGCTGGGCAGGACTGACCCCGGCGGGGCCC
TGTTCTCCGTGTTGGTCCTGCAGGGGAGCGAAAACGACGGCCCCCAGCTTCACGCTGGCCAC
CATCAAGGGGGACGAATACACCTTCACCTCCAGTAATGCTGAGGACATTCGTGACCTGGTGG
TCACCTTCCTAGAGGGGCTCCGGAAGAGATCTAAGTATGTTGTGGCCCTGCAGGATAACCCC
AACCCCGCAGGCGAGGAGTCAGGCTTCCTCAGCTTTGCCAAGGGAGACCTCATCATCCTGGA
CCATGACACGGGCGAGCAGGTCATGAACTCGGGCTGGGCCAACGGCATCAATGAGAGGACCA
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AGCAGCGTGGGGACTTCCCCACCGACTGTGTGTACGTCATGCCCACTGTCACCATGCCACCT
CGTGAGATTGTGGCCCTGGTCACCATGACTCCCGATCAGAGGCAGGACGTTGTCCGGCTCTT
GCAGCTGCGAACGGCGGAGCCCGAGGTGCGTGCCAAGCCCTACACGCTGGAGGAGTTTTCCT
ATGACTACTTCAGGCCCCCACCCAAGCACACGCTGAGCCGTGTCATGGTGTCCAAGGCCCGA
GGCAAGGACCGGCTGTGGAGCCACACGCGGGAACCGCTCAAGCAGGCGCTGCTCAAGAAGCT
CCTGGGCAGTGAGGAGCTCTCGCAGGAGGCCTGCCTGGCCTTCATTGCTGTGCTCAAGTACA
TGGGCGACTACCCGTCCAAGAGGACACGCTCCGTCAATGAGCTCACCGACCAGATCTTTGAG
GGTCCCCTGAAAGCCGAGCCCCTGAAGGACGAGGCATATGTGCAGATCCTGAAGCAGCTGAC
CGACAACCACATCAGGTACAGCGAGGAGCGGGGTTGGGAGCTGCTCTGGCTGTGCACGGGCC
TTTTCCCACCCAGCAACATCCTCCTGCCCCACGTGCAGCGCTTCCTGCAGTCCCGAAAGCAC
TGCCCACTCGCCATCGACTGCCTGCAACGGCTCCAGAAAGCCCTGAGAAACGGGTCCCGGAA
GTACCCTCCGCACCTGGTGGAGGTGGAGGCCATCCAGCACAAGACCACCCAGATTTTCCACA
AGGTCTACTTCCCTGATGACACTGACGAGGCCTTCGAAGTGGAGTCCAGCACCAAGGCCAAG
GACTTCTGCCAGAACATCGCCACCAGGCTGCTCCTCAAGTCCTCAGAGGGATTCAGCCTCTT
TGTCAAAATTGCAGACAAGGTCATCAGCGTTCCTGAGAATGACTTCTTCTTTGACTTTGTTC
GACACTTGACAGACTGGATAAAGAAAGCTCGGCCCATCAAGGACGGAATTGTGCCCTCACTC
ACCTACCAGGTGTTCTTCATGAAGAAGCTGTGGACCACCACGGTGCCAGGGAAGGATCCCAT
GGCCGATTCCATCTTCCACTATTACCAGGAGTTGCCCAAGTATCTCCGAGGCTACCACAAGT
GCACGCGGGAGGAGGTGCTGCAGCTGGGGGCGCTGATCTACAGGGTCAAGTTCGAGGAGGAC
AAGTCCTACTTCCCCAGCATCCCCAAGCTGCTGCGGGAGCTGGTGCCCCAGGACCTTATCCG
GCAGGTCTCACCTGATGACTGGAAGCGGTCCATCGTCGCCTACTTCAACAAGCACGCAGGGA
AGTCCAAGGAGGAGGCCAAGCTGGCCTTCCTGAAGCTCATCTTCAAGTGGCCCACCTTTGGC
TCAGCCTTCTTCGAGGTGAAGCAAACTACGGAGCCAAACTTCCCTGAGATCCTCCTAATTGC
CATCAACAAGTATGGGGTCAGCCTCATCGATCCCAAAACGAAGGATATCCTCACCACTCATC
CCTTCACCAAGATCTCCAACTGGAGCAGCGGCAACACCTACTTCCACATCACCATTGGGAAC
TTGGTGCGCGGGAGCAAACTGCTCTGCGAGACGTCACTGGGCTACAAGATGGATGACCTCCT
GACTTCCTACATTAGCCAGATGCTCACAGCCATGAGCAAACAGCGGGGCTCCAGGAGCGGCA
AGTGACCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGAGATCTGCCTCGACT
GTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGA
AGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTA
GGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGAC
AATAGCAGGCATGCTGGGGACTCGAGTTAAGGGCGCAATTCCCGATTAGGATCTTCCTAGAG
CATGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAATCATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGAT
GGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCG
CCCGACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAG (SEQ ID No
28)

AP

GTGATCCTAGGTGGAGGCCGAAAGTACATGTTTCGCATGGGAACCCCAGACCCTGAGTACCC
AGATGACTACAGCCAAGGTGGGACCAGGCTGGACGGGAAGAATCTGGTGCAGGAATGGCTGG
CGAAGCGCCAGGGTGCCCGGTACGTGTGGAACCGCACTGAGCTCATGCAGGCTTCCCTGGAC
CCGTCTGTGACCCATCTCATGGGTCTCTTTGAGCCTGGAGACATGAAATACGAGATCCACCG

AGACTCCACACTGGACCCCTCCCTGATGGA (SEQ ID No. 29)

Marcador 3Xflag

GACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATGA
CAAG (SEQ ID No. 30)

HA
ATGTATGATGTTCCTGATTATGCTAGCCTC (SEQ ID NO:31)

Para los fines de esta invencion, una secuencia codificadora de ABCA4, MYO7A y CEP290, que preferiblemente se
seleccionan respectivamente de las secuencias incluidas en la presente, o las secuencias que codifican la misma
secuencia de aminoacidos debido a la degeneracion del codigo genético, esta unida funcionalmente a una
secuencia de promotor capaz de regular su expresion en una célula retiniana de mamifero, en particular en células
de fotorreceptores. Los promotores adecuados que pueden usarse segun la invencion incluyen el promotor de
citomegalovirus, el promotor de rodopsina, el promotor de rodopsina quinasa, el promotor de la proteina de union a
retinoides interfotorreceptores, el promotor de la distrofia macular viteliforme de tipo 2, sus fragmentos y variantes,
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que conservan la actividad de promotor de la transcripcion.

Los sistemas de suministro viricos incluyen, pero no se limitan a vectores adenoviricos, vectores viricos
adenoasociados (AAV), vectores de AAV pseudotipificados, vectores de herpes virus, vectores retroviricos, vectores
lentiviricos, vectores baculoviricos. Los vectores de AAV pseudotipificados son los que contienen el genoma de un
serotipo de AAV en la capsida de un segundo serotipo de AAV; por ejemplo, un vector AAV2/8 contiene la capsida
de AAVS8 y el genoma de AAV2 (Auricchio et al. (2001), Hum. Mol. Genet., 10(26):3075-3081). Dichos vectores
también se conocen como vectores quiméricos. Otros ejemplos de sistemas de suministro incluyen los sistemas de
suministro ex vivo, que incluyen, pero no se limitan a métodos de transfeccion de ADN, tales como electroporacion,
biolistica de ADN, transfeccion mediada por lipidos, transfeccion mediada por ADN compactado.

La construccion de un vector de AAV puede realizarse siguiendo procedimientos y empleando técnicas que son
conocidos por los expertos en la técnica. La teoria y la practica para la construccion de un vector virico
adenoasociado y su uso en terapia se ilustra en varias publicaciones cientificas y de patente (en la presente se
incorpora la siguiente bibliografia como referencia: Flotte T.R., Adeno-associated virus-based gene therapy for
inherited disorders, Pediatr Res, diciembre de 2005, 58(6):1143-1147; Goncalves M.A., Adeno-associated virus: from
defective virus to effective vector, Virol J., 6 de mayo de 2005, 2:43; Surace E.M., Auricchio A., Adeno-associated
viral vectors for retinal gene transfer, Prog Retin Eye Res., noviembre de 2003, 22(6):705-719; Mandel R.J.,
Manfredsson F.P., Foust K.D., Rising A., Reimsnider S., Nash K., Burger C., Recombinant adeno-associated viral
vectors as therapeutic agents to treat neurological disorders, Mol Ther., marzo de 2006, 13(3):463-483).

Las formas de administracion adecuadas de una composicion farmacéutica que contiene vectores de AAV incluyen,
pero no se limitan a disoluciones o suspensiones inyectables, lociones oculares y unglentos oftalmicos. En una
realizacion preferida, el vector de AAV se administra mediante inyeccion subretiniana, por ejemplo, mediante
inyeccion en el espacio subretiniano, en la cdmara anterior o en el espacio retrobulbar. Preferiblemente, los vectores
viricos se administran mediante una estrategia subretiniana (segun se describe en Bennicelli J., et al., Mol Ther., 22
de enero de 2008, Reversal of Blindness in Animal Models of Leber Congenital Amaurosis Using Optimized AAV2-
mediated Gene Transfer).

La dosis del virus para su uso en terapia se determinara segun el caso, y depende de la via de administracion, la
gravedad de la enfermedad, las condiciones generales del paciente y otros parametros clinicos. En general, las
dosificaciones adecuadas variaran de 102 a 10" vg (genomas de vector)/ojo.

Produccion del vector de AAV

Se produjeron vectores de AAV por TIGEM AAV Vector Core mediante transfeccion triple de células HEK293,
seguido de dos rondas de purificacion con CsCI2 (54). Para cada preparacion virica se determinaron las titulaciones
fisicas [copias de genoma ("genome copies”, GC)/ml] promediando la titulacion obtenida mediante un analisis de
transferencia por puntos (55) y mediante cuantificacion con PCR empleando TagMan (54) (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA).

Infeccion con AAV de células HEK293

Se mantuvieron células HEK293 en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia suero bovino
fetal al 10 % y L-glutamina 2 mM (GIBCO, Invitrogen S.R.L., Milan, ltalia). Las células se cultivaron en placas de seis
pocillos a una densidad de 2x108 células/pocillo y se transfectaron 16 horas después con 1,3 ug de plasmido auxiliar
pDeltaF6 que contiene los genes auxiliares Ad (56) usando el método del fosfato de calcio. Después de 5 horas, las
células se lavaron una vez con DMEM y se incubaron con vectores AAV2/2 (m.o.i: 10° GC/célula de cada vector; la
coinfeccion 1:1 con vectores de AAV duales produjo 2x10% GC totales/célula) en un volumen final de 700 ul de
DMEM sin suero. Dos horas después se afiadieron 2 ml de DMEM completo a las células. Las células se
recolectaron 72 horas después de la infeccion para el analisis de la transferencia Western.

Modelos animales

Este estudio se realizé segun la guia de NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio, la declaracion de the
Association for Research in Vision and Ophthalmology Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research, y las leyes del Ministerio de Salud italiano para procedimientos con animales. Los ratones se alojaron en
el vivario del Instituto de Genética y Biofisica (Napoles, Italia) y se mantuvieron en un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad (exposicion de 10-50 lux durante la fase de luz). Los ratones C57BL/6 y BALB/c se adquirieron en
Harlan Italy SRL (Udino, ltalia). Se generaron ratones Abca4-/- albinos mediante cruzamientos y retrocruzamientos
sucesivos con ratones BALB/c (homocigéticos para Rpe65 Leu450) (57) y se mantuvieron endogamicos. El
cruzamiento se realizd apareando ratones homocigéticos. Los ratones sh14626SB/4626SB pigmentados
(denominados sh1-/-) se importaron de the Wellcome Trust Sanger Institute (Cambridge, Reino Unido, un amable
obsequio de la doctora Karen Steel) y se retrocruzaron dos veces con ratones CBA/Ca adquiridos en Harlan ltaly
SRL (Udino, ltalia) para obtener ratones sh1+/4626SB heterocigdticos (denominados sh7+/-) para expandir la
colonia. Los ratones se mantuvieron endogamicos; el cruzamiento se realizé apareando hembras heterocigéticos
con machos heterocigéticos. Los ratones sh7 pigmentados usados en este estudio estaban afectados por Usher 1B
(sh1-/-) o no estaban afectados (sh71+/- y sh1+/+). Se realizo el genotipo para el alelo MYO7A*2658 mediante una
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analisis con PCR del ADN gendmico (extraido de la punta de la cola del raton), seguido de la secuenciacion del
ADN. Los cebadores utlizados para la amplificacion con PCR fueron los siguientes: Fwi1
(GTGGAGCTTGACATCTACTTGACC) y Rev3 (AGCTGACCCTCATGACTCTGC), que generan un producto de 712
pb que se secuencié con el cebador Fw1. Los cerdos hembra Large White usados en este estudio se registraron
como animales de pura raza en LWHerd Book de la Asociacion Nacional de Criadores de Cerdos italiana (Azienda
Agricola Pasotti, Imola, Italia).

Inyeccién subretiniana de vectores de AAV en ratones y cerdos

Se anestesiaron ratones (de 4-5 semanas de edad) con una inyeccion intraperitoneal de 2 ml/100 g de peso corporal
de avertina [1,25 % en p/v de 2,2,2-tribromoetanol y 2,5 % en v/v de 2-metil-2-butanol (Sigma-Aldrich, Milan, ltalia)]
(58), y después se administraron subretinianamente los vectores AAV2/8 mediante una estrategia transcoroidal
transesclerdtica, segun describen Liang et al. (59). Todos los ojos se trataron con 1 pl de disolucién de vector. Las
dosis de AAV2/8 (GC/ojo) administradas varian a través de los diferentes experimentos con ratones, segun se
describe en la seccion de "Resultados". Se afiadié AAV2/1-CMV-tirosinasa humana (60) (dosis: 2x108 GC/ojo) o
AAV2/5-CMV-EGFP (que codifica EGFP de tamarfio normal, dosis: 4x108 GC/ojo) a la disolucion del vector AAV2/8
que se administré subretinianamente a ratones albinos (Abca4-/- y BALB/c) (figura 6B, 7-8) o sh1 pigmentados
(figura 10-11), respectivamente. Esto permite marcar el RPE dentro de la parte transducida de la copa ocular, que
después se disecciond y se analizo (figura 6B, 7-8, 10-11). La administracion subretiniana de los vectores de AAV a
la retina de los cerdos se realizé como se ha descrito previamente (11). Todos los ojos se trataron con 100 ul de la
disolucion del vector AAV2/8. La dosis de AAV2/8 fue de 1x10"° (figura 3B) o de 1x10"" GC de cada vector/ojo
(figura 5B y 16), y la coinyeccion de los vectores de AAV duales produjo una dosis total de 2x10"® GC/ojo o de
2x10'"" GC/ojo, respectivamente.

Andlisis de la transferencia Western

Se lisaron muestras (células HEK293, retinas o copas oculares) para el andlisis de la transferencia Western con
tampoén RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, NP40 al 1 %, Na-desoxicolato al 0,5 %, EDTA 1 mM, pH 8,0,
SDS al 0,1 %) para extraer las proteinas EGFP y MYO7A, o con tampén SIE (sacarosa 250 mM, imidazol 3 mM, pH
7,4, etanol al 1 %, y NP-40 al 1 %) para extraer la proteina ABCA4.

Las muestras de cerdo (las areas tratadas de la retina, asi como laminas de RPE completas) se lisaron con tampdn
RIPA para extraer la MYOT7A de las laminas de RPE, y con tampon SIE para extraer MYO7A y ABCA4 de las
retinas.

Los tampones de lisis fueron suplementados con inhibidores de proteasas (comprimidos de coctel de inhibidores
Complete Protease, Roche, Milan, ltalia) y fenilmetilsulfonilo 1 mM. Después de la lisis, las muestras de EGFP y
MYQT7A se desnaturalizaron a 99 °C durante 5 minutos en tampdn de muestras 1X Laemli; las muestras de ABCA4
se desnaturalizaron a 37 °C durante 15 minutos en tampdn de muestras 1X Laemli suplementado con urea 4 M. Los
lisados se separaron mediante una electroforesis en gel de SDS al 7% (muestras de ABCA4 y MYOT7A) o 12%
(muestras de EGFP)-poliacrilamida. Los anticuerpos usados para las inmunotransferencias fueron los siguientes:
anti-EGFP (sc-8334, Santa Cruz, Dallas, Texas, EE. UU., 1:500); anti-3xflag (A8592, Sigma-Aldrich, 1:1000); anti-
Myo7a (policlonal, Primm Srl, Milan, Italia, 1:500) generado usando un péptido que se corresponde con los
aminoacidos 941-1070 de la proteina MYO7A humana; anticuerpo anti-HA (PRB-101P-200, HA.11, Covance,
Princeton, NJ, EE. UU., 1:2000); anti-B-tubulina (T5201,Sigma Aldrich, 1:10000); anti-filamina A (n.° de catalogo
4762, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EE. UU., 1:1000); anti-disferlina (disferlina, clon Ham1/7B6,
MONX10795, Tebu-bio, Le Perray-en-Yveline, Francia, 1:500). La cuantificacion de las bandas de EGFP, ABCA4 y
MYO7A detectadas por la transferencia Western se realizd empleando el programa informatico ImageJ (puede
descargarse de modo gratuito en http://rsbweb.nih.govl/ij/). La expresion de ABCA4 y MYO7A se normalizé a filamina
A o disferlina para los experimentos in vitro e in vivo, respectivamente. La expresion de EGFP se normalizé a -
tubulina o pg de proteinas para los experimentos in vitro e in vivo, respectivamente. Se emplearon diferentes
proteinas para la normalizacién basandose en la similitud de su peso molecular con el de diferentes productos
transgénicos.

Fotografia del fondo del ojo

La formacion de imagenes en vivo del fondo del ojo se realizd dilatando el ojo de C57BL/6 con una gota de
tropicamida al 1 % (Visufarma, Roma, ltalia) y la posterior estimulacion del ojo con un destello de 300 W. Las
fotografias del fondo del ojo se tomaron utilizando una camara retiniana Topcon TRC-501X conectada a una camara
digital Nikon D1H con dispositivo acoplado a carga (Topcon Medical System, Oakland, NJ, EE. UU.).

Histologia, microscopia optica y de fluorescencia

Para evaluar la expresion de EGFP en secciones histologicas, se enuclearon los ojos de ratones C57BL/6 o de
cerdos Large White (11) un mes después de la inyeccion de AAV2/8. Los ojos de los ratones se fijaron en
paraformaldehido al 4 % durante la noche y se infiltraron con sacarosa al 30 % durante la noche; después la cornea
y el cristalino se diseccionaron, y las copas oculares se introdujeron en un compuesto de temperatura de corte
optima ("optimal cutting temperature compound”, matriz O.C.T., Kaltek, Padua, ltalia). Los ojos de los cerdos se
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fijaron en paraformaldehido al 4 % durante 48 horas, se infiliraron con sacarosa al 10 % durante 4 horas, con
sacarosa al 20 % durante 4 horas y, por ultimo, con sacarosa al 30 % durante la noche. Después, la cérnea, el
cristalino y el cuerpo vitreo se diseccionaron y las porciones positivas a EGFP de las copas oculares se introdujeron
en un compuesto de temperatura de corte Optima (matriz O.C.T., Kaltek). Se cortaron criosecciones en serie
(espesor de 10 ym) a lo largo del meridiano horizontal y se distribuyeron progresivamente sobre portaobjetos. Se
capturaron fotografias de histologia retiniana utilizando una camara Zeiss Axiocam (Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemania). Para analizar la localizacion de los melanosomas en el RPE de los ratones sh1 pigmentados, los ojos se
enuclearon 2 meses después de la inyeccion de AAV, se fijaron en glutaraldehido al 2 %-paraformaldehido al 2 % en
tampon fosfato 0,1 M durante la noche, se enjuagaron en tampén fosfato 0,1 M, y se diseccionaron bajo un
microscopio de fluorescencia. Las porciones positivas a EGFP de las copas oculares se introdujeron en Araldite
502/EMbed 812 (n.° de catalogo 13940, Araldite 502/EMbed 812 KIT, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
EE. UU.). Se cortaron transversalmente secciones semidelgadas (0,5 pm) en un ultratomo Leica Ultratome RM2235
(Leica Microsystems, Bannockburn, IL, EE. UU.), se montaron sobre portaobjetos, y se tifieron con tinte de tejidos
Epoxy (n.° de catalogo 14950, Electron Microscopy Sciences). Los melanosomas fueron contados por un operario
con mascarilla que analiza 10 campos diferentes/ojo bajo un microscopio 6ptico con una magnificacion de 100X. Las
fotos retinianas se capturaron utilizando una camara Zeiss Axiocam (Carl Zeiss).

Microscopia electrénica e inmunomarcaje con oro

Para los analisis con microscopia electronica, se recolectaron los ojos de ratones Abca4-/- o sh1 alos 3 y 2 meses
después de la inyeccion con AAV, respectivamente. Los ojos se fijaron en glutaraldehido al 0,2 %-paraformaldehido
al 2 % en tampon PHEM 0,1 M, pH 6,9 (PIPES 240 mM, HEPES 100 mM, MgCl> 8 mM, EGTA 40 mM) durante 2
horas y después se enjuagaron en tampon PHEM 0,1 M. Después los ojos se diseccionaron bajo un microscopio
6ptico o de fluorescencia para seleccionar las porciones positivas a tirosinasa o EGFP de las copas oculares de
ratones albinos (Abca4-/- y BALB/c) y sh1 pigmentados, respectivamente. La porcion transducida de las copas
oculares después se introdujo en gelatina al 12 %, se infusiond con sacarosa 2,3 M y se congeld en nitrégeno
liquido. Se cortaron criosecciones (50 nm) empleando un Leica Ultramicrotome EM FC7 (Leica Microsystems) y se
puso mucho cuidado para alinear longitudinalmente los cilios que conectan los PR. Las mediciones del espesor del
RPE vy los recuentos de los granulos de lipofuscina en los ojos de Abca4-/- fueron realizadas por un operario con
mascarilla (Roman Polishchuk) utilizando el programa informatico iTEM (Olympus SYS, Hamburgo, Alemania).
Brevemente, se midio el espesor de RPE en al menos 30 areas diferentes a lo largo de la longitud del espécimen
utilizando la herramienta "Arbitrary Line" del programa iTEM. Se emple6 el moédulo "Touch count" del programa iTEM
para contar el nimero de granulos de lipofuscina en las areas de 25 um? distribuidas aleatoriamente a través de la
capa de RPE. La densidad de los granulos se expresdé como el nimero de granulos por 25 ym?2. Se realizd el
inmunoanalisis de oro dirigido a ensayar la expresion de ABCA4-HA en muestras de Abca4-/- después de la
administracion del vector de AAV, incubando criosecciones sucesivamente con el anticuerpo monoclonal anti-HA
(MMS-101P-50, Covance, 1:50), IgG antirraton de conejo, y proteina A conjugada con particulas de oro de 10 nm.
Para cuantificar la localizacion de la rodopsina en los cilios conectores de PR de sh17, se incubaron sucesivamente
criosecciones de ratones sh1 con anticuerpo anti-rodopsina (1D4, ab5417, Abcam, Cambridge, Reino Unido, 1:100),
IgG antirraton de conejo, y proteina A conjugada con particulas de oro ee 10 nm. La cuantificacion de la densidad de
oro de rodopsina en los cilios conectores fue realizada por un operario con mascarilla empleando el programa iTEM
(Olympus SYS). Brevemente, se empled el médulo "Touch count" del programa iTEM para contar el numero de
particulas de oro por cilio, que fue normalizado al perimetro del cilio (nm) que fue medido utilizando la herramienta
"Closed polygon tool". La densidad del oro se expres6 como particulas de oro/nm. Las criosecciones
inmunomarcadas con oro se analizaron con un microscopio electronico FEI Tecnai-12 (FEI, Eindhoven, Paises
Bajos) equipado con una camara Veletta CCD para la adquisicion de imagenes digitales.

Anélisis electrofisiolégicos

Para evaluar la recuperacion de la desensibilizacion a la luz, los ojos se estimularon con 3 destellos de luz de 1 cd
s/m? y después se desensibilizaron mediante una exposicion a luz constante (300 cd/m2) durante 3 minutos.
Después los ojos se estimularon a lo largo del tiempo empleando el destello de predesensibilizacién (1 cd s/m?) a los
0, 5, 15, 30, 45 y 60 minutos después de la desensibilizacion. Se evalud la recuperacion de la actividad de los
bastones calculando la proporcidon entre la onda b generada después de la desensibilizacion (en diferentes
momentos) y la generada antes de la desensibilizacion. La recuperacion de la desensibilizacion a la luz se evalué en
ratones de 2 meses de edad Abca4-/- a las 6 semanas después del tratamiento (figura 13).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como promedio * error estandar del promedio (e.e.p.). Unos valores de p estadisticos <0,05
se consideraron significativos. Se empled un ANOVA de una via con el procedimiento de comparacion multiple post-
hoc para comparar los datos mostrados en la figura 2 (p de ANOVA: A. 0,0002; B. 0,0015; C. 2x107), la figura 8B (p
de ANOVA: 0,076) y la figura 11B (p de ANOVA: 0,5). Se contaron los granulos de lipofuscina (figura 7B) y los
melanosomas (figura 10B), los recuentos se analizaron mediante la desviacion de un modelo lineal generalizado
binomial negativo (61) (figura 7B: valor de p del analisis de la desviacion 0,03794; figura 10B: valor de p del analisis
de la desviacion <<2x10-'°). Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos determinadas con el
procedimiento de comparacion multiple post-hoc se marcan con asteriscos en las figuras.
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Resultados:
Generacion de vectores de AAV de tamafo normal, sobredimensionados y duales

Los inventores generaron vectores sobredimensionados (OZ), de transruptura (TS) e hibridos de AAV duales que
incluian las secuencias codificadoras del indicador de EGFP, de ABCA4-3xflag terapéutico o de MYO7A-HA. Los
inventores también generaron vectores de transruptura (TS) e hibridos de AAV duales que incluian el CEP290
terapéutico marcado en su C-terminal con el marcador HA. Las secuencias recombinogénicas incluidas en los
vectores hibridos de AAV duales se basan en una region previamente descrita del transgén de la fosfatasa alcalina
(AP, AP hibrida de AAV duales) (39) o una secuencia de 77 pb procedente del genoma del fago F1 (AK, AK hibrida
de AAV duales) que los inventores descubrieron que era recombinogénica en experimentos previos (Colella y
Auricchio, datos no publicados). Los inventores también generaron vectores de solapamiento de AAV duales (OV)
para ABCA4, MYO7A y CEP290. Los inventores no generaron vectores de AAV OV duales para el EGFP porque la
eficacia de esta estrategia se basa en solapamientos especificos de transgén para la reconstitucion (38) y, por tanto,
no pueden extrapolarse de un gen a otro. En lugar de esto, para el EGFP los inventores generaron vectores de AAV
individuales de tamafio normal ("normal size", NS) para comparar los niveles de la expresion del transgén de las
diversas estrategias. Las construcciones generadas para la produccion de todos los vectores de AAV empleados en
este estudio se listan en la tabla 1, y en la figura 1 se muestra una representacion esquematica de las diversas
estrategias.

Los inventores emplearon los vectores AAV2/2 para los experimentos in vitro, con los promotores de citomegalovirus
ubicuo (CMV) o de beta-actina de pollo (CBA), que transducen con eficacia las células HEK293 (40). Ademas,
puesto que el uso de ITR heterélogas procedentes de los serotipos 2 y 5 de AAV pueden aumentar el reensamblaje
productivo de los vectores de AAV duales (51), los inventores también generaron vectores de AK de AAV duales con
ITR heterdlogas (figura 17a) que codifican ABCA4 y MYO7A. Los vectores de AAV con ITR heterdlogas se
encapsularon en capsidas de AAV del serotipo 2 y se ensayaron in vitro.

En los experimentos realizados in vivo en la retina, los inventores emplearon vectores AAV2/8, que transducen con
eficacia el RPE y los PR (10-12), pero apenas infectan a las células HEK293, y los promotores de CBA y CMV
ubicuos (11), o los promotores de la distrofia macular viteliforme de tipo 2 especifico de RPE (VMD2) (41) o de
rodopsina especifico de PR (RHO) y de rodopsina quinasa (RHOK) (10) (tabla 1).

Los vectores de AAV duales permiten conseguir unos altos niveles de transduccion in vitro.

Los inventores inicialmente compararon la eficacia de las diversas estrategias con OZ, OV, TS y AP y AK hibridas de
AAV duales para la transduccion de genes grandes mediada por AAV in vitro infectando células HEK293 con los
vectores AAV2/2 [multiplicidad de infeccion ("multiplicity of infection"), m.o.i.: 10° copias del genoma (GC)/célula de
cada vector] con promotores ubicuos (CMV para EGFP, ABCA4-3xflag, y CEP290-HA, y CBA para MYO7A-HA).

Los lisados celulares se analizaron mediante transferencia Western con anticuerpos anti-EGFP (figura 2A), anti-
3xflag (para detectar ABCA4-3xflag, figura 2B), anti-MYO7A (figura 2C) y anti-HA (para detectar CEP290-HA) (figura
12A). Se muestran transferencias Western representativas en las figuras 2A-C y 12A. Todas las estrategias
produjeron la expresidon de proteinas con el tamafio esperado. Tal como se habia predicho, no se observaron
bandas con el tamafio esperado cuando se emplea solo uno de los vectores de AAV duales para la infeccion (figura
2A-C y 12A). La cuantificacion de la expresion del transgén (figura 2D-F) demuestra que la estrategia de la AP
hibrida de AAV duales produjo los niveles mas bajos de expresion del transgén, mientras que las estrategias de OV,
TS y AK hibrida de AAV duales fueron mas eficaces que la estrategia de AAV OZ. Las estrategias de TS y de AK
hibrida de AAV duales confirman su capacidad para expresar con eficacia genes grandes también en el caso del
CEP290 (figura 12B). Ademas, el uso de vectores de AK de AAV duales con ITR heterdlogas produjo la expresion
de las proteinas ABCA4 y MYOT7A de longitud completa in vitro (figura 17).

Los vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales, pero no los vectores de OV, transducen los fotorreceptores de
ratén y de cerdo.

Después, los inventores evaluaron cada uno de los sistemas basados en AAV para la transduccion de genes
grandes en la retina de raton. Para evaluar el AAV OV dual, que es especifico de transgén, los inventores utilizaron
los genes terapéuticos ABCA4 y MYO7A (figura 3). Los inventores emplearon EGFP para evaluar las estrategias de
AAV OZ y de TS, AP y AK hibridas de AAV duales (figura 4). Un analisis de la transferencia Western de lisados
retinianos, un mes después de la administracién subretiniana en ratones C57BL/6 de los vectores de AAV OV duales
(dosis de cada vector/ojo: 1,3x10° GC), que codifican ABCA4-3xflag con el promotor de CMV ubicuo, revelé una
robusta expresion de proteinas (figura 3A). Para determinar cual es el tipo celular en la retina que expresa ABCA4,
los inventores emplearon vectores de AAV OV duales que contenian los promotores de RHO y RHOK especificos de
PR, o VMD2 especifico de RPE (dosis de cada vector/ojo: 1x10° GC). Los inventores detectaron la expresion de la
proteina ABCA4 en retinas inyectada con VMD2, pero no en las que contenian los promotores de RHO y RHOK
(figura 3A). Estos resultados también fueron confirmados en las retinas de cerdos Large White. La retina de cerdo es
un excelente modelo para evaluar la eficacia de un vector debido a su tamafio, que es similar a la retina humana, y
porque esta enriquecida con conos que se concentran en una region similar a una banda, cuya densidad de conos
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es comparable a la de la macula de primates (11). Los inventores inyectaron subretinianamente a cerdos Large
White los vectores de AAV OV duales que codifican ABCA4-3xflag (dosis de cada vector/ojo: 1x10"® GC), y
observaron la expresion de la proteina ABCA4 con el promotor de CMV pero no con el promotor de RHO (figura 3B).
De modo similar, la administracion subretiniana de los vectores de AAV OV duales que codifican MYO7A-HA produjo
una débil expresion de la proteina MYO7A en la retina de ratén con el promotor de CBA ubicuo (dosis de cada
vector/ojo: 2,5x10° GC) y no se detectd expresion con el promotor de RHO (dosis de cada vector/ojo: 3,2x10° GC)
(figura 3C). Globalmente, estos datos sugieren que la estrategia de AAV OV duales es mas eficaz para la
transferencia de genes grandes a RPE que a PR, que son la diana principal de la terapia génica para IRD, tales
como STGD y USH1B.

Para descubrir una estrategia basada en AAV que transduzca con eficacia genes grandes a PR, los inventores
evaluaron las propiedades de transduccion retinianas de las estrategias de AAV OZ y de TS, AP y AK hibridas de
AAV duales. Los inventores inicialmente emplearon EGFP, que permite localizar con facilidad la expresion de
transgenes en los diversos tipos de células retinianas, incluyendo PR, asi como para comparar de modo adecuado
los niveles de transduccién de transgenes grandes basada en AAV con los de un vector de AAV Unico de tamafio
normal (NS). Se inyectaron subretinianamente ratones C57BL/6 con los vectores de AAV NS,y OZy TS, y AP y AK
hibridas de AAV duales (dosis de cada vector/ojo: 1,7x10° GC), que codifican EGFP bajo el control transcripcional
del promotor de CMV. Un mes después, las fotografias del fondo del ojo demostraron que se obtuvieron los niveles
mas altos de fluorescencia con las estrategias de AAV NS, y TS y AK hibrida de AAV duales (figura 15). El analisis
con microscopio de fluorescencia de criosecciones retinianas demostré que pueden observarse niveles detectables
de transduccién de RPE o PR en 77 % (10/13) de las retinas inyectadas con los vectores de AAV NS y OZ,y 92 %
(12/13) de las retinas inyectadas con los vectores de TS y AP y AK hibridas de AAV duales. La figura 4 muestra las
retinas mejor transducidas para cada uno de estos grupos. Los niveles mas robustos de transduccion de PR se
obtuvieron con las estrategias de AAV NS y TS y AK hibrida de AAV duales.

Los inventores después evaluaron los niveles de transduccion especifica de PR en ratones C57BL/6 tras la
administracion subretiniana de vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales, que parecen ser los mas
prometedores para la reconstitucion de genes grandes en PR, asi como de vectores de AAV NS como comparacion
(dosis de cada vector/ojo: 2,4x10° GC). Todos los vectores codifican EGFP bajo el control transcripcional del
promotor de RHO especifico de PR. Un mes después de la administracion, las retinas se criocortaron y se
analizaron con un microscopio de fluorescencia (figura 5A). Todas las estrategias produjeron niveles altos de
transduccion de PR, que parecen ser mas constantes con el vector de AAV NS individual. Los inventores
descubrieron transduccion de PR en 100 % (6/6) de las retinas inyectadas con AAV NS, 60 % (9/15) de las retinas
inyectadas con TS de AAV dual, y 71 % (10/14) de las retinas inyectadas con AK hibrida de AAV dual. La figura 5A
muestra las retinas mejor transducidas para cada uno de estos grupos. Asi, los inventores concluyeron que las
estrategias de TS y de AK hibrida de AAV duales permiten conseguir una transduccion eficaz de PR de ratdn,
aunque a niveles que son menores que los obtenidos con un AAV NS. Los inventores después confirmaron que la
administracion subretiniana de los vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales (dosis de cada vector/ojo: 1x10"!
GC; retinas positivas a EGFP del total de inyectadas: 2/2 TS de AAV dual; 2/2 AK hibrida de AAV dual) transdujeron
los PR de cerdos White Large (figura 5B).

Ademas, la administracion subretiniana a la retina de cerdo de los vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales
(dosis de cada vector/ojo: 1x10'") produjo una expresion eficaz de ABCA4-3xflag de longitud completa
especificamente en PR (figura 16a) y MYO7A-HA de longitud completa en RPE y PR (figura 16b). De modo
interesante, los vectores de AK hibrida de AAV dual produjeron una expresiéon mas constante de proteinas ABCA4 y
MYO7A grandes en los PR, comparado con los vectores de TS de AAV duales (figura 16).

Los vectores de AAV duales mejoran el fenotipo retiniano de modelos de raton de STGD y USH1B

Para comprender si los niveles de transduccion de PR obtenidos con las estrategias de TS y de AK hibrida de AAV
duales pueden ser terapéuticamente importantes, los inventores los investigaron en la retina de dos modelos de
raton de IRD, STGD y USH17B, provocadas por mutaciones en los genes grandes ABCA4 y MYO7A,
respectivamente.

Aunque el modelo de raton Abca4-/- no sufre una degeneracion de PR grave (42), la ausencia del transportador
retiniano todo-trans codificado por ABCA4 en los segmentos exteriores de los PR (43-44) provoca una acumulacion
de lipofuscina en los PR, asi como en el RPE, como resultado de la fagocitosis de PR por el RPE (45). Como
consecuencia, tanto el numero de granulos de lipofuscina en el RPE como el espesor de las células del RPE son
mayores en ratones Abca4-/- que en ratones control (45). Ademas, el modelo de ratén Abca4-/- se caracteriza por
una adaptacion retrasada a la oscuridad (57, 62). Puesto que ABCA4 se expresa especificamente en los PR, los
inventores generaron vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales que codifican ABCA4-3xflag bajo el control
transcripcional del promotor de RHO. Estos vectores se inyectaron subretinianamente en ratones C57BL/6 de tipo
salvaje (dosis de cada vector/ojo: 3-5x10° GC) y un mes después las retinas se lisaron y se analizaron mediante una
transferencia Western con anticuerpos anti-3xflag. Ambas estrategias produjeron niveles robustos, pero variables de
expresion de ABCA4-3xflag. Los niveles de expresion de ABCA4-3xflag fueron mas constantes en retinas tratadas
con los vectores de AK hibrida de AAV dual (figura 6A). Estos resultados fueron confirmados en cerdos Large White
(los datos no se muestran). Ademas, ratones de un mes de edad albinos Abca4-/- fueron inyectados
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subretinianamente con los vectores de AK hibrida de AAV dual RHO-ABCA4-HA (dosis de cada vector/ojo: 1-3x10°
GC). Tres meses después se recolectaron los ojos y un analisis con microscopia inmunoelectrénica con anticuerpos
anti-hemaglutinina (HA) de secciones retinianas confirmé que las inmunoparticulas de oro estaban correctamente
localizadas en los segmentos exteriores de los PR solo en los animales que fueron inyectados con la combinacion
de vectores de AK hibrida de AAV dual 5' y 3' (figura 6B). Para evaluar la funcionalidad de la proteina ABCA4
expresada por los vectores duales, los inventores también realizaron una microscopia de transmisién de electrones
para evaluar la presencia y el nimero de granulos de lipofuscina en el RPE (figura 7) y el espesor del RPE (figura 8).
Ambos fueron mayores en las retinas de los ratones Abca4-/- inyectados con los vectores control que en las retinas
de controles de Balb/C de la misma edad de tipo salvaje, y se redujeron o normalizaron en los ojos inyectados con
los vectores terapéuticos de TS o AK hibrida de AAV duales (figura 7B y 8B). Ademas, la capacidad de los
fotorreceptores de Abca4-/- para recuperarse de la desensibilizacion a la luz mejoré significativamente en las retinas
tratadas con los vectores terapéuticos cuando se comparan con las retinas control (figura 13).

Los inventores después ensayaron los niveles de transduccion en PR y la eficacia de la transferencia del gen
MYQO7A mediada por AAV duales en la retina de ratones sh1, el modelo de USH1B que se emplea con mas
frecuencia (23-24, 46-48). En ratones sh1, una deficiencia en la Myo7a motora provoca la localizacion incorrecta de
los melanosomas del RPE (47), que no se introducen en las microvellosidades del RPE, y la acumulacion de
rodopsina en los cilios conectores de los PR (48). Puesto que MYO7A se expresa en RPE y PR (22-23), los
inventores emplearon los vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales que expresan MYO7A-HA bajo el control
transcripcional del promotor de CBA ubicuo. Se inyectaron ratones de un mes de edad de tipo salvaje C57BL/6 con
los vectores de AAV duales (dosis de cada vector/ojo: 1,7x10° GC) y se evaluaron los lisados de la copa ocular un
mes después empleando un analisis de la transferencia Western con anticuerpos anti-HA. Los resultados muestran
unos niveles similares constantes y robustos de expresion de MYO7A en las retinas tratadas con ambas estrategias
(figura 9). Aprovechando la capacidad del anticuerpo anti-MYO7A de los inventores para reconocer la MYO7A
murina y humana, se compararon los niveles de MYO7A logrados tras la administracion de los vectores de AAV
duales a ojos de sh17-/- con los expresados endégenamente en los ojos de sh1+/+ (figura 14). Se emplearon los
promotores de CBA (figura 14, panel izquierdo, dosis de cada vector/ojo: 1-6x10° GC) y de RHO (figura 14, panel
derecho, dosis de cada vector/ojo: 2x10° GC) para distinguir la expresion de MYO7A lograda en PR y RPE de la de
PR por si solos: la primera es de aproximadamente 20 % (figura 14, panel izquierdo) y la ultima de
aproximadamente 50 % de Myo7a endodgena (figura 14, panel derecho). El andlisis muestra ademas que los niveles
de expresion de MYOT7A logrados en PR por los vectores de AK hibrida de AAV dual son mayores que los obtenidos
con los vectores de TS de AAV dual, a pesar de que el nimero de retinas transducidas es similar (TS-MYO7A: 3
retinas positivas de 8 inyectadas; AK-MYOT7A: 4 retinas positivas de 8 tratadas; figura 14, panel derecho).

Para ensayar la capacidad de MYO7A expresada a partir de los vectores de AAV duales para rescatar los defectos
de las retinas de sh17-/- , los inventores después inyectaron subretinianamente los conjuntos de CBA de los vectores
de TS y de AK hibrida de AAV duales (dosis de cada vector/ojo: 2,5x10° GC) en ratones sh7 de un mes de edad.
Los inventores evaluaron la localizacion de melanosomas en el RPE (figura 10) y de rodopsina (figura 11) mediante
el analisis de una seccion retiniana semidelgada y mediante microscopia inmunoelectrénica, respectivamente. A
diferencia de los melanosomas de sh7+/-, que no se ven afectados, los melanosomas de sh7-/- no se introducen en
las microvellosidades del RPE después de la administracion de los vectores control (cada mitad 5' individual de las
estrategias de AAV duales, figura 10). El nimero de melanosomas del RPE localizados correctamente en posicion
apical mejoro significativamente después de la administracion de los vectores de TS o de AK hibrida de AAV duales
que codifican MYOTYA (figura 10B). De modo notable, los inventores también descubrieron que la expresion de
MYO7A mediada por los vectores de TS y de AK hibrida de AAV duales reduce la acumulacion de rodopsina en los
cilios conectores de PR de sh1-/- (figura 11).

Analisis:

Aunque la terapia génica mediada por AAV es eficaz en modelos animales y en pacientes con trastornos de ceguera
heredados (5-9, 49), su aplicacién a enfermedades que afectan a la retina y que requieren la transferencia de genes
mayores que 5 kb (denominados genes grandes) es inhibida por la capacidad de carga limitada de AAV. Para
solucionar este problema, los inventores compararon la eficacia de diversas estrategias basadas en AAV para la
transduccién de genes grandes, que incluyen las estrategias de AAV OZ y OV, TS e hibridos de AAV duales in vitro
y en la retina de ratén y de cerdo. En experimentos previos, los inventores seleccionaron una secuencia de 77 pb
procedente del genoma del fago F1 que fue identificada por los inventores debido a sus propiedades
recombinogénicas y se uso en la estrategia de hibrido dual (AK, AK hibrida de AAV dual).

Los resultados in vitro e in vivo de los inventores demostraron que el vector de AK hibrida de AAV dual, de modo
sorprendente, tuvo una actuacion mejor que el vector de AP hibrida de AAV dual, y que todas las estrategias de AAV
dual que ensayaron los inventores (con la excepcion de AP hibrida de AAV dual) tuvieron una actuacién mejor que
los vectores de AAV OZ en términos de niveles de transduccion. Esto puede explicarse por el tamafio homogéneo
de la poblacion del genoma de AAV dual cuando se compara con los genomas de OZ, lo cual puede favorecer la
generacion de médulos de expresion de transgenes grandes transcripcionalmente activos.

La estrategia de AAV OV dual parece particularmente interesante cuando se compara con las estrategias de TS o
AK hibrida, puesto que los vectores de AAV OV duales solo contienen secuencias que pertenecen al modulo de

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2704 677 T3

expresion del transgén terapéutico. Sin embargo, cuando los inventores administraron los vectores de AAV OV
duales al espacio subretiniano de ratones y cerdos adultos, solo fueron capaces de detectar la expresion de la
proteina ABCA4 grande cuando se emplean los promotores ubicuos especificos de RPE, pero no los promotores
especificos de PR. Esto puede sugerir que la recombinacion homdloga necesaria para la reconstitucion de AAV OV
duales es mas eficaz en el RPE que en los PR. Esto resulta coherente con los niveles bajos de recombinacion
homdloga indicados en neuronas postmitéticas (50) y podria explicar, al menos en parte, la falta de transduccion de
MYO7A mediada por AAV OV duales indicada en fechas recientes por otros grupos (30). Los inventores concluyeron
que la administracion subretiniana de los vectores de AAV OV duales no debe usarse para la transferencia de genes
grandes a los PR, aunque los inventores no pueden excluir que unas secuencias que sean mas recombinogénicas
que las incluidas en los vectores de ABCA4 y MYO7A de AAV duales de los inventores puedan permitir una
recombinacion homéloga eficaz en los PR.

Las estrategias de TS y de AK hibrida de AAV duales transducen con eficacia los PR de ratéon y de cerdo, de
manera diferente a lo observado por los inventores con los AAV OV duales. Esto resulta coherente con la
conocimiento de que el mecanismo de reconstitucion de genes grandes mediado por las estrategias de TS y de AK
hibrida de AAV duales puede realizarse a través de la reunificacion de cabeza a cola mediada por ITR (32, 35, 51),
en lugar de a través de una recombinacion homologa.

Los niveles de transduccién de PR de raton logrados por los inventores con TS y AK hibrida de AAV duales son
menores y menos constantes que con los vectores NS individuales. Sin embargo, el AAV dual puede ser eficaz para
tratar trastornos de ceguera heredados que requieran unos niveles relativamente bajos de expresion transgénica, es
decir, enfermedades heredadas como autosémicas recesivas. En efecto, los inventores han demostrado que la
administracion subretiniana de TS y AK hibrida de AAV duales mejora e incluso normaliza los defectos retinianos de
dos modelos animales de enfermedades retinianas heredadas, STGD y USH1B, que son debidas a mutaciones en
genes grandes y son dianas atractivas para la terapia génica.

El tamafio del genoma de los vectores de AAV duales es homogéneo, lo cual significa que los problemas de
identidad y seguridad relacionados con su uso seran menos considerables que los relacionados con los vectores de
AAV OZ, que presentan unos tamafios de genomas heterogéneos. Por contraste, los inventores no detectaron
anomalias histologicas retinianas ni de ERG en los ratones que fueron seguidos hasta 1-2 meses después de la
administracion del vector de AAV dual (los datos no se muestran).

En conclusion, los inventores han identificado una nueva secuencia recombinogénica (AK) que aumenta de modo
notable la actuacién del sistema de vector hibrido de AAV dual. De hecho han descubierto que los vectores de AAV
duales son eficaces in vitro y en la retina in vivo. Aunque los vectores de AAV OV duales transducen con eficacia el
RPE, no transducen los PR, mientras que las estrategias de TS y de AK hibrida de AAV duales dirigen con eficacia
la reconstitucién de genes grandes en ambos tipos de células. La administracion de las estrategias de TS y de AK
hibrida de AAV duales mejora el fenotipo retiniano de modelos de ratéon de STGD y USH1B, proporcionando pruebas
de la eficacia de estas estrategias para la terapia génica para estos y otros trastornos de ceguera que requieren la
transferencia de genes grandes a los PR retinianos, asi como al RPE. Estos descubrimientos ampliaran mucho la
aplicacion de los vectores de AAV para terapias génicas no solo a los ojos, sino también al muasculo y a otros
organos vy tejidos. Las enfermedades distintas a las IRD provocadas por genes defectuosos mayores que 5 kb
incluyen, como ejemplos no limitantes, las distrofias musculares, las deficiencias en disferlina (distrofia muscular de
cinturas de tipo 2B y miopatia de Miyoshi), la fibrosis quistica, la hemofilia.
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atttaacatc

ggataagttt

51

gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
gagaattcac
cagatacagce
gtggtggaac
aacccgcetcet
atgctgeegt
accccaggag
tatcgagatt
tggacagagc
attgcaggaa
tttctcatta
gtcegtcecag
agcgaggccc
cgctatgece
gccaacgtgg
caaggtatca
gagtttatcc
aatggtggtc
taccecegagg
aaggcctttc
acaacatcct
gcttggaggg
gcagcacgaa
aagttggtca
acacagatga
aggcagcttg
cctcgggaaa
actgatcgca

gaaagctaca

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



10

atgatgaaac
ccggagtggt
ataagatccg
gggattctgg
cctatctgca
cagttggaat
tcatcctgaa
tgactgtgaa
agggtgtcte
cgatgagcat
acccattcat
ttctgeteag
atttcaccct
agctgaagaa
tggttecgett
cggaagggga
tctatggcett
ttccttggta
gagaagaaag
acccagaagg
tatgcgtgaa
tgaacatcac
aaaccaccac
gggcttgtcg
ggttaaaaaa
ttataatttc
cctetetgeg

gctttgeecg

<210> 12
<211> 3978
<212> ADN

tcagctcacc
attccctgac
aatggacata
tcccagaget
ggacatggtt
ctacctccag
ccgetgttte
gagcatcgtc
caatgcagtg
cttectectyg
cctcttectg
caccttctte
ctacctgeca
ggctgtgage
tgaagagcaa
cgaattcagc
actcgettgg
ctttcttceta
agccctggaa
aatacacgac
gaatctggta
cttctacgag
cttgtaagta
agacagagaa
tgagctgatt
aggtggcatc
cgctegeteg

ggcggcectea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 12

caacgtgccce
atgtatccct
gacgtggtgg
gatccegtgg
gaacagggga
cagatgccct
cctatcttca
ttggagaagg
atttggtgta
acgatattca
ttcttgttgg
tccaaggcecca
cacatcctgt
ttactgtcte
ggcctgggge
ttecctgetgt
taccttgatce
caagagtcgt
aagaccgagc
tecettetttg
aagatttttg
aaccagatca
tcaaggttac
gactcttgeg
taacaaaaat
tttccaattg
ctcactgagg

gtgagcgagce
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tctctcetact
ggaccagctce
agaaaaccaa
aagatttccg
tcacaaggag
acccctgett
tggtgctgge
agttgcgact
cctggttect
tcatgcatgg
ctttectccac
gtctggecage
gcttegecetg
cggtggcatt
tgcagtggag
ccatgcagat
aggtgtttcc
attggcttgg
ccctaacaga
aacgtgagca
agccctgtgg
ccgecattcct
aagacaggtt
tttctgggat
ttaacgcgaa
aggaacccct
ccgggcgace

gagcgcgeag

ggaggaaaac
tctaccacce
taagattaaa
gtacatctgg
ccaggtgcag
cgtggacgat
atggatctac
gaaggagacc
ggacagcttce
aagaatccta
tgccaccatce
agcctgtagt
gcaggaccgce
tggatttgge
caacatcggg
gatgctcctt
aggagactat
cggtgaaggg
ggaaacggag
tccagggtgg
ccggcecaget
gggccacaat
taaggagacc
tttgcegatt
ttttaacaaa
agtgatggag

aaaggtcgcce

52

atgttctggg
cacgtgaagt
gacaggtatt
ggcgggtttg
gcggaggcte
tctttcatga
tctgtctceca
ttgaaaaatc
tccatcatgt
cattacagcg
atgctgtgcet
ggtgtcatct
atgaccgetg
actgagtacc
aacagtccca
gatgctgctg
ggaaccccac
tgttcaacca
gatccagagc
gttecectgggg
gtggaccgtc
ggagctggga
aatagaaact
tcggectatt
atattaacgt
ttggccactce

cgacgccegg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4540



gtccatcctg
cattgaaacc
cctgttccac
gtcccaggag
caagcggaat
cattgccttt
cccttacteg
catcatgtce
tgcccaggga
aggcttgtac
tgaggggacc
tgacctaact
ccaccatgtt
tccaaataag
gctggcectgac
tctgaaggtc
aagagaaaac
accccaggac
tecceccagag
gcatgtgcag
cctggecgecag
tatcecctect
gtacaccttce
cctectgaat
ccectgtgge
gttccagaag
ggagaagctc
gagaacacag
cttggtaaaa

tgaacagagg

acgggtctgt
agcctggatg
cacctcacgg
gaggcccage
gaagaggctc
gtgggagatg
agacgctcaa
actcaccaca
aggctctact
ttaaccttgg
tgcagctgcet
ccagaacaag
ccagaggcaa
aacttcaagc
cttggtctca
acggaggatt
gtcaacccce
tccaatgtcet
ccagagtgcc
gcgetgetgg
atcgtgcectce
tttggcgaat
ttcagcatgg
aagccaggct
aactcaacac
cagaaatgga
accatgctge
cgcagcacgg
acgtatcctg

tatggaggaa

tgccaccaac
cagtccggceca
tggctgagca
tggagatgga
aggacctatc
ccaaggtggt
tctgggatct
tggacgaggc
gctcaggcac
tgcgcaagat
cgtctaaggg
tcctggatgg
agctggtgga
acagagcata
gcagttttgg
ctgattcagg
gacaccccetg
gctcececcagg
caggcccgea
tcaagagatt
cggctacctt
accccegettt
atgaaccagg
ttggcaaccg
cctggaagac
cacaggtcaa
cagagtgccc
aaattctaca
ctcttataag

ttteccattgg
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ctctgggact
gagccttgge
catgctgttce
agccatgttg
aggtggcatg
gattctggac
gctcctgaag
cgacctccett
cccactctte
gaaaaacatc
tttctccace
ggatgtaaat
gtgcattggt
tgccagcecett
aatttctgac
acctctgttt
cttgggtcce
ggcgecggcet
gctcaacacg
ccaacacacc
tgtgtttttg
gacccttcac
cagtgagcag
ctgcctgaag
tccttetgtg
cccttcacca
cgagggtgcc
agacctgacg
aagcagctta

aggaaagctc

gtgctegttg
atgtgtccac
tatgcceccage
gaggacacag
cagagaaagc
gaacccacct
tatcgctecag
ggggaccgca
ctgaagaact
cagagccaaa
acgtgtccag
gagctgatgg
caagaactta
ttcagagagc
actcccctgg
gcgggtggeg
agagagaagg
gctcacccag
gggacacagc
atcecgcagece
gctctgatge
ccctggatat
ttcacggtac
gaagggtgge
tccccaaaca
tcctgcaggt
gggggcctce
gacaggaaca
aagagcaaat

ccagtcgtcce

53

ggggaaggga
agcacaacat
tgaaaggaaa
gcctccacca
tgtcggttge
ctggggtgga
gcagaaccat
ttgccatcat
gectttggecac
ggaaaggcag
cccacgtcga
atgtagttct
tctteettet
tggaggagac
aagagatttt
ctcagcagaa
ctggacagac
agggccagcce
tggtcctcca
acaaggactt
tttctattgt
atgggcagca
ttgcagacgt
ttccggagta
tcacccagct
gcagcaccag
cgccccccca
tcteccgactt
tctgggtcaa

ccatcacggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



ggaagcactt
tatcactaga
caacattaag
ggcccacaac
aatcaccgtc
gctgaccact
cccagccagce
gtttatcagt
gaattattcc
ctacacttct
ggtcattcce
ggctttatct
ggaattattt
cattgtcttc
tgtgacagat
cctgattggg
cctgetggtce
cattgttgat
taaaactgac
agcagtggac
gaatggtgcc
aggggatgcc
tatgggctac
ttacctttat
gagtattaag
gggcaacaag
gctggatgag
cgtgagecatc
tgaggcactg
cattcagcat
cccgaaggac
cccaggcagt
ctcectggeg
gtactcagtc
tgaaagtcat
cgactacaaa

tgacaagtga

<210> 13

gttgggtttt
gaggcctcta
gtgtggttta
gccatcttac
attagccaac
tcagtggatg
tttgtecettt
ggagtgagcce
gtgagtgctg
ccagaaaacc
atgatgtacc
tgtgctaatc
gagaataacc
ccccacttcet
gtctatgece
aagaacctgt
cagcgccact
gaagatgatg
atcttaaggc
aggctgtgtg
ggcaaaacaa
accgtagcag
tgtcectecagt
gceceggette
agcctgggece
cggaaactct
cccaccacag
atcagagaag
tgtaccegge
ctcaagtcca

gacctgette

gtgcagaggg

taagcgacct
aagaaatacc
ataacaaagg
gggccagect
ccctgaacct
ctgtggttge
atttgatcca
ccaccaccta
ggctggtggt
ttcctgeect
cagcatcctt
tgttcatcgg
ggacgctgcet
gcctgggeeg
ggtttggtga
ttgccatggt
tcttectete
atgtggctga
tacatgaact
tecggagtteg
ccacattcaa
gcaagagtat
ttgatgcaat
gaggtgtacc
tgactgtcta
ccacagccat
ggatggaccc
ggagggctgt
tggccatcat
aatttggaga
ctgacctgaa

agaggcacta
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tggcecggatce
tgatttcectt
ctggcatgee
gcctaaggac
gaccaaggag
catctgecgtg
ggagcgggtg
ctgggtaacc
gggcatcttce
tgtggcactg
cctgtttgat
catcaacagc
caggttcaac
gggcctcatt
ggagcactct
ggtggaaggg
ccaatggatt
agaaagacaa
aaccaagatt
ccctggagag
gatgctcact
tttaaccaat
cgatgagctg
agcagaagaa
cgccgactge
cgcactcatt
ccaggcacgce
ggtcctcaca
ggtaaagggc
tggctatatc
ccectgtggag

caacatgctce

atgaatgtga
aaacatctag
ctggtcaget
agaagccceg
cagctctcag
attttctcca
aacaaatcca
aacttectet
atcgggtttce
ctcctgetgt
gtcecccagea
agtgctatta
gccgtgetga
gaccttgcac
gcaaatccgt
gtggtgtact
gccgagccca
agaattatta
tatccaggca
tgetttggece
ggggacacca
atttctgaag
ctcacaggac
atcgaaaagg
ctggctggca
ggctgeccac
cgcatgetgt
tcccacagea
gcectttegat
gtcacaatga
cagttcttece

cagttccagg

gcgggggceec
aaactgaaga
ttctcaatgt
aggagtatgg
agattacagt
tgtccttegt
agcacctcca
gggacatcat
agaagaaagc
atggatgggce
cagcctatgt
ccttecatctt
ggaagctgcect
tgagccagge
tccactggga
tcctectgac
ctaaggagcce
ctggtggaaa
cctcecagece
tcctgggagt
cagtgacctc
tccatcaaaa
gagaacatct
ttgcaaactg
cgtacagtgg
cgectggtget
ggaacgtcat
tggaagaatg
gtatgggcac
agatcaaatc
aggggaactt

tctectecte

aggatcttce agctcecctect ctcecccacaag gacagectge tcatcgagga
acacagacca cactggacca ggtgtttgta aattttgcta aacagcagac
gacctcecete tgcacccteg agetgetgga gccagtcgac aagcccagga
gaccatgacg gtgattataa agatcatgac atcgactaca aggatgacga

gcggecge

54

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

3978
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15

20

25

30

35
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<211> 261
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 13

ttcgagcaga catgataaga tacattgatg agtttggaca aaccacaact agaatgcagt
gaaaaaaatg ctttatttgt gaaatttgtg atgctattgce tttatttgta accattataa
gctgcaataa acaagttaac aacaacaatt gcattcattt tatgtttcag gttcaggggg
agatgtggga ggttttttaa agcaagtaaa acctctacaa atgtggtaaa atcgataagg

atcttcctag agcatggcta c

<210> 14

<211>175

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 14

tcactgctta caaaacccce ttgcttgaga gtgtggcact ctccccecectg tecgegttcege
tegetegetg getegtttgg gggggecgacg geccagaggge cgtegtetgg cagetcetttg
agctgccacce cccccaaacg agccagcgag cgagcgaacg cgacaggggg gagag
<210> 15

<211> 4636

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 15
ctgcgegete gectcgetcac tgaggccgec cgggcaaagc ccgggcegtcg ggcgaccettt
ggtcgecegg cctcagtgag cgagegageg cgcagagagg gagtggccaa ctceccatcact

aggggttcect ggatccggga ttttgeccgat ttecggectat tggttaaaaa atgagetgat

55

60

120

180

240

261

60

120

175

60

120

180



ttaacaaaaa
ctttcgatag
atcectgacgg
gaaaccagcc
ttccaccacc
caggaggagg
cggaatgaag
gcectttgtgg
tactcgagac
atgtccactc
cagggaaggc
ttgtacttaa
gggacctgca
ctaactccag
catgttccag
aataagaact
gctgaccttg
aaggtcacgg
gaaaacgtca
caggactcca
ccagagccag
gtgcaggcgc
gcgcagatceg
cctecttttg
accttcttca
ctgaataagc
tgtggcaact
cagaagcaga
aagctcacca
acacagcgca
gtaaaaacgt

cagaggtatg

tttaacgecga
gcacctattg
gtctgttgee
tggatgcagt
tcacggtgge
cccagctgga
aggctcagga
gagatgccaa
gctcaatctg
accacatgga
tctactgete
ccttggtgeg
gctgctegte
aacaagtcct
aggcaaagct
tcaagcacag
gtctcagcag
aggattctga
acccccgaca
atgtectgcete
agtgcccagg
tgctggtcaa
tgctecegge
gcgaatacce
gcatggatga
caggctttgg
caacaccctg
aatggacaca
tgctgccaga
gcacggaaat
atcctgcetcet

gaggaatttc

attttaacaa
gtcttactga
accaacctct
ccggcagage
tgagcacatg
gatggaagcc
cctatcaggt
ggtggtgatt
ggatctgctc
cgaggccgac
aggcacccca
caagatgaaa
taagggtttc
ggatggggat
ggtggagtgc
agcatatgece
ttttggaatt
ttcaggacct
cccetgettg
ccecaggggeg
cccgecagcetce
gagattccaa
tacctttgtg
cgctttgace
accaggcagt
caaccgctge
gaagactcct
ggtcaaccct
gtgccccgag
tctacaagac
tataagaagc

cattggagga
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aatattaacg
catccacttt
gggactgtgc
cttggcatgt
ctgttctatg
atgttggagg
ggcatgcaga
ctggacgaac
ctgaagtatc
ctcecttgggg
ctecttectga
aacatccaga
tccaccacgt
gtaaatgagc
attggtcaag
agccttttca
tctgacactc
ctgtttgcgg
ggtcccagag
ccggetgete
aacacgggga
cacaccatcc
tttttggete
cttcaccect
gagcagttca
ctgaaggaag
tctgtgteee
tcaccatcct
ggtgccgggg
ctgacggaca
agcttaaaga

aagctcccag

tttataattt
gcetttetet
tcgttggggg
gtccacagea
cccagctgaa
acacaggcct
gaaagctgtc
ccacctetgg
gctcaggcag
accgcattgce
agaactgctt
gccaaaggaa
gtccagcccea
tgatggatgt
aacttatctt
gagagctgga
ccctggaaga
gtggcgctca
agaaggctgg
acccagaggg
cacagctggt
gcagccacaa
tgatgecttte
ggatatatgg
cggtacttge
ggtggcttee
caaacatcac
gcaggtgcag
gcctecegece
ggaacatctc
gcaaattctg

tegteecccat

56

caggtggcat
ccacaggtcc
aagggacatt
caacatcctg
aggaaagtcc
ccaccacaag
ggttgccatt
ggtggaccct
aaccatcatc
catcattgcc
tggcacaggce
aggcagtgag
cgtcgatgac
agttctccac
ccttetteeca
ggagacgctg
gatttttectg
gcagaaaaga
acagacaccce
ccagcctcee
cctccagceat
ggacttcctg
tattgttatc
gcagcagtac
agacgtcctce
ggagtacccce
ccagctgtte
caccagggag
cccccagaga
cgacttcttg

ggtcaatgaa

cacgggggaa

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



gcacttgttg
actagagagg
attaaggtgt
cacaacgcca
accgtcatta
accacttcag
gccagctttg
atcagtggag
tattccgtga
acttctccag
attcccatga
ttatcttgtg
ttatttgaga
gtctteececee
acagatgtct
attgggaaga
ctggtccage
gttgatgaag
actgacatct
gtggacaggc
ggtgeceggea
gatgccaccg
ggctactgtce
ctttatgccec
attaagagcce
aacaagcgga
gatgagccca
agcatcatca
gcactgtgta
cagcatctca

aaggacgacc

ggtttttaag
cctctaaaga
ggtttaataa
tcttacgggce
gccaacccct
tggatgctgt
tcctttattt
tgagcecccac
gtgctgggcet
aaaaccttcc
tgtacccagce
ctaatctgtt
ataaccggac
acttctgect
atgcceggtt
acctgtttge
gccacttcett
atgatgatgt
taaggctaca
tgtgtgtegg
aaacaaccac
tagcaggcaa
ctcagtttga
ggcttcgagg
tgggcctgac
aactctccac
ccacagggat
gagaagggag
ccecggetgge
agtccaaatt

tgcttectga

cgaccttggce
aatacctgat
caaaggctgg
cagcctgect
gaacctgacce
ggttgeccatce
gatccaggag
cacctactgg
ggtggtggge
tgccettgtg
atccttecetg
catcggcatc
gctgctcagg
gggccggggce
tggtgaggag
catggtggtg
cctcteccaa
ggctgaagaa
tgaactaacc
agttcgcect
attcaagatg
gagtatttta
tgcaatcgat
tgtaccagca
tgtctacgee
agccatcgca
ggacccccag
ggctgtggtce
catcatggta
tggagatgge

cctgaaccct
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cggatcatga
ttccttaaac
catgccctgg
aaggacagaa
aaggagcagc
tgcgtgattt
cgggtgaaca
gtaaccaact
atcttcatcg
gcactgcectcee
tttgatgtce
aacagcagtg
ttcaacgeceg
ctcattgacc
cactctgcaa
gaaggggtgg
tggattgccg
agacaaagaa
aagatttatc
ggagagtgcet
ctcactgggg
accaatattt
gagctgctca
gaagaaatcg
gactgecctgg
ctcattgget
gcacgccgca
ctcacatcce
aagggcgcect
tatatcgtca

gtggagcagt

atgtgagcgg
atctagaaac
tcagctttct
gccccgagga
tctcagagat
tctccatgte
aatccaagca
tcctetggga
ggtttcagaa
tgctgtatgg
ccagcacagc
ctattacctt
tgctgaggaa
ttgcactgag
atccgttcca
tgtacttecct
agcccactaa
ttattactgg
caggcacctc
ttggecctect
acaccacagt
ctgaagtcca
caggacgaga
aaaaggttgce
ctggcacgta
gcccaccgcet
tgctgtggaa
acagcatgga
ttcgatgtat
caatgaagat

tctteccaggg

57

gggccctate
tgaagacaac
caatgtggcc
gtatggaatc
tacagtgctg
cttcgteccca
ccteccagttt
catcatgaat
gaaagcctac
atgggcggtc
ctatgtggct
catcttggaa
gctgctceatt
ccaggctgtg
ctgggacctg
cctgaccctg
ggagcccatt
tggaaataaa
cagcccagca
gggagtgaat
gacctcaggg
tcaaaatatg
acatctttac
aaactggagt
cagtgggggc
ggtgctgetg
cgtcatcgtg
agaatgtgag
gggcaccatt
caaatccceg

gaacttccca

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



10

ggcagtgtgc
ctggcgagga
tcagtcacac
agtcatgacc
gcggecgcett
aatgcagtga
cattataagc
tcagggggag
cgataaggat
actacaagga
ctgaggccgg
gcgagcgage
<210> 16

<211> 4431
<212> ADN

agagggagag
tettecaget
agaccacact
tccetetgea
cgagcagaca
aaaaaatgct
tgcaataaac
atgtgggagg
cttcctagag
accccectagtg
gcgaccaaag

gcgcag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 16

ctgegegetce
ggtcgecegg
aggggttcct
aggaagatct
atattggcta
gctcatgtce
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgce
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacac
ccattgacgt

gtaataaccc

gctegcetcac
cctcagtgag
tgtagttaat
tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcectggectga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggegt
caatgggagt

cgcecegttg

gcactacaac
cctectetee
ggaccaggtg
ccctegaget
tgataagata
ttatttgtga
aagttaacaa
ttttttaaag
catggctacg
atggagttgg

gtcgecccgac

tgaggccgece
cgagcgagcg
gattaacccg
ccattagcca
catacgttgt
ccatgttggce
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccecgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge

acgcaaatgg
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atgctccagt
cacaaggaca
tttgtaaatt
gctggagcca
cattgatgag
aatttgtgat
caacaattgc
caagtaaaac
tagataagta
ccactceccete

gcececgggett

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgece
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca

gcggtaggeg

tccaggtcectce
gccetgeteat
ttgctaaaca
gtcgacaagce
tttggacaaa
gctattgcett
attcatttta
ctctacaaat
gcatggcggg
tctgegeget

tgcccgggeg

ccgggcgteg
gagtggccaa
tatctacgta
tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgegttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtceg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt

tgtacggtgg

58

ctecectectee
cgaggagtac
gcagactgaa
ccaggactga
ccacaactag
tatttgtaac
tgtttcaggt
gtggtaaaat
ttaatcatta
cgctegetcea

gcctcagtga

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgetcet
gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttacgggact
atgecggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc

gaggtctata

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4636

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



taagcagagce
acagttaaat
gaagttggtc
accaatagaa
ttggtettac
acagctctta
gcgtggtace
ttttgctectg
tcgtgtggee
acagccatca
ggctccaggg
aatctcctgg
ttcaagaact
tacacatctt
gaggaattcg
aaaacatcgg
agcagttcge
tcctggageg
tgtgctccct
acttcttcaa
atctgagatc
atcggccgag
cagagacctt
gaggtggctc
tggggattga
tttgtaatge
cggcaaagcc
ggatactgaa
aagcctggga
acatgatcag

gtgaagaagg

tcgtttagtg
tgctaacgca
gtgaggcact
actgggcttg
tgacatccac
aggctagagt
tctagagtcg
gaagaactgg
tttatcttta
tgaatgccat
gatcttctgce
aattgtgtca
cctcatgaat
gtcccaattce
aataagggat
cctgtetgac
tcatggagtc
cttcatcatc
ctcccagggce
gctectteegt
ttggggagga
tatgcaggac
tacaaagctg
tecgggtgcetce
ctccacaagg
attgatccag
tttgctgatg
gaatgccaac
agaagtaggg
agataccctg

tattactgcet

aaccgtcaga
gtcagtgett
gggcaggtaa
tcgagacaga
tttgeettte
acttaatacg
accecgggcegyg
accctgegga
tttctggtcet
ttccccaaca
aatgtgaaca
aactataaca
gcaccagaga
atggacaccc
atcttgaaag
tcagtggtct
ccggacctgg
ttcagccaga
accctacagt
gtgcttececca
atattatctg
ttgctgtggg
atgggcatcc
tccttcaact
aaggatccta
agcctggagt
ggaaaaatcc
tcaacttttg
ccccagatcet
gggaacccaa

gaagccatcce
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tcactagaag
ctgacacaac
gtatcaaggt
gaagactctt
tecteccacagg
actcactata
ccgecatggg
aaaggcaaaa
tgatctggtt
aggcgatgcece
atccctgttt
actccatctt
gccagcacct
tccggactcea
atgaagaaac
accttcectgat
cgctgaagga
gacgcggggc
ggatagaaga
cactcctaga
atatgtcace
tgaccaggce
tgtctgacct
ggtatgaaga
tctattctta
caaatccttt
tgtacactce
aagaactgga
ggtacttett
cagtaaaaga

taaacttcct

ctttattgeg
agtctcgaac
tacaagacag
gcgtttetga
tgtccactcee
ggctagectce
cttcgtgaga
gattecgettt
aaggaatgcc
ctcagcagga
tcaaagcccce
ggcaagggta
tggcegtatt
cccggagaga
actgacacta
caactctcaa
catcgectge
aaagacggtg
cactctgtat
cagccgttcet
aagaattcaa
cctcatgcag
cctgtgtgge
caataactat
tgacagaaga
aaccaaaatc
tgattcacct
acacgttagg
tgacaacagc
ctttttgaat

ctacaagggc

59

gtagtttatc
ttaagctgeca
gtttaaggag
taggcaccta
cagttcaatt
gagaattcac
cagatacagc
gtggtggaac
aacccgcetcect
atgctgecegt
accccaggag
tatcgagatt
tggacagagce
attgcaggaa
tttctcatta
gtcegtecag
agcgaggccc
cgctatgecece
gccaacgtgg
caaggtatca
gagtttatcc
aatggtggtc
taccccgagg
aaggccttte
acaacatcct
gcttggaggg
gcagcacgaa
aagttggtca
acacagatga
aggcagcecttg

cctcgggaaa

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



10

gccaggctga
ccctecgect
atgatgaaac
ccggagtggt
ataagatccg
gggattctgg
cctatctgca
cagttggaat
tcatcctgaa
tgactgtgaa
agggtgtctc
cgatgagcat
acccattcat
ttctgctcag
atttcaccct
agctgaagaa
tggttecgett
cggaagggga
tctatggcett
ttcettggta
gagaagaaag
acccagaagg
tatgcgtgaa
tgaacatcac
aaaccaccac
gggcttgtcg
gttggccact
ccgacgeccg
<210> 17

<211> 4521
<212> ADN

cgacatggcc
tgtcaatcaa
tcagctcacce
attccctgac
aatggacata
tcccagagcet
ggacatggtt
ctacctccag
ccgetgttte
gagcatcegte
caatgcagtg
cttcectectg
cctettectg
caccttctte
ctacctgcca
ggctgtgage
tgaagagcaa
cgaattcagc
actcgcecttgg
ctttcttcta
agccctggaa
aatacacgac
gaatctggta
cttctacgag
cttgtaagta
agacagagaa
ccctetetge

ggctttgeece

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 17

aacttcgact
tacctggagt
caacgtgccc
atgtatccct
gacgtggtgg
gatcecegtgg
gaacagggga
cagatgccct
cctatcttca
ttggagaagg
atttggtgta
acgatattca
ttettgttgg
tccaaggcca
cacatcctgt
ttactgtcte
ggcctgggge
ttcctgetgt
taccttgatc
caagagtcgt
aagaccgagc
tccttetttg
aagatttttg
aaccagatca
tcaaggttac
gactcttgeg
gcgetegete

gggcggcecte
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ggagggacat
gettggtect
tctctctact
ggaccagctc
agaaaaccaa
aagatttccg
tcacaaggag
acccctgett
tggtgctgge
agttgcgact
cctggttect
tcatgcatgg
ctttetcecac
gtctggcage
gcttcgectg
cggtggcatt
tgcagtggag
ccatgcagat
aggtgtttcc
attggcttgg
ccctaacaga
aacgtgagca
agccctgtgg
ccgecattcect
aagacaggtt
tttctcaatt
gctcactgag

agtgagcgag

atttaacatc
ggataagttt
ggaggaaaac
tctaccaccce
taagattaaa
gtacatctgg
ccaggtgcag
cgtggacgat
atggatctac
gaaggagacce
ggacagcttc
aagaatccta
tgccaccate
agcctgtagt
gcaggaccgce
tggatttggce
caacatcggg
gatgctcctt
aggagactat
cggtgaaggg
ggaaacggag
tcecagggtgg
ccggccagcet
gggccacaat
taaggagacc
gaggaacccce
gccgggegac

cgagcgegea

60

actgatcgca
gaaagctaca
atgttctggg
cacgtgaagt
gacaggtatt
ggcgggtttg
gcggaggcete
tctttcatga
tctgtctecca
ttgaaaaatc
tccatcatgt
cattacagcg
atgectgtgcet
ggtgtcatct
atgaccgctg
actgagtacc
aacagtccca
gatgctgctg
ggaaccccac
tgttcaacca
gatccagagc
gttcctgggg
gtggaccgtc
ggagctggga
aatagaaact
tagtgatgga
caaaggtcge

g

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4431



ctgegegete
ggtcgecegg
aggggttecct
ggtccatccect
acattgaaac
tcctgttcecca
agtcccagga
acaagcggaa
ccattgceccett
acccttactce
tcatcatgtc
ttgececcaggg
caggcttgta
gtgaggggac
atgacctaac
tccaccatgt
ttccaaataa
cgctggectga
ttctgaaggt
aaagagaaaa
caccccagga
ctcecccaga
agcatgtgca
tcctggegea
ttatcecctece
agtacacctt
tcctectgaa
acccctgtgg
tgttccagaa

gggagaagct

gctcgcetcac
cctcagtgag
gataggcacc
gacgggtctg
cagcctggat
ccacctcacg
ggaggcccag
tgaagaggct
tgtgggagat
gagacgctca
cactcaccac
aaggctctac
cttaaccttg
ctgcagctge
tccagaacaa
tccagaggca
gaacttcaag
ccttggtcte
cacggaggat
cgtcaaccce
ctccaatgte
gccagagtge
ggcgctgetg
gatcgtgcectce
ttttggcgaa
cttcagcatg
taagccagge
caactcaaca
gcagaaatgg

caccatgctg

tgaggccgece
cgagcgagceg
tattggtett
ttgccaccaa
gcagtcecgge
gtggctgage
ctggagatgg
caggacctat
gccaaggtgg
atctgggatc
atggacgagg
tgctcaggeca
gtgcgcaaga
tcgtctaagg
gtcctggatg
aagctggtgg
cacagagcat
agcagttttg
tctgattcag
cgacacccect
tgctececcag
ccaggcccge
gtcaagagat
ccggcectacct
taccccgett
gatgaaccag
tttggcaacc
ccctggaaga
acacaggtca

ccagagtgcc
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cgggcaaagc
cgcagagagg
actgacatcce
cctetgggac
agagccttgg
acatgctgtt
aagccatgtt
caggtggcat
tgattctgga
tgctcctgaa
ccgacctcect
ccccactcett
tgaaaaacat
gtttctccac
gggatgtaaa
agtgcattgg
atgccagcct
gaatttctga
gacctctgtt
gcttgggtcece
gggcgceegge
agctcaacac
tccaacacac
ttgtgttttt
tgacccttca
gcagtgagca
gctgcctgaa
ctcecttetgt
acccttcacce

ccgagggtge

ccgggegteg
gagtggccaa
actttgcecett
tgtgctegtt
catgtgtcca
ctatgcccag
ggaggacaca
gcagagaaag
cgaacccacc
gtatcgctca
tggggaccgce
cctgaagaac
ccagagccaa
cacgtgtcca
tgagctgatg
tcaagaactt
tttcagagag
cactcccectg
tgcgggtgge
cagagagaag
tgctcaccca
ggggacacag
catccgcage
ggctctgatg
cccectggata
gttcacggta
ggaagggtgg
gtccccaaac
atcctgcagg

cgggggcecte

61

ggcgaccttt
ctccatcact
tctctecaca
gg9gggaaggg
cagcacaaca
ctgaaaggaa
ggcctccacce
ctgtcggttg
tctggggtgg
ggcagaacca
attgccatca
tgctttggceca
aggaaaggca
gcccacgteg
gatgtagttc
atcttcctte
ctggaggaga
gaagagattt
gctcagcaga
gctggacaga
gagggccage
ctggtcctee
cacaaggact
ctttctattg
tatgggcagc
cttgcagacg
cttcecggagt
atcacccagce
tgcagcacca

ccgececceccee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



agagaacaca
tcttggtaaa
atgaacagag
gggaagcact
ctatcactag
acaacattaa
tggcccacaa
gaatcaccgt
tgctgaccac
tcccageccag
agtttatcag
tgaattattc
cctacacttc
cggtcattcc
tggectttate
tggaattatt
tcattgtett
ctgtgacaga
acctgattgg
ccectgetggt
ccattgttga
ataaaactga
cagcagtgga
tgaatggtge
caggggatgc
atatgggcta
tttaccttta
ggagtattaa
ggggcaacaa
tgctggatga
tcgtgagecat

gtgaggcact

gcgcagcacg
aacgtatcct
gtatggagga
tgttgggttt
agaggcctct
ggtgtggttt
cgccatctta
cattagccaa
ttcagtggat
ctttgtcett
tggagtgage
cgtgagtgcet
tccagaaaac
catgatgtac
ttgtgctaat
tgagaataac
ccceccactte
tgtctatgcc
gaagaacctg
ccagcgccac
tgaagatgat
catcttaagg
caggctgtgt
cggcaaaaca
caccgtagca
ctgtcctcag
tgceeggett
gagcctggge
gcggaaactc
gcccaccaca
catcagagaa

gtgtaccegg

gaaattctac
gctcttataa
atttccattg
ttaagcgacc
aaagaaatac
aataacaaag
cgggccagec
ccectgaace
gctgtggttg
tatttgatcc
cccaccacct
gggctggtgg
cttcectgeee
ccagcatcct
ctgttcatceg
cggacgcetge
tgecctgggece
cggtttggtg
tttgccatgg
ttecttectet
gatgtggctg
ctacatgaac
gtcggagttce
accacattca
ggcaagagta
tttgatgcaa
cgaggtgtac
ctgactgtct
tccacagcca
gggatggacc
gggagggctg

ctggccatca
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aagacctgac
gaagcagctt
gaggaaagct
ttggccggat
ctgatttecct
gctggcatge
tgcctaagga
tgaccaagga
ccatctgegt
aggagcgggt
actgggtaac
tgggcatctt
ttgtggcact
tcctgtttga
gcatcaacag
tcaggttcaa
ggggcctcat
aggagcactc
tggtggaagg
cccaatggat
aagaaagaca
taaccaagat
gcecctggaga
agatgctcac
ttttaaccaa
tcgatgaget
cagcagaaga
acgccgactg
tcgcactcat
cccaggcacg

tggtcctcac

tggtaaaggg

ggacaggaac
aaagagcaaa
cccagtegte
catgaatgtg
taaacatcta
cctggtcage
cagaagcccec
gcagctctceca
gattttctece
gaacaaatcc
caacttccte
catcgggttt
gctcectgetg
tgtcececage
cagtgctatt
cgeccgtgetg
tgaccttgea
tgcaaatccg
ggtggtgtac
tgeccgagecee
aagaattatt
ttatccaggc
gtgctttgge
tggggacacc
tatttctgaa
gctcacagga
aatcgaaaag
cctggetgge
tggctgcccea
ccgecatgetg
atcccacagce

cgectttega

62

atctccgact
ttctgggtca
cccatcacgg
agegggggec
gaaactgaag
tttctcaatg
gaggagtatg
gagattacag
atgtcctteg
aagcacctcc
tgggacatca
cagaagaaag
tatggatggg
acagcctatg
accttcatct
aggaagctge
ctgagccagg
ttccactggg
ttcctectga
actaaggagce
actggtggaa
acctccagcc
ctcectgggag
acagtgacct
gtccatcaaa
cgagaacatc
gttgcaaact
acgtacagtg
ccgetggtge
tggaacgtca
atggaagaat

tgtatgggca

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



10

15

20

25

ccattcagca
ccccgaagga
tcccaggeag
ccteectgge
agtactcagt
ctgaaagtca
actgagcggce
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
aaaatcgata
cattaactac
gctcactgag
agtgagcgag
<210> 18

<211> 175
<212> ADN

tctcaagtcce
cgacctgcett
tgtgcagagg
gaggatcttce
cacacagacc
tgacctccect
cgcttcgage
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggagatgtg
aggatcttcc
aaggaacccc
gccgggcegac

cgagcgegea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 18

aaatttggag
cctgacctga
gagaggcact
cagctcctece
acactggacc
ctgcacccte
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
tagagcatgg
tagtgatgga
caaaggtcge

g
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atggctatat
accctgtgga
acaacatgct
tctceccacaa
aggtgtttgt
gagctgetgg
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
ctacgtagat
gttggccact

ccgacgeecg

cgtcacaatg
gcagttcttce
ccagttccag
ggacagcctg
aaattttgcet
agccagtcga
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
aagtagcatg
ccctetetge

ggctttgece

aagatcaaat
caggggaact
gtctectect
ctcatcgagg
aaacagcaga
caagcccagg
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
gcgggttaat
gcgetegete

gggcggcecte

ctctcececee tgtegegtte gctcegetcege tggctcegttt gggggggtgg cagctcaaag

agctgccaga cgacggccct ctggeccgtcg cccccccaaa cgagccageg agcgagcgaa

cgcgacaggg gggagagtgce cacactctca agcaaggggg ttttgtaage agtga

<210> 19
<211> 400
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 19

gctagecgtge
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat

tggcagtaca

<210> 20

cacctggtceg
ttcatagccce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcccgectg

tctacgtatt

acattgatta
atatatggag
cgacccccge
tttcecattga
agtgtatcat
gcattatgcc

agtcatcget

ttgactagtt
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga

attaccatgg

attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggactattt
cgccccectat

ccttatggga

63

atcaattacg
ggtaaatggc
gtatgttccce
acggtaaact
tgacgtcaat

ctttcctact

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4521

60

120

175

60

120

180

240

300

360

400



10

15

20

25

30

35

<211> 277
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 20

tcgaggtgag
ttttgtattt
cgcgcgccag
gcggcagceca
cggecggcecct

<210> 21
<211>133
<212> ADN

ccccacgtte
atttattttt
gcggggcggg
atcagagcgg

ataaaaagcg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 21

tgcttcacte
taattatttt
gcggggcgag
cgcgetceccga

aagcgegegg

ES 2704 677 T3

tcceccatecte cccecectece ccacceccaa
gtgcagcgat gggggcgggyg 9999999999y
gggcggggcg gggcgaggcg gagaggtgeg

aagtttcctt ttatggcgag gcggcggcgg

cgggcgg

gtaagtatca aggttacaag acaggtttaa ggagaccaat agaaactggg cttgtcgaga

cagagaagac tcttgegttt ctgataggea cctattggte ttactgacat ccactttgece

tttctctecca

<210> 22
<211> 3108
<212> ADN

cag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 22

atggtgattc
gacgtgccca
gatgaagaca
cccacgtegg
atcttgegcea

atcctggtgg

ttcagcaggg
tcggggeggt
atgaacactg
tccacggegt
acctgcecttat

ctgtgaacce

ggaccatgtg
ggtgaagctc
gatctctceeg
ggaggacatg
ccgctacegg

ctaccagcetg

tggatggacc
tgcgactctg
cagaacgcaa
atcecgectgg
gaccacctca

ctctccatcet

tgagattggg
ggcaggtcca
cgcacatcaa
gggacctcaa
tctacacgta

actcgccaga

64

gcaggagttc
ggtggtggat
gcctatgeac
cgaggcgggc
tacgggctcce

gcacatcege

60

120

180

240

2717

60

120

133

60

120

180

240

300

360



cagtatacca
tgctacttca
ggggccggga
cagcactcgt
aatgccaaga
ttcaacaagce
cgtgtctgte
ggcatgagtg
ttggccatgg
atccgeteeg
ctcctggetg
ctggatgcecct
gtgaacccce
acggtgtcca
gggatctacg
cctcecteee
tttgagaact
ctgcagcagt
agcattgact
aacaagccca
gacaccacca
cccaagaaca
gagacccaag
gtccactccect
gccgagacca
ctgatgcgca
ttcaagaagc
atgatggaga
tttgtggage
ctcecgeggga

ataggcaaaa

acaagaagat
acatgaaacg
agacggagag
ggattgagca
ccatccgcaa
ggggcgccat
gccaggecct
aggatcagaa
gtaactgcat
ccatgaaggt
ccatcctgceca
gtgaggttct
cagacctgat
ccccactgag
ggcggctgtt
aggatgtgaa
ttgctgtgaa
tctttgtgeg
ggctgcacat
tgaacatcat
tgttacacaa
accatgagac
gcttcctgga
ccaggaacaa
ggaagcgctce
cgctgggtge
ccatgcetgtt
ccatccgaat
ggtacecgtgt
cttgccageg

ccaagatctt

tggggagatg
caacagccga
cacaaagctg
gcaggtcttg
tgacaactca
cgagggcgeg
ggatgaaagg
gaagaagctg
aacctgtgag
gctcatgtte
cctgggcaac
cttctecceca
gagctgecctg
cagggaacag
cgtgtggatt
gaactctege
cagctttgag
gcacgtgttce
cgagttcact
ctececcteate
gctgaactce
ccagtttgge
gaagaaccga
gttcatcaag
gcccacactt
ctgccagece
cgaccggcac
ccgeccgagcet
gctgctgeca
catggctgag

tctgaaggac

ES 2704 677 T3

ccccecccaca
gaccagtgcet
atcctgcagt
gaggccacce
agcegttteg
aagattgagc
aactaccacg
ggcttgggee
ggccgggtgg
actgacaccg
ctgcagtatg
tcgetggeca
actagccgca
gcactggacg
gtggacaaga
aggtccatcg
cagctctgca
aagctggagce
gacaaccagg
gatgaggaga
cagcacaagc
atcaaccatt
gacaccctge
cagatcttcce
agcagccagt
ttctttgtge
ctgtgegtge
ggctaccccea
ggtgtgaage
gctgtgetgg

caccatgaca

tctttgecat
gcatcatcag
tcctggecage
ccattctgga
gaaagtacat
agtacctgct
tgttctactg
aggcctctga
acagccagga
agaactggga
aggcacgcac
cagctgcatc
ccctcatcac
tgcgegacge
tcaacgcagce
gcctectgga
tcaacttcge
aggaggaata
atgccctgga
gcaagttccc
tcaacgccaa
ttgcaggcat
atggggacat
aggccgatgt
tcaagecggtce
gatgcatcaa
gccagcetgeg
tccgectacag
cggcctacaa
gcacccacga

tgctgctgga

65

tgctgacaac
tggggaatct
catcagtggg
agcatttggg
cgacatccac
ggaaaagtca
catgctggag
ctacaactac
gtacgccaac
gatctcgaag
atttgaaaac
cctgettgag
ccgeggggag
cttcgtaaag
aatttacaag
catctttggg
caatgagcac
tgacctggag
catgattgcc
caagggcaca
ctacatccce
cgtctactat
tatccagcectg
cgccatggge
actggagctg
gcccaatgag
gtactcagga
cttcgtagag
gcagggcgac
tgactggcag

agtggagcgg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



10

gacaaagcca
aggtctaact
cacaactgta
caccgctecece
caggcccgcet
ctcaccgtge
gctgagtatce
cggaaggaga
ctggcceccage
cggaagaagg
gacatggtgg
ggccaggcac
gacctggatg
tttgccaagt

ccactcaaac

<210> 23
<211> 4577
<212> ADN

tcaccgacag
ttctgaaget
ggaagaacta
ggaagctgca
gccgegecta
aggcctatge
tgtggcgect
tgagcgccaa
tggctecgtga
agctcctgga
acaagatgtt
ctagtggcett
cagccctgee
tcgeggecac

agccactgcet

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 23

ctgecgegete
ggtcgecegg
aggggttcct
aggaagatcc
attgactagt
gttcecgegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg

cgcececacecce

gctcgctcac
cctcagtgag
tgtagttaat
taatcgggaa
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggactatt
acgccccecta
accttatggg
ggtcgaggtyg

aattttgtat

agtcatcctce
gaagaacgct
cgggctgatg
ccagcagtac
tctggtgege
ccggggeatg
cgaggctgag
gaaggccaag
ggacgctgag
gcagatggaa
tggcttcctg
tgaggacctg
cctgectgac
ctacttccag

ctaccatgac

tgaggccgece
cgagcgagcg
gattaacccg
ttcgeccecetta
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttcce
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
agccccacgt

ttatttattt

ES 2704 677 T3

cttcagaaag
gccacactga
cgtetggget
cgcectggecece
aaggccttce
atcgcccegea
aaaatgcgge
gaggaggccg
cgggagctga
agggcccgec
gggacttcag
gagcgaggge
gaggatgagg
gggacaacta

gacgagggtg

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
agctagcegtg
ggggtcatta
ccecgectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
tctgcttcac

tttaattatt

tcatccgggg
tccagaggca
tcectgegget
gccagcgcecat
gccaccgect
ggctgcacca
tggcggagga
agcgcaagca
aggagaagga
atgagcctgt
gtggcctgece
ggagggagat
aggacctctc
cgcactccta

accagctg

ccgggegteg
gagtggccaa
tatctacgta
ccacctggtc
gttcatagcc
tgaccgcceca
ccaataggga
gcagtacatc
tggcccgect
atctacgtat
tctececcate

ttgtgcageg

66

attcaaagac
ctggcggggt
gcaggccctg
catccagttc
ctgggctgtg
acgcctcagg
agagaagctt
tcaggagecge
ggccgetegg
caatcactca
aggccaggag
ggtggaggag
tgagtataaa

cacccggcgg

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgetcet
gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge

tcececcceect

atgggggcgg

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3108

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



9999999999
cggagaggtg
aggcggegge
ggtcgtgagg
agaaactggg
ttactgacat
ttcagcaggg
tcggggeggt
atgaacactg
tccacggegt
acctgcttat
ctgtgaaccce
acaagaagat
acatgaaacg
agacggagag
ggattgagca
ccatccgecaa
ggggcgccat
gccaggccct
aggatcagaa
gtaactgcat
ccatgaaggt
ccatcctgea
gtgaggttct
cagacctgat
ccccactgag
ggcggetgtt
aggatgtgaa
ttgctgtgaa
tctttgtgeg

ggctgcacat

ggcgegegec
cggcggeage
ggcggeggee
cactgggcag
cttgtcgaga
ccactttgece
ggaccatgtg
ggtgaagctc
gatctctcceg
ggaggacatg
ccgctaccgg
ctaccagcectg
tggggagatg
caacagccga
cacaaagctg
gcaggtcttg
tgacaactca
cgagggcgcg
ggatgaaagg
gaagaagctg
aacctgtgag
gctcatgttce
cctgggcaac
cttctececa
gagctgecetg
cagggaacag
cgtgtggatt
gaactctege
cagctttgag
gcacgtgttce

cgagttcact

aggcggggcyg
caatcagagc
ctataaaaag
gtaagtatca
cagagaagac
tttctectcca
tggatggacc
tgcgactcetg
cagaacgcaa
atccgectgg
gaccacctca
ctctccatct
cccccccaca
gaccagtgcet
atcctgcagt
gaggccacce
agccgttteg
aagattgagc
aactaccacg
ggcttgggece

ggcegggtgg

actgacaccg
ctgcagtatg
tcgectggeca
actagccgcea
gcactggacg
gtggacaaga
aggtccatcg
cagctctgea
aagctggagce

gacaaccagg

ES 2704 677 T3

gggcggggcyg
ggcgegetee
cgaagcgcgce
aggttacaag
tettgegttt
caggtgtcca
tgagattggg
ggcaggtcca
cgcacatcaa
gggacctcaa
tctacacgta
actcgeccaga
tctttgecat
gcatcatcag
tcctggeage
ccattctgga
gaaagtacat
agtacctgct
tgttctactg
aggcctctga
acagccagga
agaactggga
aggcacgcac
cagctgcatc
ccctecatcac
tgcgegacge
tcaacgcagce
gcctectgga
tcaacttege
aggaggaata

atgccectgga

aggggcgggyg
gaaagtttcc
ggcgggcegge
acaggtttaa
ctgataggca
ggcggceegece
gcaggagttc
ggtggtggat
gcctatgeac
cgaggcgggce
tacgggctcce
gcacatccge
tgctgacaac
tggggaatct
catcagtggg
agcatttggg
cgacatccac
ggaaaagtca
catgctggag
ctacaactac
gtacgccaac
gatctcgaag
atttgaaaac
cctgcttgag
ccgceggggag
cttcgtaaag
aatttacaag
catctttggg
caatgagcac
tgacctggag

catgattgcc

67

cggggcgagg
ttttatggeg
tgcagaagtt
ggagaccaat
cctattggte
atggtgattc
gacgtgccca
gatgaagaca
cccacgtcgg
atcttgegcea
atcctggtgg
cagtatacca
tgctacttca
ggggccggga
cagcactcgt
aatgccaaga
ttcaacaagce
cgtgtctgte
ggcatgagtg
ttggccatgg
atccgcteeg
ctcctggetg
ctggatgecct
gtgaaccccce
acggtgtcca
gggatctacg
cctecectece
tttgagaact
ctgcagcagt
agcattgact

aacaagccca

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



10

tgaacatcat
tgttacacaa
accatgagac
gcttectgga
ccaggaacaa
ggaagcgctc
cgectgggtge
ccatgetgtt
ccatccgaat
ggtaccgtgt
cttgccageg
ccaagatctt
tcaccgacag
ttctgaagct
ggaagaacta
ggaagctgca
gccgegecta
aggcctatgc
tgtggcgect
tgagcgecaa
tggctcgtga
agctcctgga
acaagatgtt
ctagtggett
cagccctgee
tcgeggecac
agccactgcet
aggtttaagg
gggattttgc
gcgaatttta
cgaattecega

aactacaagg

actgaggccg ggcgaccaaa ggtcgcccga cgcccggget ttgeccggge ggectcagtg

ctcecctecate
gctgaactcc
ccagtttgge
gaagaaccga
gttcatcaag
gcccacactt
ctgccagecce
cgaccggcac
ccgecgagcet
gctgctgeca
catggctgag
tctgaaggac
agtcatcctc
gaagaacgct
cgggctgatg
ccagcagtac
tectggtgege
ccggggcatg
cgaggctgag
gaaggccaag
ggacgctgag
gcagatggaa
tggcttectg
tgaggacctg
cctgectgac
ctacttccag
ctaccatgac
agaccaatag
cgatttcgge
acaaaatatt
tcttectaga

aacccctagt

agcgagcgag cgcgcag

<210> 24
<211> 3540
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

gatgaggaga
cagcacaagc
atcaaccatt
gacaccctge
cagatcttcc
agcagccagt
ttetttgtge
ctgtgegtge
ggctaccceca
ggtgtgaagc
gctgtgetgg
caccatgaca
cttcagaaag
gccacactga
cgtectggget
cgectggeee
aaggccttcec
atcgcccgea
aaaatgcggce
gaggaggccg
cgggagctga
agggcccgcc
gggacttcag
gagcgagggce
gaggatgagg
gggacaacta
gacgagggtg
aaactgggct
ctattggtta
aacgtttata

gcatggctac

gatggagttg

ES 2704 677 T3

gcaagttccce
tcaacgccaa
ttgcaggcat
atggggacat
aggccgatgt
tcaagcggtc
gatgcatcaa
gccagectgeg
tccgcectacag
cggcctacaa
gcacccacga
tgctgctgga
tcatccgggg
tccagaggca
tecctgegget
gccagcgeat
gccaccgect
ggctgcacca
tggcggagga
agcgcaagca
aggagaagga
atgagcctgt
gtggecctgee
ggagggagat
aggacctctce
cgcactccta
accagcetggt
tgtcgagaca
aaaaatgagc
atttcaggtg
gtagataagt

gccactceect

caagggcaca
ctacatcccce
cgtctactat
tatccagcectg
cgccatggge
actggagctg
gcccaatgag
gtactcagga
cttcgtagag
gcagggcgac
tgactggcag
agtggagcgg
attcaaagac
ctggcggggt
gcaggccctg
catccagttce
ctgggetgtg
acgcctcagg
agagaagctt
tcaggagcge
ggccgetegg
caatcactca
aggccaggag
ggtggaggag
tgagtataaa
cacccggcgyg
aagtatcaag
gagaagactc
tgatttaaca
gcatctttece
agcatggcgg

ctectgegege

68

gacaccacca
cccaagaaca
gagacccaag
gtccactect
gccgagacca
ctgatgcgca
ttcaagaagc
atgatggaga
tttgtggage
ctccgecggga
ataggcaaaa
gacaaagcca
aggtctaact
cacaactgta
caccgctccece
caggcceget
ctcaccgtge
gctgagtatc
cggaaggaga
ctggcccage
cggaagaagg
gacatggtgg
ggccaggcac
gacctggatg
tttgccaagt
ccactcaaac
gttacaagac
ttgegtttet
aaaatttaac
aattgaaggg
gttaatcatt

tegetegete

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4577



<223> sintético

<400> 24

gcagccctgg
taccacacag
accctgggcea
cagctcceeg
aaaaagaagt
gtgcagggca
atcatcggca
aagcagctga
ctctgcgtgg
cacgggggcec
aatgggacac
ccaatcatgt
gcaaccacgg
ttcgggttcet
gaccacgtca
gagcgcaacg
ccctececgagg
tttggggagt
tttgtagact
atcceccegacce
gccgceccaca
gatgtggtca
tacaaattct

ggtgtgtact

cggtctggat
ccatgagtga
agaagacgta
agggccagaa
ccaagctcac
acagcatgcect
atggcatcct
cccacaaccce
gctgtttege
cgcccggceta
ggacacagcc
tgccegtgac
ccaaggagct
ccctctacat
tggacgccat
cccectggag
acaacgtggce
acaggtgtga
atggctctga
gcgagatcac
agaaggggat
gttatgcceg
caggccccag

ttgtggatga

caccatcctc
tggcagtgag
caagagggag
gaagagcagt
agaggaggtg
ggaggaccgg
gcggccagca
ctccaagagce
cccctecgag
cgccecgtac
gcccagcetgg
attcatggat
ctgcaacgceg
tgceetgttt
ctceccagtge
gctecttette
caccaacctc
gaaggaggac
gatgatcctg
gccectgaag
ttatgcccag
cttcaagtgg
tctececccaag

gcaggagcag

ES 2704 677 T3

cgcttcatgg
aagatccctg
ctgcaggece
gtgaggcaca
accaagaggc
cccacctceca
ctcecgggacg
agctatgcecce
aagtttgtca
tgtgaggagce
ctggagctge
gggaccacca
ctggccgaca
gacaaggtgt
gagcagtacg
cgcaaagagg
atctaccagce
gacctggcetg
gagcgcctece
acgctggaga
aggagaactg
ccecttgetet
aacgacgtca

gtacttctgg

gggacctccce
tgatgaccaa
tgcagggcga
agctggtgca
tgcatgacgg
acctggagaa
agatctactg
ggggctggat
agtacctgcg
gcctgagaag
aggccaccaa
agaccctgcet
agatctctct
ccteceectggg
ccaaggagca
tcttcacgece
aggtggtgcg
agctggcectce
tgaacctcgt
agtgggccca
atgcccagaa
tctccaggtt
tcgtggeegt

agctgtcctt

69

tgagcccaag
gatttatgag
gggcgaggcee
tttgactctg
ggagtccaca
gctgecactte
ccagatcagce
tctegtgtet
gaacttcatc
gacctttgtc
gtccaagaag
gacggactcg
caaggaccgg
cagcggcagt
gggcgcccag
ctggcacagce
aggagtcaag
ccagcagtac
gcccacctac
gctggccatce
ggtcaaagag
ttatgaagcc
caactggacg

cccagagatce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



atggcecgtgt
ggctgtgcetg
tgttggtcct
ggggacgaat
ttcctagagg
cccgcaggceg
catgacacgg
aagcagcgtg
cctegtgaga
ctcttgecage
ttttcctatg
aaggcccgag
ctcaagaagc
gtgctcaagt
gaccagatct
atcctgaage
ctctggetgt
ttcctgecagt
gccctgagaa
cacaagacca
gaagtggagt
ctcaagtcct
cctgagaatg
cggcccatca
ctgtggacca
caggagttgc
ctgggggege
cccaagctge
tggaagcggt
aagctggect
gtgaagcaaa
ggggtcagcc

atctccaact

gggagcaaac

tacattagce

<210> 25
<211> 215
<212> ADN

ccagcagcag
cgcctcactc
gcaggggagce
acaccttcac
ggctccggaa
aggagtcagg
gcgagcaggt
gggacttcce
ttgtggcecct
tgcgaacggce
actacttcag
gcaaggaccg
tcctgggcag
acatgggcga
ttgagggtcc
agctgaccga
gcacgggcct
cccgaaagca
acgggtcccg
cccagatttt
ccagcaccaa
cagagggatt
acttcttett
aggacggaat
ccacggtgcce
ccaagtatct
tgatctacag
tgcgggaget
ccatcgtcge
tcctgaaget
ctacggagcce

tcatecgatcce

ggagcagcgg caacacctac ttccacatca ccattgggaa cttggtgcge
tgctctgecga gacgtcactg ggctacaaga tggatgacct cctgacttcce

agatgctcac agccatgage aaacagceggg gctccaggag cggcaagtga

<213> Secuencia artificial

ggagtgeccgt
aggctgggca
gaaaacgacg
ctccagtaat
gagatctaag
cttcctecage
catgaactcg
caccgactgt
ggtcaccatg
ggagcccgag
gcccccacece
gctgtggage
tgaggagctc
ctacccgtcece
cctgaaagcece
caaccacatc
tttcccacce
ctgcccactc
gaagtaccct
ccacaaggtc
ggccaaggac
cagcctcttt
tgactttgtt
tgtgcecteca
agggaaggat
ccgaggctac
ggtcaagttc
ggtgcceccag
ctacttcaac
catcttcaag
aaacttccect

caaaacgaag

ES 2704 677 T3

gtctggetet
ggactgaccc
gcccccaget
gctgaggaca
tatgttgtgg
tttgccaagg
ggctgggcca
gtgtacgtca
actcccgatce
gtgcgtgeca
aagcacacgc
cacacgcggyg
tcgcaggagg
aagaggacac
gagcccctga
aggtacageg
agcaacatcc
gccatcgact
ccgcacctgg
tacttececctg
ttctgccaga
gtcaaaattg
cgacacttga
ctcacctace
cccatggeeg
cacaagtgca
gaggaggaca
gaccttatcc
aagcacgcag
tggcccacct

gagatcctcee

cactgggctg
cggcggggec
tcacgetgge
ttegtgacet
ccctgecagga
gagacctcat
acggcatcaa
tgcccactgt
agaggcagga
agccctacac
tgagcegtgt
aaccgctcaa
cctgectgge
gctcegtcaa
aggacgaggc
aggagcegggyg
tcctgeccea
gcctgcaacg
tggaggtgga
atgacactga
acatcgccac
cagacaaggt
cagactggat
aggtgttctt
attccatctt
cgcgggagga
agtcctactt
ggcaggtctc
ggaagtccaa
ttggctcage

taattgccat

ctctgatctt
ctgttctcceg
caccatcaag
ggtggtcacce
taaccccaac
catcctggac
tgagaggacc
caccatgcca
cgttgteccgg
gctggaggag
catggtgtce
gcaggcgctg
cttcattgct
tgagctcacc
atatgtgcag
ttgggagctg
cgtgcagcge
gctccagaaa
ggccatccag
cgaggcctte
caggctgctce
catcagcgtt
aaagaaagct
catgaagaag
ccactattac
ggtgctgcag
ccccageate
acctgatgac
ggaggaggcc
cttcttecgag

caacaagtat

gatatcctca ccactcatce cttcaccaag

70

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

3360

3420

3480

3540



10

15

20

<220>

<223> sintético

<400> 25
gcctcecgactg
ttgaccetgg
cattgtctga
gaggattggg
<210> 26

<211> 4389
<212> ADN

tgccttctag
aaggtgccac
gtaggtgtca

aagacaatag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 26

ctgegegetce
ggtegeccgg
aggggttcct
aggaagatcg
aaatgagctg
ttcaggtgge
ctccacaggce
agcccaagta
tttatgagac
gcgaggccca
tgactctgaa
agtccacagt
tgcacttcat

agatcagcaa

gctegcetceac
cctcagtgag
tgtagttaat
gaattcgccce
atttaacaaa
atctttcgat
agccctggeg
ccacacagcc
cctgggcaag
gctccecgag
aaagaagtcc
gcagggcaac
catcggcaat

gcagctgacc

ttgccagcca
tceccactgte
ttctattctg

caggcatgcet

tgaggccgec
cgagcgagceg
gattaacccg
tttgatcagg
aatttaacgc
aggcacctat
gtctggatca
atgagtgatg
aagacgtaca
ggccagaaga
aagctcacag
agcatgctgg
ggcatcctge

cacaacccct

ES 2704 677 T3

tctgttgttt gccectececece cgtgecttee

ctttcctaat aaaatgagga aattgcecatceg

gg9g999tgggg tggggcagga cagcaagggg

gggga

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
gattttgeceg
gaattttaac
tggtcttact
ccatcctceceg
gcagtgagaa
agagggagct
agagcagtgt
aggaggtgac
aggaccggcce
ggccagcact

ccaagagcag

ccgggcgteg
gagtggccaa
tatctacgta
atttcggcect
aaaatattaa
gacatccact
cttcatgggg
gatccctgtg
gcaggccctg
gaggcacaag
caagaggctg
cacctccaac
ccgggacgag

ctatgccecgg

71

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgetet
attggttaaa
cgtttataat
ttgcetttet
gacctcecctg
atgaccaaga
cagggcgagg
ctggtgcatt
catgacgggg
ctggagaagc
atctactgce

ggctggattce

60

120

180

215

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



tegtgtetet
acttcatcca
cetttgtcaa
ccaagaagcc
cggactcgge
aggaccggtt
gcggcagtga
gcgcccagga
ggcacagccc
gagtcaagtt
agcagtactt
ccacctacat
tggccatcge
tcaaagagga
atgaagccta
actggacggg
cagagatcat
ctgatcttgg
gttctcegtg
ccatcaaggg
tggtcacctt
accccaaccc
tcctggacca
agaggaccaa
ccatgccacce
ttgtccgget
tggaggagtt
tggtgtccaa
aggcgctgct
tcattgetgt
agctcaccga

atgtgcagat

ctgegtggge
cgggggcceg

tgggacacgg

aatcatgttg
aaccacggcc
cgggttctce
ccacgtcatg
gcgcaacgcec
ctccgaggac
tggggagtac
tgtagactat
ccccgacege
cgcccacaag
tgtggtcagt
caaattctca
tgtgtacttt
ggccegtgtece
ctgtgctgcg
ttggtcctge
ggacgaatac
cctagagggg
cgcaggcgag
tgacacgggce
gcagegtggg
tcgtgagatt
cttgcagetg
ttcctatgac
ggcccgagge
caagaagctc
gctcaagtac
ccagatcttt

cctgaagcag

tgtttegeee
ccecggctacg
acacagccgce
ccegtgacat
aaggagctct
ctctacattg
gacgccatct
ccctggagge
aacgtggcca
aggtgtgaga
ggctctgaga
gagatcacgc
aaggggattt
tatgceceget
ggccccagte
gtggatgage
agcagcaggg
cctcactcag
aggggagcga
accttcacct
ctccggaaga
gagtcaggct
gagcaggtca
gacttececcca
gtggcecctgg
cgaacggcgg
tacttcaggce
aaggaccggc
ctgggcagtg
atgggcgact
gagggtccec

ctgaccgaca

ES 2704 677 T3

cctececgagaa
cccegtactg
ccagetgget
tcatggatgg
gcaacgcgcet
ccectgtttga
cccagtgega
tcttetteeg
ccaacctcat
aggaggacga
tgatcctgga
ccctgaagac
atgcccagag
tcaagtggcc
tccccaagaa
aggagcaggt
agtgcecgtgt
gctgggcagg
aaacgacggc
ccagtaatge
gatctaagta
tcctcagett
tgaactcggg
ccgactgtgt
tcaccatgac
agcccgaggt
ccccacccaa
tgtggagcca
aggagctctc
acccgtccaa
tgaaagccga

accacatcag

gtttgtcaag
tgaggagcgc
ggagctgcag
gaccaccaag
ggccgacaag
caaggtgtcc
gcagtacgcc
caaagaggtc
ctaccagcag
cctggctgag
gcgectectg
gctggagaag
gagaactgat
cttgectectte
cgacgtcatc
acttctggag
ctggctctceca
actgaccccg
ccccagette
tgaggacatt
tgttgtggcee
tgccaaggga
ctgggccaac
gtacgtcatg
tceccgatcag
gcgtgceccaag
gcacacgctg
cacgcgggaa
gcaggaggcc
gaggacacgc
gcccctgaag

gtacagcgag

72

tacctgegga
ctgagaagga
gccaccaagt
accctgetga
atctctctca
tcecctgggea
aaggagcagg
ttcacgecect
gtggtgcgag
ctggcctcece
aacctegtge
tgggccecage
gcccagaagg
tccaggtttt
gtggccgtea
ctgtecttee
ctgggctget
gcggggccct
acgctggeca
cgtgacctgg
ctgcaggata
gacctcatca
ggcatcaatg
cccactgtca
aggcaggacg
ccctacacge
agccgtgtca
ccgctcaage
tgcctggect
tccgtcaatg
gacgaggcat

gagcggggtt

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



10

gggagctgcet
tgcagcgcett
tccagaaagce
ccatccagca
aggccttega
ggctgctecet
tcagcgttcec
agaaagctcg
tgaagaagct
actattacca
tgctgcagcet
ccagcatcce
ctgatgactg
aggaggccaa
tcttcgaggt
acaagtatgg
tcaccaagat
tggtgegegg
tgacttccta
gcaagtgacc
cgactgtgcece
ccctggaagg
gtctgagtag
attgggaaga
gatcttccta
ggaaccccta
cgggcgacca
agcgcegceag
<210> 27

<211> 4468
<212> ADN

ctggectgtge
cctgcagtce
cctgagaaac
caagaccacc
agtggagtcc
caagtcctca
tgagaatgac
gcccatcaag
gtggaccacc
ggagttgece
gggggegetg
caagctgctg
gaagcggtcce
gctggectte
gaagcaaact
ggtcagcctce
ctccaactgg
gagcaaactg
cattagccag
gcggectget
ttctagttge
tgccactcce
gtgtcattct
caatagcagg
gagcatggct
gtgatggagt

aaggtcgccce

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 27

acgggccttt
cgaaagcact
gggtcccgga
cagattttcc
agcaccaagg
gagggattca
ttcttetttg
gacggaattg
acggtgccag
aagtatctce
atctacaggg
cgggagctgg
atecgtegecet
ctgaagctca
acggagccaa
atcgatccca
agcagcggca
ctctgcgaga
atgctcacag
gcecggetetg
cagccatctg
actgtcettt
attctggggg

catgctgggg

acgtagataa
tggccactcce

gacgcccggg

ES 2704 677 T3

tcccacccag
gcccactege
agtaccctcc
acaaggtcta
ccaaggactt
gcctetttgt
actttgttcg
tgcecctceact
ggaaggatcc
gaggctacca
tcaagttcga
tgccccagga
acttcaacaa
tcttcaagtg
acttccctga
aaacgaagga
acacctactt
cgtcactggg
ccatgagcaa
cggeccectcette
ttgtttgecce
cctaataaaa
gtggggtggg
actcgagtta
gtagcatggce
ctctectgege

ctttgececegg

caacatcctc
catcgactge
gcacctggtg
cttcectgat
ctgccagaac
caaaattgca
acacttgaca
cacctaccag
catggccgat
caagtgcacg
ggaggacaag
ccttatcegg
gcacgcaggg
gcccaccttt
gatcctcecta
tatcctcacc
ccacatcacc
ctacaagatg
acagcggggc
cgcgtetteg
ctccececegtg
tgaggaaatt
gcaggacagc
agggcgcaat
gggttaatca
gctegetege

gcggcectcag

73

ctgccccacg
ctgcaacggce
gaggtggagg
gacactgacg
atcgccacca
gacaaggtca
gactggataa
gtgttcttca
tccatcttce
cgggaggagg
tcctacttce
caggtctcac
aagtccaagg
ggctcagect
attgccatca
actcatccct
attgggaact
gatgacctcce
tccaggagceg
agatctgcect
ccttecttga
gcatcgecatt
aagggggagg
tccecgattag
ttaactacaa
tcactgaggce

tgagcgageg

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4389



ctgegegete
ggtecgecegg
aggggttecct
aggaagatcc
attgactagt
gttcegegtt
cccattgacg
acgtcaatgg
tatgccaagt
ccagtacatg
tattaccatg
ccccaccecee
9999999999
cggagaggtg
aggcggcegge
ggtcgtgagg
agaaactggg
ttactgacat
ttcagcaggg
tcggggeggt
atgaacactg
tccacggegt
acctgcttat
ctgtgaaccc
acaagaagat
acatgaaacg
agacggagag
ggattgagca
ccatccgcaa

ggggcgccat

gctcgcetcac
cctcagtgag
tgtagttaat
taatcgggaa
tattaatagt
acataactta
tcaataatga
gtggactatt
acgccccecta
accttatggg
ggtcgaggtg
aattttgtat
ggcgcgegec
cggcggcage
ggcggcggee
cactgggcag
cttgtcgaga
ccactttgece
ggaccatgtg
ggtgaagctc
gatctctceg
ggaggacatg
ccgctacegg
ctaccagctg
tggggagatg
caacagccga
cacaaagctg
gcaggtcttg
tgacaactca

cgagggcgceg

tgaggccgece
cgagcgageg
gattaacccg
ttecgeectta
aatcaattac
cggtaaatgg
cgtatgttcc
tacggtaaac
ttgacgtcaa
actttcctac
agccccacgt
ttatttattt
aggcggggcyg
caatcagagc
ctataaaaag
gtaagtatca
cagagaagac
tttctctcca
tggatggacc
tgcgactcetg
cagaacgcaa
atcecgectgg
gaccacctca
ctctecatct
cccccccaca
gaccagtgcect
atcctgcagt
gaggccaccc
agcegttteg

aagattgagc

ES 2704 677 T3

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
agctagcgtg
ggggtcatta
ccegectgge
catagtaacg
tgcccacttg
tgacggtaaa
ttggcagtac
tctgcttcac
tttaattatt
gggcggggcyg
ggcgcegcetce
cgaagcgcgce
aggttacaag
tcttgegttt
caggtgtcca
tgagattggg
ggcaggtcca
cgcacatcaa
gggacctcaa
tctacacgta
actcgccaga
tctttgecat
gcatcatcag
tcctggeage
ccattctgga
gaaagtacat

agtacctgcet

ccgggegteg
gagtggccaa
tatctacgta
ccacctggte
gttcatagcce
tgaccgccca
ccaataggga
gcagtacatc
tggccegect
atctacgtat
tctececececate
ttgtgcageg
aggggcgggyg
gaaagtttcc
ggcgggeggce
acaggtttaa
ctgataggca
ggcggcecgece
gcaggagttc
ggtggtggat
gcctatgeac
cgaggcgggce
tacgggctcce
gcacatccge
tgctgacaac
tggggaatct
catcagtggg
agcatttggg
cgacatccac

ggaaaagtca

74

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgetcet
gacattgatt
catatatgga
acgacccccg
ctttccattg
aagtgtatca
ggcattatgce
tagtcatcge
tccecececect
atgggggcgg
cggggcgagg
ttttatggeg
tgcagaagtt
ggagaccaat
cctattggtce
atggtgattc
gacgtgccca
gatgaagaca
cccacgtegg
atcttgcgca
atcctggtgg
cagtatacca
tgctacttca
ggggccggga
cagcactcgt
aatgccaaga
ttcaacaagce

cgtgtetgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



gccaggcecct
aggatcagaa
gtaactgcat
ccatgaaggt
ccatcctgea
gtgaggttct
cagacctgat
ccccactgag
ggcggetgtt
aggatgtgaa
ttgctgtgaa
tctttgtgeg
ggctgcacat
tgaacatcat
tgttacacaa
accatgagac
gcttectgga
ccaggaacaa
ggaagcgctc
cgctgggtge
ccatgetgtt
ccatccgaat
ggtaccgtgt
cttgeccageg
ccaagatctt
tcaccgacag
ttctgaagcet
ggaagaacta
ggaagctgca
gccgegecta

aggcctatge

ggatgaaagg
gaagaagctg
aacctgtgag
gctcatgttce
cctgggcaac
cttctececca
gagctgectg
cagggaacag
cgtgtggatt
gaactctcge
cagctttgag
gcacgtgtte
cgagttcact
ctcecteate
gctgaactcc
ccagtttgge
gaagaaccga
gttcatcaag
gcccacactt
ctgccagece
cgaccggcac
ccgecgaget
gctgectgeca
catggctgag
tctgaaggac
agtcatcctce
gaagaacgct
cgggctgatg
ccagcagtac
tctggtgege

ccggggcecatg

aactaccacg
ggcttgggece
ggccgggtgyg
actgacaccg
ctgcagtatg
tcgetggeca
actagccgeca
gcactggacg
gtggacaaga
aggtccatcg
cagctctgca
aagctggage
gacaaccagg
gatgaggaga
cagcacaagc
atcaaccatt
gacaccctge
cagatcttce
agcagccagt
ttetttgtge
ctgtgegtge
ggctacccca
ggtgtgaagc
gctgtgetgg
caccatgaca
cttcagaaag
gccacactga
cgtctggget
cgectggece
aaggccttce

atcgcecgea

ES 2704 677 T3

tgttctactg
aggcctctga
acagccagga
agaactggga
aggcacgcac
cagctgcatce
ccctecatcac
tgcgegacge
tcaacgcagce
gcctectgga
tcaacttcge
aggaggaata
atgccctgga
gcaagttccc
tcaacgccaa
ttgcaggcat
atggggacat
aggccgatgt
tcaagcggtc
gatgcatcaa
gccagcectgeg
tccgectacag
cggcctacaa
gcacccacga
tgctgcetgga
tcatcecgggg
tccagaggca
tcectgegget
gccagcgcat
gccaccgcect

ggctgcacca

catgctggag
ctacaactac
gtacgccaac
gatctcgaag
atttgaaaac
cctgettgag
ccgeggggag
cttcgtaaag
aatttacaag
catctttggg
caatgagcac
tgacctggag
catgattgcce
caagggcaca
ctacatccce
cgtctactat
tatccagcectg
cgccatggge
actggagctg
gcccaatgag
gtactcagga
cttcgtagag
gcagggcgac
tgactggcag
agtggagcgg
attcaaagac
ctggcggggt
gcaggccectg
catccagtte
ctgggctgtg

acgcctcagg

75

ggcatgagtg
ttggccatgg
atccgcteceg
ctcctggetg
ctggatgcct
gtgaacccce
acggtgtcca
gggatctacg
cctececteec
tttgagaact
ctgcagcagt
agcattgact
aacaagccca
gacaccacca
cccaagaaca
gagacccaag
gtccactccet
gccgagacca
ctgatgcgca
ttcaagaagce
atgatggaga
tttgtggage
ctccgeggga
ataggcaaaa
gacaaagcca
aggtctaact
cacaactgta
caccgctcece
caggcccgcet
ctcaccgtge

gctgagtatc

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



10

tgtggecgect
tgagcgccaa
tggctecgtga
agctcctgga
acaagatgtt
ctagtggett
cagccctgece
tcgecggecac
agccactgcet
aggtttaagg
caattgaagg
ggttaatcat
ctecgeteget

cggcectcagt

<210> 28
<211> 4268
<212> ADN

cgaggctgag
gaaggccaag
ggacgctgag
gcagatggaa
tggcttectyg
tgaggacctg
cctgectgac
ctacttccag
ctaccatgac
agaccaatag
gcgaattccg
taactacaag
cactgaggcce

gagcgagcga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 28

ctgegegetce
ggtegeccgg
aggggttcct
aggaagatcg
tccacaggca
gcccaagtac
ttatgagacc
cgaggcccag
gactctgaaa
gtccacagtg
gcacttcatc
gatcagcaag

cgtgtctcete

gctcegcetceac
cctcagtgag
tgtagttaat
gaattcgata
gccectggegg
cacacagcca
ctgggcaaga
ctcecececgagg
aagaagtcca
cagggcaaca
atcggcaatg
cagctgacce

tgcgtggget

aaaatgcggce
gaggaggccg
cgggagctga
agggcccgcec
gggacttcag
gagcgagggce
gaggatgagg
gggacaacta
gacgagggtg
aaactgggct
atcttcctag
gaacccctag
gggcgaccaa

gcgcgeag

tgaggccgece
cgagcgagceg
gattaacccg
ggcacctatt
tctggatcac
tgagtgatgg
agacgtacaa
gccagaagaa
agctcacaga
gcatgctgga
gcatcctgeg
acaaccccte

gtttegeece

ES 2704 677 T3

tggcggagga
agcgcaagca
aggagaagga
atgagcctgt
gtggcctgece
ggagggagat
aggacctctc
cgcactccta
accagctggt
tgtcgagaca
agcatggcta
tgatggagtt

aggtcgececg

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
ggtcttactg
catcctecege
cagtgagaag
gagggagctg
gagcagtgtg
ggaggtgacc
ggaccggccce
gccagcactc
caagagcagc

ctcecgagaag

agagaagctt
tcaggagcge
ggccgetcgg
caatcactca
aggccaggag
ggtggaggag
tgagtataaa
cacccggcgg
aagtatcaag
gagaagactc
cgtagataag
ggccactcecce

acgcccggge

ccgggcgteg
gagtggccaa
tatctacgta
acatccactt
ttcatggggg
atccctgtga
caggccctge
aggcacaagc
aagaggctgc
acctccaacc
cgggacgaga
tatgccecggg

tttgtcaagt

76

cggaaggaga
ctggcccage
cggaagaagg
gacatggtgg
ggccaggcac
gacctggatg
tttgccaagt
ccactcaaac
gttacaagac
ttgegtttet
tagcatggcg
tctetgegeg

tttgceceggyg

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgetcet
tgcetttete
acctcecctga
tgaccaagat
agggcgaggg
tggtgcattt
atgacgggga
tggagaagct
tctactgcca
gctggattct

acctgcggaa

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4468

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



cttcatccac
ctttgtcaat
caagaagcca
ggactcggca
ggaccggtte
cggcagtgac
cgcccaggag
gcacagcccce
agtcaagttt
gcagtacttt
cacctacatc
ggccatecgee
caaagaggat
tgaagcctac
ctggacgggt
agagatcatg
tgatcttgge
ttcteegtgt
catcaagggg
ggtcacctte
ccccaacccce
cctggaccat
gaggaccaag
catgccacct
tgtceggete
ggaggagttt
ggtgtccaag
ggcgctgete
cattgctgtg
gctcaccgac

tgtgcagatc

gggggccecgce
gggacacgga
atcatgttgc
accacggcca
gggttectcece
cacgtcatgg
cgcaacgccc
tccgaggaca
ggggagtaca
gtagactatg
cccgaccgceg
gcccacaaga
gtggtcagtt
aaattctcag
gtgtactttg
geccgtgteca
tgtgctgege
tggtcctgea
gacgaataca
ctagaggggc
gcaggcgagg
gacacgggcg
cagcgtgggg
cgtgagattg
ttgcagcetge
tcctatgact
gcccgaggcea
aagaagctcc
ctcaagtaca
cagatctttg

ctgaagcagc

ccggctacge
cacagccgcece
ccgtgacatt
aggagctctg
tctacattge
acgccatcte
cctggaggcet
acgtggccac
ggtgtgagaa
gctctgagat
agatcacgcc
aggggattta
atgcccgett
gccccagtet
tggatgagca
gcagcaggga
ctcactcagg
ggggagcgaa
ccttcacctc
tccggaagag
agtcaggcett
agcaggtcat
acttccccac
tggcecctggt
gaacggcgga
acttcaggcce
aggaccggct
tgggcagtga
tgggcgacta
agggtcccct

tgaccgacaa

ES 2704 677 T3

cccgtactgt
cagctggcetg
catggatggg
caacgcgctg
cctgtttgac
ccagtgcgag
cttetteege
caacctcatce
ggaggacgac
gatcctggag
cctgaagacg
tgcccagagg
caagtggcce
ccccaagaac
ggagcaggta
gtgcegtgte
ctgggcagga
aacgacggcc
cagtaatgct
atctaagtat
cctcagettt
gaactcgggce
cgactgtgtg
caccatgact
gccegaggtg
cccacccaag
gtggagccac
ggagctcteg
ccegtecaag
gaaagccgag

ccacatcagg

gaggagcgcce
gagctgcagg
accaccaaga
gccgacaaga
aaggtgtcct
cagtacgcca
aaagaggtct
taccagcagg
ctggctgagce
cgcctectga
ctggagaagt
agaactgatg
ttgctettet
gacgtcatcg
cttctggagce
tggctctcac
ctgaccecegg
cccagcettca
gaggacattc
gttgtggccc
gccaagggag
tgggccaacg
tacgtcatgce
cccgatcaga
cgtgccaagce
cacacgctga
acgcgggaac
caggaggcct
aggacacgct
cccctgaagg

tacagcgagg

77

tgagaaggac
ccaccaagtc
ccctgectgac
tctctctcaa
ccetgggecag
aggagcaggg
tcacgecectg
tggtgcgagg
tggccteccca
acctcegtgece
gggcccagct
cccagaaggt
ccaggtttta
tggccgtcaa
tgteccttecece
tgggctgete
cggggcectg
cgctggecac
gtgacctggt
tgcaggataa
acctcatcat
gcatcaatga
ccactgtcac
ggcaggacgt
cctacacgcet
gccgtgtcat
cgctcaagcea
gcctggecett
ccgtcaatga
acgaggcata

agcggggttg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



10

ggagctgcectc
gcagcgcette
ccagaaagcc
catccagcac
ggccttcgaa
gctgetecte
cagcgttcct
gaaagctcgg
gaagaagctg
ctattaccag
gctgcagctg
cagcatccce
tgatgactgg
ggaggccaag
cttcgaggtg
caagtatggg
caccaagatc
ggtgcgeggg
gacttcctac
caagtgaccg
gactgtgcct
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
atcttcctag
gaacccctag
gggcgaccaa
gcgcgcag
<210> 29

<211> 278
<212> ADN

tggctgtgeca
ctgcagtcce
ctgagaaacg
aagaccaccc
gtggagtcca
aagtcctcag
gagaatgact
cccatcaagg
tggaccacca
gagttgecca
ggggcgctga
aagctgctge
aagcggtcca
ctggccttee
aagcaaacta
gtcagcctca
tccaactgga
agcaaactgc
attagccaga
cggecctgetg
tctagttgee
gccactccca
tgtcattcta
aatagcaggc
agcatggcta
tgatggagtt

aggtcgececeg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 29

cgggectttt
gaaagcactg
ggtcccggaa
agattttcca
gcaccaaggc
agggattcag
tcttetttga
acggaattgt
cggtgccagg
agtatctccg
tctacagggt
gggagctggt
tecgtegecta
tgaagctcat
cggagccaaa
tcgatcccaa
gcagcggcaa
tctgecgagac
tgctcacagce
ccggetcetge
agccatctgt
ctgtcctttce
ttectgggggg
atgctgggga
cgtagataag
ggccactcce

acgccecggge
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cccacccage
cccactcgee
gtaccctcceg
caaggtctac
caaggacttc
cctetttgte
ctttgttcga
gcectcacte
gaaggatccc
aggctaccac
caagttcgag
gccccaggac
cttcaacaag
cttcaagtgg
cttcecectgag
aacgaaggat
cacctacttc
gtcactgggce
catgagcaaa
ggcctcettece
tgtttgccce
ctaataaaat
tggggtgggg
ctcgagttaa
tagcatggcg
tctetgegeg

tttgceeggg

aacatcctcce
atcgactgecce
cacctggtgg
ttccctgatg
tgccagaaca
aaaattgcag
cacttgacag
acctaccagg
atggccgatt
aagtgcacge
gaggacaagt
cttatcecgge
cacgcaggga
cccacctttg
atcctcctaa
atcctcacca
cacatcacca
tacaagatgg
cagcggggcet
gcgtcttega
tcececeegtge
gaggaaattg
caggacagca
gggcgcaatt
ggttaatcat
ctcgeteget

cggcectcagt

78

tgccccacgt
tgcaacggct
aggtggagge
acactgacga
tcgceccaccag
acaaggtcat
actggataaa
tgttcttcat
ccatcttcca
gggaggaggt
cctacttcece
aggtctcacc
agtccaagga
gctcagecett
ttgccatcaa
ctcatccett
ttgggaactt
atgacctcct
ccaggagcgg
gatctgectce
ctteccttgac
catcgcattg
agggggagga
cccgattagg
taactacaag
cactgaggcc

gagcgagcga

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4268
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gtgatcctag
ccagatgact
ctggcgaage
ctggacccgt

atccaccgag

<210> 30
<211> 66
<212> ADN

gtggaggccg
acagccaagg
gccagggtge
ctgtgaccca

actccacact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 30

aaagtacatg
tgggaccagg
ccggtacgtg
tctcatgggt

ggacccctee
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tttcgecatgg gaaccccaga ccctgagtac
ctggacggga agaatctggt gcaggaatgg
tggaaccgca ctgagctcat gcaggcttce
ctctttgage ctggagacat gaaatacgag

ctgatgga

gactacaaag accatgacgg tgattataaa gatcatgaca tcgactacaa ggatgacgat

gacaag

<210> 31
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintético

<400> 31

atgtatgatg ttcctgatta tgctagectc 30

79

60

120

180

240

278

60

66
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REIVINDICACIONES

1.- Un sistema de construccion dual para expresar la secuencia codificadora de un gen de interés en una célula
hospedante, y dicha secuencia codificadora consiste en una porcion del extremo 5' y una porcion del extremo 3', y
dicho sistema de construccion dual comprende:

a) un primer plasmido que comprende, en la direccion 5'-3":
- una secuencia de repeticion terminal invertida 5' (5'-ITR) de AAV;
- una secuencia de promotor;

- la porcion del extremo 5' de dicha secuencia codificadora, y dicha porcion del extremo 5' esta unida operablemente
a dicho promotor y esta bajo su control;

- una secuencia de acido nucleico de una sefial donante de ruptura; y
- una secuencia de repeticion terminal invertida 3' (3-ITR) de AAV; y
b) un segundo plasmido que comprende, en la direccién 5'-3";

- una secuencia de repeticion terminal invertida 5' (5'-ITR) de AAV;

- una secuencia de acido nucleico de una sefial aceptora de ruptura;
- el extremo 3' de dicha secuencia codificadora;

- una secuencia de acido nucleico de sefial de poliadenilacién; y

- una secuencia de repeticion terminal invertida 3' (3'-ITR) de AAV,

en el que dicho primer plasmido comprende ademas una secuencia de acido nucleico de una region
recombinogénica en la posicion 5' del 3'-ITR de AAV de dicho primer plasmido y en la posicion 3' de la secuencia de
acido nucleico de la sefial donante de ruptura, y en el que dicho segundo plasmido comprende ademas la secuencia
de acido nucleico de la region recombinogénica en la posicion 3' del 5-ITR de AAV de dicho segundo plasmido y en
la posicion 5' de la secuencia de acido nucleico de la sefial aceptora de ruptura, en el que la regidon recombinogénica
es una region recombinogénica del fago F1 que consiste en la secuencia:

GGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAA
T (SEQ ID NO:3), o uno de sus fragmentos que mantiene la propiedad recombinogénica de SEQ ID NO:3,

en el que, tras la introduccion de dicho primer plasmido y dicho segundo plasmido en la célula hospedante, dicha
secuencia codificadora se reconstituye por medio de las sefiales donante de ruptura y aceptora de ruptura.

2.- El sistema de construccion dual segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucledtidos de las ITR se
deriva del mismo serotipo de AAV o de serotipos diferentes de AAV, preferiblemente la 3'-ITR del primer plasmido y
la 5-ITR del segundo plasmido proceden del mismo serotipo de AAV, preferiblemente la 5-ITR y la 3'-ITR del primer
plasmido y la 5-ITR y la 3-ITR del segundo plasmido proceden, respectivamente, de diferentes serotipos de AAV,
preferiblemente la 5-ITR del primer plasmido y la 3-ITR del segundo plasmido proceden de diferentes serotipos de
AAV.

3.- El sistema de construccion dual segin una cualquiera de las reivindicaciones previas, en el que la secuencia de
acido nucleico de la sefial donante de ruptura consiste en la secuencia:

GTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTGTCGAGACAGAGAAGACTCTT
GCGTTTCT (SEQ ID NO.1) y/o en el que la secuencia de acido nucleico de la sefial aceptora de ruptura consiste en
la secuencia:

GATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAG (SEQ ID NO:2).

4.- El sistema de construcciéon dual segun una cualquiera de las reivindicaciones previas, en el que la secuencia
codificadora es una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina capaz de corregir una degeneracion
retiniana heredada.

5.- El sistema de construccion dual segun la reivindicacion 4, en el que la secuencia codificadora se selecciona del
grupo que consiste en: ABCA4, MYO7A, CEP290, CDH23, EYS, USH2a, GPR98 o ALMS1.

6.- Un sistema de vector virico de virus adenoasociado (AAV) dual, que comprende:

a) un primer vector virico de AAV que contiene el primer plasmido segun se define en una cualquiera de las
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reivindicaciones 1a 5,y

b) un segundo vector virico de AAV que contiene el segundo plasmido segin se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

7.- El sistema de vector virico de AAV dual segun la reivindicacion 6, en el que los vectores de virus adenoasociado
(AAV) se seleccionan del mismo serotipo de AAV o de serotipos diferentes de AAV, preferiblemente el virus
adenoasociado se selecciona del serotipo 2, el serotipo 8, el serotipo 5, el serotipo 7 o el serotipo 9.

8.- Una célula hospedante que comprende el sistema de vector virico dual segin una cualquiera de las
reivindicaciones 6 a 7.

9.- El sistema de construccion dual segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, el sistema de vector virico
dual segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, o la célula hospedante segun la reivindicacion 8, para un
uso meédico, preferiblemente para un uso en terapia génica.

10.- El sistema de construccion dual, el sistema de vector virico dual, la célula hospedante segun la reivindicacion 9,
para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una patologia o una enfermedad caracterizada por una
degeneracion retiniana, preferiblemente la degeneracion retiniana es heredada, preferiblemente la patologia o la
enfermedad se selecciona del grupo que consiste en: retinitis pigmentosa, amaurosis congénita de Leber (LCA),
enfermedad de Stargardt, enfermedad de Usher, sindrome de Alstrom, una enfermedad provocada por una mutacion
en el gen ABCA4.

11.- Una composicion farmacéutica que comprende el sistema de construccion dual segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, el sistema de vector virico dual segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, o la célula
hospedante segun la reivindicacién 8, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12.- Un &cido nucleico que consiste en SEQ ID NO:3, o uno de sus fragmentos, que mantiene la propiedad
recombinogénica de SEQ ID NO:3 para su uso como regién recombinogénica.

13.- Un método in vitro para inducir la recombinacion genética, que comprende usar la secuencia que consiste en
SEQ ID NO:3, o uno de sus fragmentos, que mantiene la propiedad recombinogénica de SEQ ID NO:3.

14.- La secuencia que consiste en SEQ ID NO:3, o uno de sus fragmentos, que mantiene la propiedad
recombinogénica de SEQ ID NO:3 para su uso en un método de tratamiento, preferiblemente mediante terapia
génica, en la que el método induce la recombinacion genética.
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Tamarfio normal (NS) .

Sobredimensionado (OZ)

Solapamiento (OV) | Promotor

Transruptura (TS)

| Promotor

AP hibrida (AP) | Promotor

AK hibrida (AK)

| Promotor

Fig. 1
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Fig. 4
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