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DESCRIPCION
Correccion de gen a base de TALEN
REFERENCIA CRUZADA A APLICACION RELACIONADA

Antecedentes de la invencion

[0001] La epidermdlisis bullosa (EB) es un grupo de afecciones genéticas que provocan que la piel sea muy fragil
y se formen ampollas facilmente. Las ampollas y erosiones cutaneas se forman como respuesta a una lesion
menor o friccién, como un roce o arafiazo. La epidermdlisis bullosa distréfica recesiva (EBDR o RDEB por sus
siglas en inglés), la forma mas grave y habitual de la enfermedad, se caracteriza por la formacién de gran
cantidad de ampollas y cicatrices en la piel y en las membranas mucosas. Las mutaciones de COL7A1 asociadas
a la EBDR afectan a la capacidad del colageno 7 para conectar la epidermis y la dermis; y la posterior separacion
de la epidermis y la dermis como resultado de la friccion o las lesiones leves provoca la formacion de ampollas
grave y la amplia formacién de cicatrices en la piel asociadas a la EBDR. Las personas con EBDR muestran
formacion de ampollas cutaneas incurables, a menudo letales, y se enfrentan a un mayor riesgo de sufrir
carcinoma agresivo de células escamosas. Las terapias de aumento de genes resultan prometedoras, aunque se
corre el riesgo de sufrir mutagénesis insercional. Las herramientas actuales de terapia génica (p. €j., adicion
génica mediada por virus) dependen del aporte de copias funcionales de un gen terapéutico que se integran de
manera aleatoria o parcialmente aleatoria en el genoma. Las consecuencias de la integracion aleatoria son la
alteracion del locus en el que se situa la carga y una potencial inactivacion o desregulacion génica (efectos
inespecificos). Estas pueden derivar en efectos secundarios que amenacen la vida del paciente. Por
consiguiente, se describen en el presente documento nucleasas modificadas efectoras de tipo activador de la
transcripcion (TALEN) para la edicion precisa del genoma en células de pacientes con, por ejemplo, EBDR y
otras afecciones genéticas.

Sumario de la invencién

[0002] La invencion da a conocer la composicion de la reivindicacion 1, la composicion de la reivindicacion 2
para el uso de las reivindicaciones 2-5, la proteina de las reivindicaciones 6 y 7, los vectores de la reivindicacion
8 y 9, el acido nucleico de la reivindicacion 10 y la proteina de la reivindicacion 11.

[0003] La presente invencion supera los efectos inespecificos proporcionando una correccién especifica de sitio
de la mutacién. La correccion de la mutacion se puede conseguir mediante la transformacion o transfeccion de
una célula. La célula se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en un fibroblasto, queratinocito, célula
madre pluripotente inducible, célula madre hematopoyética, célula madre mesenquimal, célula madre
embrionaria, célula de progenie hematopoyética, célula T, célula B, célula glial, célula neural, célula progenitora
neuroglial, célula madre neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreatica, célula hepatica y una
célula del sistema reticuloendotelial.

[0004] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutacion genética puede
comprender la puesta en contacto de una célula con uno o varios acidos nucleicos que codifican una TALEN y
una secuencia donadora de acido nucleico, donde la proteina TALEN se expresa en la célula e induce una rotura
de ADN bicatenario especifica de sitio en un gen diana, donde la secuencia donadora es una plantilla para la
reparacion de ADN, que da como resultado una correccion de la mutacion genética y proporciona una expresion
génica correcta para tratar la enfermedad o trastorno genético. La célula puede ser un fibroblasto, queratinocito,
célula madre pluripotente, hematopoyética, mesenquimal o embrionaria inducible, célula de progenie
hematopoyética (como una célula T o una célula B), célula glial y neural, célula madre y progenitora neuroglial,
célula muscular, célula pulmonar, célula pancreatica y/o hepatica y/o una célula del sistema reticuloendotelial. En
el presente documento, se da a conocer el uso de uno o varios acidos nucleicos para tratar una enfermedad o
trastorno genético provocado por una mutacion genética, donde dicho uno o varios acidos nucleicos codifican
una nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TALEN) y una secuencia donadora de acido nucleico,
donde, cuando la proteina TALEN se expresa en una célula e induce una rotura de ADN bicatenario especifica
de sitio en un gen diana, y donde la secuencia donadora es una plantilla para la reparacion de ADN, da como
resultado una correccion de la mutacion genética y proporciona una expresion génica correcta con el fin de tratar
la enfermedad o trastorno genético.

[0005] La TALEN puede ser una TALEN izquierda y comprender, ademas, una TALEN derecha que coopere con
la TALEN izquierda para provocar la rotura de doble cadena en el gen diana. El acido nucleico que codifica la
TALEN y/o la secuencia donadora de acido nucleico puede formar parte de un vector o plasmido. La TALEN
puede incluir un espaciador (p. €j., la secuencia espaciadora contiene de 12 a 30 nucledtidos de longitud).

[0006] EI gen diana puede ser un gen con una alteraciéon/mutacion genética. El gen diana es COL7A1 (uno con
una mutacién que provoque, por ejemplo, la expresion aberrante de la proteina).

[0007] La enfermedad genética puede ser epidermdlisis bullosa, osteogénesis imperfecta, disqueratosis
congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quistica (CFTR), anemia de Fanconi, las
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esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia combinada grave, anemia de células
falciformes o talasemia.

[0008] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutacion genética puede
comprender a) introducir en una célula (i) un primer acido nucleico que codifica un primer mondémero de
endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TAL), (ii) un segundo acido nucleico que codifica un
segundo monémero de endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia donadora, donde cada uno de dichos
primer y segundo monémeros de endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de
repeticion efectoras TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias
de repeticion efectoras TAL comprende un diresiduo variable de repeticién, donde dicho primer monémero de
endonucleasa efectora TAL comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un
ADN diana en el interior de dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho
segundo mondémero de endonucleasa efectora TAL esta fijado a una segunda secuencia de medio sitio de dicho
ADN diana, donde dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda
secuencia de medio sitio separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio
poseen la misma secuencia de nucledtidos o distintas secuencias de nucleétidos, donde dicha secuencia
donadora comprende homologia con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la secuencia diana y la
alteracion genética preseleccionada y es una plantilla para la reparacion de ADN, que da como resultado una
correccion de la mutacion genética; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que se expresen el primer y el
segundo monémero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutacién y restablecer la expresion
génica correcta. Cada uno del primer y el segundo acido nucleico puede comprender un espaciador (distinto de
la secuencia espaciadora). La secuencia espaciadora se puede localizar entre la pluralidad de secuencias de
repeticion efectoras TAL y el dominio de endonucleasa Fokl. La secuencia espaciadora puede contener de 12 a
30 nucledtidos. En el presente documento se da a conocer el uso de uno o varios acidos nucleicos para tratar
una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutacién genética, donde (i) un primer acido nucleico
codifica un primer monémero de endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TAL), (ii) un
segundo acido nucleico codifica un segundo monémero de endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia
donadora, donde cada uno de dichos primer y segundo mondmeros de endonucleasa efectora TAL comprende
una pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una
de dicha pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL comprende un diresiduo variable de repeticion,
donde dicho primer monémero de endonucleasa efectora TAL comprende la capacidad para unirse a una
primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior de dicha célula y comprende la capacidad para
escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo mondmero de endonucleasa efectora TAL se fija a una segunda
secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de
medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio separadas por una secuencia espaciadora, y donde dichos
primer y segundo medios sitios poseen la misma secuencia de nucledtidos o distintas secuencias de nucleétidos,
donde dicha secuencia donadora comprende homologia con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la
secuencia diana y la alteracion genética preseleccionada y es una plantilla para la reparacion de ADN, que da
como resultado una correccion de la mutacion genética; y donde (b) cultivar la célula en condiciones en las que
se expresen el primer y el segundo monémero de endonucleasa efectora TAL, para corregir la mutacion y
restablecer la expresidon génica correcta.

[0009] También se da a conocer un acido nucleico que comprende una secuencia donadora, donde la secuencia
donadora es una plantilla para la reparacion de ADN especifica de sitio, que da como resultado una correccién
de una mutacion genética, donde la secuencia donadora comprende homologia con al menos los extremos 5'y 3'
de la secuencia diana, donde una parte de la secuencia donadora comprende una secuencia de reparacion para
corregir la secuencia diana para su uso junto con una proteina TALEN. El donador puede comprender la SEQ ID
NO:22. La diana es COL7A1 (un gen con una mutacion). En una forma de realizacién, los extremos 5'y 3' del
donador presentan, cada uno, al menos 100 bases de identidad de secuencia con la diana.

[0010] El acido nucleico puede comprender la SEQ ID NO:29 o 30. También se dan a conocer las proteinas
codificadas o expresadas por los acidos nucleicos de TALEN.

[0011] Se da a conocer un vector o plasmido que comprende una secuencia donadora, donde la secuencia
donadora es una plantilla para la reparacion de ADN especifica de sitio, que da como resultado una correccién
de una mutacion genética, donde la secuencia donadora comprende homologia con al menos los extremos 5'y 3'
de la secuencia diana, donde una parte de la secuencia donadora comprende una secuencia de reparacion para
corregir la secuencia diana para su uso junto con una proteina TALEN. El donador puede comprender la SEQ ID
NO:22. La diana es COL7A1 (con una mutacion). Los extremos 5'y 3' del donador pueden presentar, cada uno,
al menos 100 bases de identidad de secuencia con la diana. Se da a conocer un vector o plasmido que
comprende una o varias de las SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 o 30. También se da a conocer una célula huésped
aislada que comprende una o varias de las SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 o 30 o las proteinas expresadas a partir
de tales secuencias. En el presente documento se describe una linea celular transfectada que comprende las
SEQ ID NO: 22, 31, 28, 29 0 30 o las proteinas expresadas a partir de tales secuencias.

[0012] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutacion genética puede
comprender la puesta en contacto de una célula con un acido nucleico que codifica una TALEN, donde la TALEN
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corrige la mutacion y, por ejemplo, restablece la expresion de genes correcta, o aumenta la expresion de genes.
La célula puede ser un fibroblasto. La TALEN puede ser una TALEN izquierda y comprender, ademas, una
TALEN derecha que coopere con la TALEN izquierda para realizar un corte de doble cadena en un ADN. La
molécula de acido nucleico puede ser un vector. La molécula de acido nucleico puede ser un plasmido. La
TALEN puede incluir un espaciador, por ejemplo, de 12 a 30 nucledtidos de longitud. En una forma de
realizacion, la enfermedad genética es epidermdlisis bullosa.

[0013] Un método para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutaciéon genética puede
comprender a) introducir en una célula (i) un primer acido nucleico que codifica un primer monémero de
endonucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (TAL) y (ii) un segundo acido nucleico que codifica un
segundo mondémero de endonucleasa efectora TAL, donde cada uno de dichos primer y segundo monémeros de
endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL y un dominio
de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL
comprende un diresiduo variable de repeticiéon, donde dicho primer monémero de endonucleasa efectora TAL
comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior de
dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo monémero de
endonucleasa efectora TAL se fija a una segunda secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde dicho
ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio
separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio poseen la misma
secuencia de nucledtidos o distintas secuencias de nucleétidos; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que
se expresen el primer y el segundo monémero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutacién y
restablecer la expresion correcta de genes.

[0014] Se da a conocer un acido nucleico que codifica una TALEN y una secuencia donadora de acido nucleico,
donde, cuando la proteina TALEN se expresa en una célula, induce una rotura de ADN bicatenario especifica de
sitio en un gen diana, y, ademas, donde la secuencia donadora es una plantilla para la reparacién de ADN, que
da como resultado una correccidon de la mutacion genética y proporciona una expresion génica correcta para
tratar la enfermedad o trastorno genético. La descripcion proporciona el acido nucleico, donde la célula es un
fibroblasto, queratinocito, célula madre pluripotente, hematopoyética, mesenquimal o embrionaria inducible,
célula de progenie hematopoyética (como una célula T o una célula B), célula glial y neural, célula madre y
progenitora neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreatica y/o célula hepatica y/o una célula del
sistema reticuloendotelial. La descripcion proporciona el acido nucleico, donde la TALEN es una TALEN
izquierda y que comprende, ademas, una TALEN derecha que coopera con la TALEN izquierda para provocar la
rotura de doble cadena en el gen diana. La TALEN derecha puede ser codificada por el acido nucleico o un
segundo acido nucleico. La TALEN izquierda y la TALEN derecha pueden comprender una pluralidad de
secuencias de repeticion efectoras TAL y un dominio de endonucleasa. Cada una de la TALEN derecha e
izquierda puede comprender un espaciador (distinto de la secuencia espaciadora). La secuencia espaciadora se
puede localizar entre la pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL y el dominio de endonucleasa. La
secuencia espaciadora puede ser codificada por una secuencia de 12 a 30 nucleétidos. La descripcion
proporciona el acido nucleico, donde dicho acido nucleico que codifica la TALEN y/o la secuencia donadora de
acido nucleico forma parte de un vector o plasmido. La descripcidon proporciona el acido nucleico, donde el gen
diana es un gen con una alteracion/mutacion genética. La invencion proporciona el acido nucleico, donde el gen
diana es COL7A1. La descripcion proporciona el acido nucleico, donde la TALEN incluye un espaciador. La
descripciéon proporciona el acido nucleico donde la secuencia espaciadora contiene de 12 a 30 nucleétidos de
longitud. La descripcion proporciona el acido nucleico, donde la enfermedad genética es epidermolisis bullosa,
osteogénesis imperfecta, disqueratosis congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quistica
(CFTR), anemia de Fanconi, las esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia
combinada grave, anemia de células falciformes o talasemia. La descripcion proporciona el acido nucleico, donde
la enfermedad genética es epidermolisis bullosa. La descripcion proporciona al menos un acido nucleico que
comprende (i) un primer acido nucleico que codifica un primer monémero de endonucleasa efectora de tipo
activador de la transcripcion (TAL), (i) un segundo acido nucleico que codifica un segundo monémero de
endonucleasa efectora TAL, y (iii) una secuencia donadora, donde cada uno de dichos primer y segundo
mondmeros de endonucleasa efectora TAL comprende una pluralidad de secuencias de repeticion efectoras TAL
y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de dicha pluralidad de secuencias de repeticion efectoras
TAL comprende un diresiduo variable de repeticién, donde dicho primer monémero de endonucleasa efectora
TAL comprende la capacidad para fijarse a una primera secuencia de medio sitio de un ADN diana en el interior
de dicha célula y comprende la capacidad para escindir dicho ADN diana cuando dicho segundo monémero de
endonucleasa efectora TAL esta unida a una segunda secuencia de medio sitio de dicho ADN diana, donde
dicho ADN diana comprende dicha primera secuencia de medio sitio y dicha segunda secuencia de medio sitio
separadas por una secuencia espaciadora, y donde dicho primer y segundo medio sitio poseen la misma
secuencia de nucleétidos o distintas secuencias de nucleétidos, donde dicha secuencia donadora comprende
homologia con la diana al menos en los extremos 5' y 3' de la secuencia diana y la alteracion genética
preseleccionada y es una plantilla para la reparacion de ADN, que da como resultado una correccion de la
mutacion genética; y (b) cultivar la célula en condiciones en las que se expresen el primer y el segundo
monomero de endonucleasa efectora TAL, con el fin de corregir la mutacion y restablecer la expresion génica
correcta. La descripcion proporciona una proteina codificada o expresada por el acido nucleico. La descripcion
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proporciona un vector o plasmido que comprende el acido nucleico. La descripcidn proporciona una célula
huésped aislada que comprende el acido nucleico.

[0015] La descripcion contempla el uso de los acidos nucleicos, vectores, células huésped y proteinas de la
descripcion para tratar una enfermedad o trastorno genético provocado por una mutacion genética.

Breve descripcién de los dibujos
[0016]

Figuras 1A-F. Especificidad de TALEN, estructura de nucleasa y modificacion de gen COL7A1. (a) Sitio diana
de COL7A1 en el cromosoma 3 y union a matriz TALEN. Se muestra un esquema del cromosoma humano
tres y la region del exon 13 especifica. Las flechas indican los conjuntos de cebadores utilizados para
posteriores andlisis, y la linea con el cuadro gris moteado es el donador utilizado en (f). (b) Sitio diana de
COL7A1 y los componentes basicos del complejo de nucleasa. La TALEN esta constituida por una delecion
en el N-terminal de 152 residuos de TALE de Xanthomonas, seguida del dominio de repeticion, y una
subregioén del C-terminal +63 fusionada con el dominio catalitico de la nucleasa Fokl. (SEQ ID NO: 33; SEQ
ID NO: 34) (c) Reconocimiento de base del diresiduo variable de repeticion (RVD). Los RVD NN, NI, HD y NG
(que se fijan, respectivamente, a guanina, adenina, citosina y timina) estan codificados para la
correspondiente matriz completa en 1b. (d) Esquema de rotura de ADN de doble cadena (DSB) generada por
TALEN (rayo) y posibles mecanismos de reparacion celular utilizados para la reparacion de la rotura. (SEQ ID
NO: 35; SEQ ID NO: 36). (e) Evaluacion de union de extremos no homdlogos con probabilidad de error
mediante secuenciacion de Sanger de células tratadas con TALEN. Se llevé a cabo una PCR de ciclo
limitante, seguida de una clonacién al azar; se secuenciaron 75 clones, mostrando 64 de ellos un 100 % de
alineamiento con la base de datos de genomas y 11 mostrando deleciones inducidas por union de extremos
no homadlogos (NHEJ) que se representan con rayas. Los sitios diana de TALEN izquierdo y derecho se
indican en mayusculas y en negrita, y la secuencia espaciadora se representa en letras mindsculas. Las
bases totales delecionadas se representan a la derecha y se indica «del» seguido del nimero de bases
perdidas. (f) Reparacion dirigida por homologia (HDR). El donador de oligonucleétidos monocatenario
(ssODN) contenia 65 pb de homologia del gen COL7A1 en el brazo izquierdo y 101 pb en el derecho con una
secuencia corta externa que sirve como un sitio de cebador Unico (cuadro gris moteado). Tres resultados de
PCR de cebadores de amplificacion con pares de cebadores endogenos (indicados con flechas marcadas
con i. e iii.). Insercion de TALEN de los resultados de ODN en un segundo producto de PCR mas pequefio
generado mediante los pares de cebadores ii. € iii. El nimero al final de las células tratadas con TALEN
indica el indice de HDR determinado por densitometria. (SEQ ID NO: 37 a (SEQ ID NO: 48).

Figura 2. Modificacion con TALEN del gen COL7A1 evaluada mediante el ensayo de nucleasa Surveyor.
Evaluacion NHEJ mediante nucleasa Surveyor en fibroblastos EBDR. Se realizé6 una PCR de ciclo limitante
de un fragmento de ~350 pb seguida de un ensayo de desemparejamiento Surveyor. La NHEJ inducida por
TALEN queda demostrada por el patrén de bandas predecible de -200 y 300 pb (flechas). A la derecha se
muestra el locus de COL7A1 no modificado en células de control.

Figuras 3A-C. Disefio de donador TALEN COL7A1 y reparacion dirigida por homologia. (a) Locus COL7A1
con mutacién indicada mediante asterisco. Debajo se encuentra el donador, alineado con su relacién con el
locus endégeno que consta de secuencias gendémicas de COL7A1 de un brazo izquierdo con 706 pb de largo
y un 100 % de homologia con respecto al locus gendmico. Entre los brazos izquierdo y derecho, disefiado
para insertarse en el intrén entre los exones 12 y 13, se encuentra un casete de puromicina PGK entre dos
sitios loxp (cuadro, sitios loxp indicados mediante flechas flanqueantes). El brazo derecho era de 806 pb de
largo y contenia 5 cambios de base. Cuatro de estos eran polimorfismos de mutacion silenciosa (SPMP) (a
los que se hace referencia en la direccion 5' y en la direccion 3') que servian como marcadores para la
identificacion de eventos basados en HDR; el ultimo era la base normalizada que corrige el codén de
terminacion prematuro. El cuadro representa tres de los SPMP que se localizaban a 10 pb uno del otro. La
base normal (es decir, con reversion de la mutacion) se indica mediante el cuadro y el SPMP terminal (en la
direccion 3') que suprime un sitio de enzima de restriccion Apal se representa mediante un cuadro negro. El
rayo indica el sitio diana de TALEN y los cebadores de PCR (flechas negras), disefiados de tal manera que
uno se encuentre en el brazo donador y el otro fuera de este; se utilizaron para analisis conforme a lo
representado. (SEQ ID NO: 49). Deteccion de SPMP en fibroblastos EBDR. El tratamiento con TALEN y la
amplificacion por PCR, seguidos por la digestion con Apal y la secuenciacién de Sanger muestra (b) la
presencia del SPMP resistente a Apal que deriva del donador y solo puede estar presente tras el corte con
TALEN vy la reparacion dirigida por homologia utilizando el donador exédgeno como plantilla, (SEQ ID NO: 50)
(c) mostrando la base no modificada (sensible a Apal) que habia aparecido un evento heterocigoto de HDR
(SEQ ID NO: 51).

Figura 4A-B. Escision por Cre recombinasa de PGK-puromicina. (a) Esquema de donador con PGK
puromicina entre dos sitios loxp. Introduccion de un plasmido de Cre recombinasa en fibroblastos resistentes
a la puromicina que dan como resultado la supresion del transgén de puromicina. (b) Unidon gendmica de
loxp/COL7A1. Se emple6 PCR para demostrar la presencia de una huella de loxP (triangulo/secuencia
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inferior) en el intrén entre los exones 12y 13 en las células de EBDR tratadas con TALEN/donador. (SEQ ID
NO: 52).

Figura 5A-D. Analisis de secuencia con entrecruzamiento temprano. (a) leyenda de secuencias marcadoras
introducidas en el donador. Flecha = SPMP en direccién 5'; linea = la base 1837 que provoca la EBDR, flecha
= SPMP en direccion 3'. (SEQ ID NO: 53). Entrecruzamiento en la direccion 5'. Secuenciacion de Sanger que
muestra la incorporacion de los SPMP en la direccién 5' (b) mantenimiento de la mutacion en la base 1837
(SEQ ID NO: 54; (SEQ ID NO: 55) (c) y ausencia del SPMP en la direccion 3' (SEQ ID NO: 56; (SEQ ID NO:
57) (d) indicando que se dio HDR del donador, pero no consiguié corregir la mutacion. La leyenda se ha fijado
para incluir D (SEQ ID NO: 58; (SEQ ID NO: 59).

Figura 6A-D. Esquema del supuesto entrecruzamiento temprano. (a) Se muestran matrices de TALEN que se
fijan a la secuencia diana y el donador se muestra a continuacion. (b) La fijacion al sitio diana y la
dimerizacién con TALEN median una rotura de ADN de doble cadena (rayo) y estimulacion de HDR utilizando
el donador como plantilla de reparacion. (c) Entrecruzamientos tedricos. El alineamiento del ADN enddgeno y
el donador da como resultado un entrecruzamiento (entrecruzamiento n.° 1), donde el material genético se
intercambia de manera que los SPMP en la direccion 5' (cuadro) se incorporan mientras el segundo
entrecruzamiento (flecha/entrecruzamiento n.° 2) se da en la direccion 5' de la base correctora 'y el SPMP en
la direccion 3'. (d) Secuencia gendmica resuelta que contiene secuencias donadoras parciales (lineas y
cuadro) con mantenimiento de la base mutada (cuadro).

Figura 7A-C. Esquema de HDR y produccion normal de ARNm. (a) Locus de COL7A1 enddégeno mutado con
sitio diana de TALEN indicado mediante un rayo. Se muestra la base mutada y, debajo, se encuentra el
donador que da como resultado (b) la reparacion del locus con presencia permanente de secuencias
derivadas del donador desde el exdn 12 a través del intron entre los exones 15 y 16. (c) Analisis de ARNm.
Los cebadores indicados amplificaron un producto que contiene la base correctora (cuadro y el cuadro negro
de SPMP de Apal).

Figura 8A. Analisis de secuencia del corte con TALEN del donador. (SEQ ID NO: 60). (a) EIl ADNc de
fibroblastos de EBDR tratados con TALEN se analizé6 mediante secuenciacion directa de Sanger. El sitio de
TALEN se traza en un cuadro rojo (cabe destacar que se trata de una secuencia de TALEN parcial, ya que el
resto del sitio se encuentra dentro del intron adyacente. La flecha muestra un limite exén/exdn). La mutacion
de EBDR aparece subrayada y mostraba un retorno al estado natural (mutante = T, normal = C). El SPMP de
Apal en direccion 3' esta presente y se representa. El alineamiento de secuencia es de la secuencia de ADNc
que se prevé que se codifica mediante el donador en la parte superior y la secuencia recuperada en la parte
inferior. Los guiones/huecos muestran las deleciones probablemente debidas al corte con TALEN tras la HDR
que inducia la posterior NHEJ (unién de extremos no homdlogos). (SEQ ID NO:61; SEQ ID NO: 62).

Figuras 9A-F. Edicién genética mediada por TALEN de COL7A1 con HDR y expresidon genética y proteica
normalizada resultante. (a) Células corregidas con TALEN con conversiéon de la mutacion a estado natural,
(SEQ ID NO: 64) y (b) restablecimiento de la produccién de colageno tipo VII evaluado mediante
inmunofluorescencia. (c) Secuenciacion de ADNc de codon de terminacion prematuro de EBDR homocigoto,
(SEQ ID NO: 65) y (d) ausencia de produccion proteica de colageno tipo VII. (e) Secuenciacion de Sanger del
locus de COL7A1 de tipo natural, (SEQ ID NO: 66) y (f) expresion de colageno tipo VII. Las células se tifieron
simultaneamente y los tiempos de exposicion a microscopia confocal y de configuracion del instrumento
fueron idénticos. Los nucleos se tifieron con DAPI y se muestran en azul.

Figura 10A-B. Secuenciacion de Sanger de ARNm procedente de fibroblastos corregidos con TALEN. (a) El
clon de fibroblasto 1-19 (SEQ ID NO: 67; SEQ ID NO: 68) y (b) 1-21 mostraba la presencia de la base
corregida (linea) y el SPMP en direccion 3' (flecha). (SEQ ID NO:69; SEQ ID NO: 70).

Figuras 11A-D. Perfil de mapas de integracion de TALEN. (a) Esquema de rotura de ADN inducida por
TALEN que acepta la carga de GFP, marcando permanentemente el locus genémico. (b) La coexpresion de
TALEN e IDLV en 293 células dio como resultado células de GFP estables (analisis de citometria de flujo
realizado 6 semanas después de la administracion de TALEN e IDLV). (c) Esquema de la PCR lineal mediada
por amplificacion. La flecha azul indica el cebador LAM PCR, y las lineas discontinuas representan los
productos de amplificacion lineal que se clonaron y cartografiaron posteriormente para determinar el
fragmento de fusion gendmica de IDLV inducido por TALEN. (d) Partes integrantes identificadas (nr)LAM
PCR/PCR. La recuperacion de la secuencia LAM PCR vy la busqueda en la base de datos de genomas
revelaron cinco sitios en los que se integré el IDLV. Las secuencias cartografiadas para la region espaciadora
del sitio diana COL7A1 y cuatro sitios inespecificos en los cromosomas 7, 16, 1 y 5 (ninguna de las ultimas
secuencias derivo de un exdn codificante). (SEQ ID NO: 71-75).

Figura 12A-B. Lentivirus deficiente en integrasa. (a) Esquema de casete viral de GFP que se ha producido
con una integrasa defectuosa. (b) Evolucion temporal de la expresion de GFP de 293 IDLV en ausencia de
TALEN mediante analisis secuenciales durante 9 dias, mostrando una rapida pérdida de GFP.

Las figuras 13 y 14 muestran constructos.
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Descripcion detallada de la invencion

[0017] La descripcion se dirige a la edicion de ADN mediada por nucleasa efectora de tipo activador de la
transcripcion (TALEN) de mutaciones que provocan enfermedades en el contexto del genoma humano y células
humanas para tratar pacientes afectados con trastornos genéticos. Esto supone un avance con respecto a los
ensayos/herramientas de terapia génica anteriores que se basan en el aporte de copias funcionales de un gen
terapéutico que se integran de manera aleatoria o parcialmente aleatoria en el genoma. Las consecuencias de
los métodos de terapia génica anteriores son la alteracion del locus en el que se sitda la carga y una potencial
inactivacion o desregulacion génica. Estas pueden derivar en efectos secundarios potencialmente mortales. El
enfoque descrito en el presente documento maximiza la seguridad y la eficacia mediante el empleo de una
TALEN personalizada para, por ejemplo, los genes humanos, que corrige Unicamente el lugar de mutacion,
mientras que se conserva el resto del genoma en perfectas condiciones; en otras palabras, no existe una
alteracion del genoma restante, eliminando asi los efectos inespecificos asociados a la tecnologia existente (p.
€j., adicion de genes mediada por virus). Se trata de un enfoque novedoso y es la primera terapia génica
personalizada con correccion sin transgenes y mediada por TALEN de enfermedad que provoca la mutacién en
células, por ejemplo, células humanas. Por lo tanto, la tecnologia se puede utilizar en células, tales como células
humanas, de manera que se pueda corregir una mutacién de pérdida de funcién sin dificultades con el
restablecimiento de la funcién celular normal. En otras formas de realizacion, se puede mejorar la expresion
génica.

Definiciones

[0018] Al describir y reivindicar la invencion, se utilizara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones
expuestas mas adelante. A no ser que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en el presente documento poseen el mismo significado que el que entiende normalmente un experto
en la materia a la que pertenece la presente invencion. Cualquier método y material similar o equivalente a los
descritos en el presente documento se puede utilizar en la practica o en los ensayos de la presente invencion.
Los valores especificos y preferidos listados mas adelante para radicales, sustituyentes e intervalos se destinan
Unicamente a fines ilustrativos; no excluyen otros valores definidos ni otros valores dentro de intervalos definidos
para los radicales y sustituyentes.

[0019] Segun se utiliza en el presente documento, los articulos «un», «una», «unos» y «unas» se refieren a uno
0 mas de uno, esto es, al menos uno, del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, «un elemento» se
refiere a un elemento o a mas de un elemento.

[0020] EI término «aproximadamente», segun se utiliza en el presente documento, significa alrededor de, en
torno a, mas o menos o circa. Cuando se utiliza el término «aproximadamente» junto con un intervalo numérico,
este modifica ese intervalo ampliando los limites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos.
Por lo general, el término «aproximadamente» se utiliza en el presente documento para modificar un valor
numeérico por encima y por debajo del valor indicado con una variacion del 20 %.

[0021] El término «aislado(s)» se refiere a un(os) factor(es), célula o células que no estén asociadas a uno o
varios factores, células o uno o varios componentes celulares que estan asociados al/a los factor(es), célula o
células in vivo.

[0022] Las «células» incluyen células de un vertebrado, o el «sujeto» es un vertebrado, tal como un mamifero,
incluyendo un humano. Entre los mamiferos se incluyen, sin caracter limitativo, humanos, animales de granja,
animales para deporte y animales de compafiia. En el término «animal» se incluyen perros, gatos, peces, jerbos,
cobayas, hamsteres, caballos, conejos, cerdos, ratones, monos (p. €j., hominoides, gorilas, chimpancés u
orangutanes), ratas, ovejas, cabras, vacas y aves.

[0023] Un sujeto «de control» es un sujeto que presenta las mismas caracteristicas que un sujeto de ensayo, tal
como un tipo similar de enfermedad, etc. El sujeto de control puede examinarse, por ejemplo, durante el tiempo
exacto o practicamente el mismo tiempo durante el que se trata o se examina el sujeto de ensayo. El sujeto de
control se puede examinar también, por ejemplo, en un momento lejano al momento en el que se examina el
sujeto de ensayo, y los resultados del analisis del sujeto de control se pueden registrar para que los resultados
registrados se puedan comparar con resultados obtenidos mediante el analisis de un sujeto de ensayo.

[0024] Un sujeto «de ensayo» es un sujeto que esta siendo tratado.

[0025] Una «enfermedad» es un estado de salud de un sujeto, en el que el sujeto no puede mantener la
homeostasis, y en el que, si la enfermedad no se mejora, entonces la salud del sujeto continda deteriorandose.
En cambio, un «trastorno» en un sujeto es un estado de salud en el que el sujeto es capaz de mantener la
homeostasis, pero en el que el estado de salud del sujeto es menos favorable de lo que seria en ausencia del
trastorno. Sin embargo, las definiciones de «enfermedad» y «trastorno», segin se ha descrito anteriormente, no
pretenden reemplazar las definiciones o el uso habitual relacionado con enfermedades o trastornos adictivos
especificos.
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[0026] Una enfermedad, afeccién o trastorno se «alivia», por ejemplo, si se reduce la gravedad de un sintoma de
la enfermedad o trastorno, la frecuencia con la que un paciente experimenta dicho sintoma, o ambas.

[0027] Segun se utiliza en el presente documento, una «cantidad efectiva» hace referencia, por ejemplo, a una
cantidad suficiente para producir un efecto seleccionado, tal como el alivio de sintomas de una enfermedad o
trastorno.

[0028] EI término «medicion del nivel de expresion» o «determinacion del nivel de expresion», seguin se utiliza en
el presente documento, se refiere, por ejemplo, a cualquier medida o ensayo que se pueda utilizar para
correlacionar los resultados del ensayo con el nivel de expresién de un gen o proteina de interés. Dichos
ensayos incluyen la medicion del nivel de ARNm, niveles proteicos, etc., y se puede llevar a cabo mediante
ensayos, como analisis de transferencia northern y western, ensayos de union, inmunoelectrotransferencia, etc.
El nivel de expresion puede incluir intervalos de expresion y se puede medir en relacion con la cantidad real de
un ARNm o proteina presente.

[0029] Segun se utiliza en el presente documento, el término «vehiculo farmacéuticamente aceptable» incluye,
por ejemplo, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos habituales, como una solucion salina tamponada con
fosfato, agua, emulsiones, como una emulsién aceite/agua o agual/aceite, y diversos tipos de agentes
humectantes. El término abarca también cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora del
gobierno federal estadounidense o listados en la Farmacopea de EE. UU., para su uso en animales, incluyendo
humanos.

[0030] El término «sal farmacéuticamente aceptable» se refiere, por ejemplo, a sales que conservan la eficacia
bioldgica y las propiedades de los compuestos de la presente invencion y que no resultan inapropiadas desde el
punto de vista biolégico ni de otro modo. En muchos casos, los compuestos de la presente invencion son
capaces de formar sales acidas y/o basicas en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos
similares a estos.

[0031] Segun se utiliza en el presente documento, el término «fijarse especificamente» hace referencia, por
ejemplo, a una molécula que reconoce y se fija a una molécula especifica, pero no reconoce considerablemente
ni se fija a otras moléculas en una muestra.

[0032] Segun se utiliza en el presente documento, el término «sintoma» se refiere, por ejemplo, a cualquier
fendbmeno morbido o desviacion de la normalidad en cuanto a su estructura, funciébn o sensaciéon que
experimenta el paciente e indica la presencia de la enfermedad.

[0033] Segun se utiliza en el presente documento, el término «tratar» puede incluir la profilaxis de la enfermedad,
trastorno o afeccion especifica, o el alivio de los sintomas asociados a una enfermedad, trastorno o afeccién
especifica y/o a la prevencion o eliminacion de los sintomas. Un tratamiento «profilactico» es, por ejemplo, un
tratamiento administrado a un sujeto que no muestra signos de enfermedad o solo muestra signos tempranos de
la enfermedad con el fin de reducir el riesgo de desarrollar patologias asociadas a la enfermedad. En el presente
documento, «tratar» y «tratamiento» se utilizan indistintamente.

[0034] Un tratamiento «terapéutico» es, por ejemplo, un tratamiento administrado a un sujeto que muestra
sintomas patoldgicos con el fin de disminuir o eliminar esos sintomas.

[0035] Una «cantidad terapéuticamente efectiva» de un compuesto es, por ejemplo, aquella cantidad de
compuesto que sea suficiente para proporcionar un efecto beneficioso al sujeto al que se le administra el
compuesto.

[0036] Segun se utiliza en el presente documento, los «kaminoacidos» se representan con el nombre completo de
estos, mediante el cddigo de tres letras correspondiente a este, o mediante el codigo de una letra
correspondiente a este, segun se indica en la siguiente tabla:

Nombre completo Cadigo de tres letras Cddigo de una letra
Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Histidina His H
Tirosina Tyr Y
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Nombre completo Cddigo de tres letras Cddigo de una letra
(continuacion)

Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina Gln Q
Serina Ser S
Treonina Thr T
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val \%
Leucina Leu L
Isoleucina lle |
Metionina Met M
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
Triptéfano Trp w

[0037] La expresion «aminoacido», segun se utiliza en el presente documento, pretende incluir tanto
aminoacidos naturales como sintéticos, y tanto D-aminoacidos como L-aminoacidos. «Aminoacido patrén» se
refiere a cualquiera de los veinte L-aminoacidos patrén que se encuentran con frecuencia en péptidos de origen
natural. «Residuo de aminoacido no patrén» se refiere a cualquier aminoacido, distinto de los aminoacidos
patron, independientemente de si se prepara de manera sintética o se deriva de una fuente natural. Segun se
utiliza en el presente documento, «aminoacido sintético» también abarca aminoacidos modificados
quimicamente, incluyendo, aunque sin caracter limitativo, sales, derivados de aminoacidos (como amidas) y
sustituciones. Los aminoacidos contenidos en el interior de los péptidos de la presente invencion, y
especialmente en el terminal carboxilo o en el terminal amino, se pueden modificar mediante metilacion,
amidacion, acetilacion o sustitucion con otros grupos quimicos que pueden cambiar la semivida circulante del
péptido sin afectar negativamente a su actividad. Asimismo, un enlace disulfuro puede estar presente o ausente
en los péptidos de la invencion.

[0038] El término «aminoacido» se utiliza indistintamente con «residuo de aminoacido», y puede hacer referencia
a un aminoacido libre y a un residuo aminoacidico de un péptido. Se podra observar, a partir del contexto en el
que se utiliza el término si este se refiere a un aminoacido libre o a un residuo de un péptido.

[0039] Los aminoacidos se pueden clasificar en siete grupos en funcién de la cadena lateral R: (1) cadenas
laterales alifaticas; (2) cadenas laterales que contienen un grupo hidroxilo (OH); (3) cadenas laterales que
contienen atomos de azufre; (4) cadenas laterales que contienen un grupo acido o amida; (5) cadenas laterales
que contienen un grupo basico; (6) cadenas laterales que contienen un anillo aromatico; y (7) prolina, un
iminoacido en el que la cadena lateral se fusiona con el grupo amino.

[0040] Segun se utiliza en el presente documento, el término «sustitucion conservadora de aminoacido» se
define en el presente documento como intercambios entre uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos pequerios alifaticos, no polares o ligeramente polares:
Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;

1. Residuos polares, con carga negativa y sus amidas:

Asp, Asn, Glu, GIn;
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lll. Residuos polares, con carga positiva:

His, Arg, Lys;

IV. Residuos grandes, no polares y alifaticos:
Met Leu, lle, Val, Cys

V. Residuos grandes aromaticos:

Phe, Tyr, Trp

[0041] Segun se utiliza en el presente documento, el término «acido nucleico» abarca ARN, asi como ADN vy
ADNc de cadena simple, doble y triple. Ademas, los términos «acido nucleico», «<ADN», «ARN» y términos
similares también incluyen analogos de acido nucleico, es decir, analogos que presenten una cadena principal
distinta de una cadena principal de fosfodiéster. Por ejemplo, los denominados «acidos nucleicos peptidicos»,
que se conocen en la técnica y presentan enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster en la cadena
principal, se consideran dentro del alcance de la presente invencion. Por «acido nucleico» se hace referencia
también a cualquier acido nucleico, bien compuesto por desoxirribonucledsidos o ribonucledsidos, bien
compuestos por enlaces fosfodiéster o enlaces modificados, tales como fosfotriéster, fosforamidato, siloxano,
carbonato, carboximetilester, acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato
puenteado, fosforamidato puenteado, metilenfosfonato puenteado, fosforotioato, metilfosfonato, fosforoditioato,
fosforotioato puenteado o enlaces sulfona, y combinaciones de dichos enlaces. El término acido nucleico también
incluye especificamente acidos nucleicos compuestos por bases distintas de las cinco bases de origen bioldgico
(adenina, guanina, timina, citosina y uracilo). La notacién convencional se utiliza en el presente documento para
describir secuencias de polinucleédtidos: el extremo izquierdo de una secuencia de polinucleétidos de cadena
simple es el extremo 5'; la direccién izquierda de una secuencia de polinucleétidos de cadena doble se denomina
direccién 5'. La direccion de la adicién de nucleétidos 5' a 3' en los transcritos de ARN incipientes se denomina
direccién de la transcripcion. La cadena de ADN que presenta la misma secuencia que un ARNm se denomina
«cadena codificante»; las secuencias en la cadena de ADN que se localizan 5' con respecto a un punto de
referencia en el ADN se denominan «secuencias en direccién 5'»; las secuencias en la cadena de ADN que se
localizan 3' con respecto a un punto de referencia en el ADN se denominan «secuencias en direccion 3'».

[0042] A no ser que se especifique de otro modo, una «secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos» incluye todas las secuencias de nucledtidos que son versiones degeneradas entre si y que
codifican la misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucledtidos que codifican proteinas y ARN
pueden incluir intrones.

[0043] Segun se utiliza en el presente documento, el término «homologo/a(s)» hace referencia a la similitud de
secuencias de subunidad entre dos moléculas poliméricas, p. €j., entre dos moléculas de acido nucleico, p. €.,
dos moléculas de ADN o dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas polipeptidicas. Cuando una posicion de
subunidad en ambas moléculas es ocupada por la misma subunidad monomérica, p. €j., si una posicion en cada
una de las dos moléculas de ADN es ocupada por adenina, entonces son homdlogas en esa posicion. La
homologia entre dos secuencias es una funcion directa del nimero de posiciones coincidentes u homologas, por
ejemplo, si la mitad (p. €j., cinco posiciones en un polimero con diez subunidades de longitud) de las posiciones
en dos secuencias de compuestos son homologas, entonces las dos secuencias son homoélogas en un 50 %, si
el 90 % de las posiciones, p. €j., de 9 a 10 son coincidentes u homologas, las dos secuencias comparten un 90
% de homologia. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN 3'ATTGCC5' y 3'TATGGC comparten un 50 % de
homologia.

[0044] Segun se utiliza en el presente documento, «homologia» se utiliza como sinénimo de «identidad».

[0045] La determinaciéon del porcentaje de identidad entre dos secuencias nucleotidicas o aminoacidicas se
puede lograr utilizando un algoritmo matematico. Por ejemplo, un algoritmo matematico util para comparar dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268), modificado
como en Karlin y Altschul (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877). Este algoritmo se incorpora en los
programas NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990, J. Mol. Biol. 215:403-410), y es accesible, por ejemplo, a
través del sitio web del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI). Las busquedas de
nucledtidos BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST (denominado «blastn» en el sitio web del
NCBI), utilizando, por ejemplo, los siguientes parametros: penalizacién por hueco = 5; penalizacién por extension
de hueco = 2; penalizacion por desemparejamiento = 3; recompensa por emparejamiento = 1; valor esperado
10,0; y tamafio de palabra = 11 para obtener secuencias de nucleétidos homologas a un acido nucleico descrito
en el presente documento. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST
(denominado «blastn» en el sitio web del NCBI) o el programa del NCBI «blastp», utilizando los siguientes
parametros: valor esperado 10,0, matriz de puntuacion BLOSUMG62 para obtener secuencias de aminoacidos
homologas a una molécula proteica descrita en el presente documento. Para obtener alineamientos con hueco
para fines comparativos, se puede utilizar Gapped BLAST («BLAST con huecos»), segun se describe en Altschul
et al. (1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402). De manera alternativa, se puede utilizar PSI-Blast o PHI-Blast
para realizar una busqueda iterativa que detecte relaciones distantes entre moléculas (ld.) y relaciones entre
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moléculas que comparten un patron comun. Al utilizar los programas BLAST, Gapped BLAST , PSI-Blast y PHI-
Blast, se pueden utilizar los parametros por defecto de los respectivos programas (p. €j., XBLAST y NBLAST).

[0046] EI porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede determinar utilizando técnicas similares a las
anteriormente descritas, con o sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, se cuentan
normalmente emparejamientos exactos.

[0047] Los términos «comprender», «comprendiendo» y similares pueden presentar el significado que se les
atribuye en la ley de patentes estadounidense y pueden significar «incluir», «incluyendo» y similares. Segun se
utiliza en el presente documento, «incluyendo» o «incluir» o similares significan incluyendo, sin caracter
limitativo.

TALEN

[0048] Las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN) son enzimas de restriccion
artificiales generadas mediante la fusion del dominio de unién al ADN del efector TAL con un dominio de escision
del ADN. Estos reactivos permiten una escision del ADN eficiente, programable y especifica, y representan
potentes herramientas para la edicion del genoma in situ. Los efectores de tipo activador de la transcripcion
(TALE) pueden ser modificados rapidamente para fijarse practicamente a cualquier secuencia de ADN. El
término TALEN, segun se utiliza en el presente documento, es amplio e incluye una TALEN monomérica que
puede escindir ADN bicatenario sin la ayuda de otra TALEN. El término TALEN se utiliza también para referirse a
uno o a ambos miembros de un par de TALEN que hayan sido modificadas para trabajar juntas en la escision de
ADN en el mismo sitio. Se puede hacer referencia a las TALEN que trabajan juntas como una TALEN izquierda y
una TALEN derecha, que hacen alusién a la lateralidad del ADN. Véase USSN 12/965,590; USSN 13/426,991
(US 8,450,471); USSN 13/427,040 (US 8,440,431); USSN 13/427,137 (US 8, 440,432); y USSN 13/738,381.

[0049] Los efectores TAL son proteinas secretadas por bacterias Xanthomonas. El dominio de uniéon al ADN
contiene una secuencia de 33-34 aminoacidos muy conservada, con la excepcion de los aminoacidos 12.°y 13.°.
Estas dos ubicaciones son muy variables (diresiduo variable de repeticion (RVD)) y muestran una fuerte
correlacion con el reconocimiento de nucleétidos concreto. Esta relacion simple entre secuencia de aminoacidos
y reconocimiento de ADN ha permitido la modificacién de dominios de union especificos al ADN seleccionando
una combinacién de segmentos de repeticion que contienen los RVD apropiados.

[0050] EI dominio de escision no especifico del ADN desde el extremo de la endonucleasa Fokl se puede utilizar
para construir nucleasas hibridas que estén activas en un ensayo con levadura. Estos reactivos estan también
activos en células vegetales y en células animales. Los estudios de TALEN iniciales utilizaban el dominio de
escision natural de Fokl, aunque algunos estudios de TALEN posteriores también utilizaban variantes del dominio
de escision de Fokl con mutaciones disefiadas para mejorar la especificidad de escision y la actividad de
escision. El dominio Fokl funciona como un dimero, que necesita dos constructos con dominios de unién al ADN
Unicos para los sitios en el genoma diana con una orientacién y separacion adecuadas. Tanto el nimero de
residuos de aminoacidos entre el dominio de union al ADN de TALEN y el dominio de escision de Fokl y el
numero de bases entre los dos sitios de union individuales de TALEN son parametros para lograr altos niveles de
actividad. El numero de residuos de aminoacidos entre el dominio de unién al ADN de TALEN y el dominio de
escision de Fokl se puede modificar mediante la introduccién de un espaciador (distinto de la secuencia
espaciadora) entre la pluralidad de secuencias de repeticion del efector TAL y el dominio de endonucleasa de
Fokl. La secuencia espaciadora puede contener de 12 a 30 nucleétidos.

[0051] La relacion entre la secuencia de aminoacidos y el reconocimiento de ADN del dominio de unién de
TALEN permite proteinas disefiables. En este caso, la sintesis genética artificial resulta problematica debido al
apareamiento inadecuado de la secuencia de repeticion que se encuentra en el dominio de unién de TALE. Una
solucién para esto es utilizar un programa de soffware disponible de manera publica (DNAWorks) para calcular
los oligonucledtidos adecuados para su ensamblaje en una PCR de dos etapas; el ensamblaje de
oligonucledtidos seguido por una amplificacion genética completa. También se ha informado de un ndmero de
esquemas de ensamblaje modular para generar constructos de TALE modificados. Ambos métodos ofrecen un
enfoque sistematico para los dominios de unién al ADN modificados que son conceptualmente similares al
método de ensamblaje modular para generar dominios de reconocimiento del ADN de dedos de zinc.

[0052] Una vez se hayan ensamblado los genes TALEN, estos se insertan en plasmidos; a continuacion, los
plasmidos se utilizan para transfectar la célula diana donde se expresan los productos génicos y se introducen en
el nucleo para acceder al genoma. Las TALEN se pueden utilizar para editar genomas induciendo roturas de
doble cadena (DSB), a las que las células responden con mecanismos de reparacion. De este modo, se pueden
utilizar para corregir mutaciones en el genoma que, por ejemplo, provoquen enfermedades.

Vectores y acidos nucleicos

[0053] Se pueden introducir varios acidos nucleicos en células para obtener la expresion de un gen. Segun se
utiliza en el presente documento, el término acido nucleico incluye ADN, ARN y analogos de acido nucleico, y
acidos nucleicos que sean bicatenarios o0 monocatenarios (es decir, una cadena simple de sentido o antisentido).
Los analogos de acido nucleico se pueden modificar en el grupo basico, grupo azucar o cadena principal de
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fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacion o solubilidad del acido nucleico. Las modificaciones
en el grupo basico incluyen desoxiuridina por desoxitimidina, y 5-metil-2'-desoxicitidina y 5-bromo-2'-doxicitidina
por desoxicitidina. Las modificaciones del grupo azucar incluyen la modificacion del hidroxilo 2' del aztcar ribosa
para formar azucares 2'-O-metil o 2'-O-alil. La cadena principal de desoxirribosa fosfato se puede modificar para
producir acidos nucleicos morfolinos, en los que cada grupo basico esta conectado a un anillo morfolino de seis
miembros, o acidos nucleicos peptidicos, en los que la cadena principal de desoxifosfato se sustituye por una
cadena principal pseudopeptidica y las cuatro bases se conservan. Véase, Summerton y Weller (1997) Antisense
Nucleic Acid Drug Dev. 7(3):187; y Hyrup et al. (1996) Bioorgan. Med. Chem. 4:5. Ademas, la cadena principal de
desoxifosfato se puede sustituir, por ejemplo, por una cadena principal de fosforotioato o fosforoditioato, una
fosforamidita, o una cadena principal de alquil fosfotriéster.

[0054] Las secuencias de acido nucleico pueden estar unidas operativamente a una region reguladora, tal como
un promotor. Las regiones reguladoras pueden ser de cualquier especie. Segun se utiliza en el presente
documento, unido/a(s) operativamente se refiere a una region reguladora relativa a una secuencia de acido
nucleico, de tal manera que se permita o facilite la transcripcion del acido nucleico diana. Cualquier tipo de
promotor puede estar unido operativamente a una secuencia de acido nucleico. Entre los ejemplos de
promotores se incluyen, sin caracter limitativo, promotores especificos del tejido, promotores constitutivos y
promotores que responden o no responden a un estimulo concreto (p. gj., promotores inducibles).

[0055] Las regiones reguladoras adicionales que pueden resultar Utiles en constructos de acido nucleico
incluyen, aunque sin caracter limitativo, secuencias de poliadenilacion, secuencias de control de la traduccion (p.
€j., un segmento de entrada interna del ribosoma, IRES), potenciadores, elementos inducibles o intrones. Dichas
regiones reguladoras pueden no ser necesarias, aunque pueden incrementar la expresion afectando a la
transcripcion, estabilidad del ARNm, eficiencia de traduccion, etc. Dichas regiones reguladoras se pueden incluir
en un constructo de acido nucleico, como se prefiera, para obtener una expresién 6ptima de los acidos nucleicos
en la(s) célula(s). No obstante, en ocasiones se puede obtener una expresion suficiente sin dichos elementos
adicionales.

[0056] Se puede utilizar un constructo de acido nucleico que codifique péptidos sefial o marcadores
seleccionables. Se pueden utilizar péptidos sefial de manera que un polipéptido codificado se dirija a una
ubicacion celular concreta (p. €j., la superficie celular). Entre los ejemplos no limitativos de marcadores
seleccionables se incluyen puromicina, ganciclovir, adenosina desaminasa (ADA), aminoglucésido
fosfotransferasa (neo, G418, APH), dihidrofolato reductasa (DHFR), higromicina-B-fosfotransferasa, timidina
quinasa (TK) y xantina-guanina fosforribosiltransferasa (XGPRT). Dichos marcadores resultan utiles para
seleccionar transformantes estables en cultivo. Otros marcadores seleccionables incluyen polipéptidos
fluorescentes, como la proteina verde fluorescente o la proteina amarilla fluorescente.

[0057] Los constructos de acido nucleico se pueden introducir en células de cualquier tipo utilizando varias
técnicas. Entre los ejemplos no limitativos de técnicas, se incluye el uso de sistemas transposon, virus
recombinantes que puedan infectar células o liposomas u otros métodos no virales, como la electroporacion, la
microinyeccion o la precipitacion de fosfato de calcio, que sean capaces de administrar acidos nucleicos a
células.

[0058] Los acidos nucleicos se pueden incorporar en vectores. Un vector es un término amplio que incluye
cualquier segmento de ADN especifico que esté disefiado para moverse desde una molécula vehiculo hacia un
ADN diana. Se puede hacer referencia a un vector como un vector de expresion, o sistema vector, que es un
conjunto de componentes necesarios para lograr la insercion de ADN en un genoma u otra secuencia de ADN de
interés, como un episoma, plasmido o incluso segmento de ADN virus/fago. La mayoria de las veces, los
vectores contienen uno o varios casetes de expresion que comprenden una o varias secuencias de control de
expresion, donde una secuencia de control de expresidon es una secuencia de ADN que controla y regula la
transcripcion y/o traduccion de otra secuencia de ADN o ARNm, respectivamente.

[0059] Se conocen muchos tipos distintos de vectores. Por ejemplo, se conocen plasmidos y vectores virales, por
ejemplo, vectores retrovirales. Los plasmidos de expresion en mamiferos poseen normalmente un origen de
replicacion, un promotor adecuado y un potenciador opcional, y también cualquier sitio de unién del ribosoma, un
sitio de poliadenilacion, sitios donadores y aceptores, secuencias de terminacion de la transcripcion y secuencias
no transcritas de flanqueo 5'. Los ejemplos de vectores incluyen: plasmidos (que también pueden ser un vehiculo
de otro tipo de vector), adenovirus, virus adenoasociados (AAV), lentivirus (p. €j., VIH-1, VIS o VIF), retrovirus (p.
€j., ASV, ALV o MoMLYV) y transposones (p. €j., Sleeping Beauty, elementos P, Tol-2, Frog Prince, piggyBac).

Usos terapéuticos

[0060] La correccion genética a base de TALEN posee muchas aplicaciones clinicas y preclinicas (p. €j., de
investigacion). Por ejemplo, la correccion genética a base de TALEN se puede utilizar para corregir genes en los
que las mutaciones deriven en enfermedades. Por ejemplo, cualquier enfermedad caracterizada por alteraciones
de base pequefia que incluyen inserciones y deleciones, tales como, sin caracter limitativo, epidermdlisis bullosa,
osteogénesis imperfecta, disqueratosis congénita, las mucopolisacaridosis, distrofia muscular, fibrosis quistica
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(CFTR), anemia de Fanconi, las esfingolipidosis, las lipofuscinosis, adrenoleucodistrofia, inmunodeficiencia
combinada grave, anemia de células falciformes, talasemia, etc.

[0061] En una forma de realizacion, la enfermedad es epidermdlisis bullosa. La epidermdlisis bullosa distrofica
recesiva (EBDR) se caracteriza por un déficit funcional de la proteina de colageno tipo VIl debido a los defectos
genéticos en el gen de colageno tipo VII (COL7A1). Este gen codifica la cadena alfa de colageno tipo VII. La fibra
de colageno tipo VII, compuesta por tres cadenas idénticas de colageno alfa, se limita a la zona mas baja por
debajo de los epitelios escamosos estratificados. Funciona como una fibra de anclaje entre los epitelios externos
y el estroma subyacente. Las mutaciones en este gen estan asociadas a todas las formas de epidermolisis
bullosa distrdfica.

[0062] EI COL7A1 se localiza en el brazo corto del cromosoma humano 3, en la regién cromosémica
denominada 3p21.31 (N.° de conjunto: ENSG00000114270). El gen tiene un tamafio de aproximadamente 31
000 pares de bases, y su secuencia de codificacion esta fragmentada en 118 exones, véase la SEQ ID NO: 32.

[0063] EI COL7A1 se transcribe en un ARNm de 9287 pares de bases (los n.° de acceso para las proteinas y
ARNmM humanos son, respectivamente, NM_000094 y NP_000085). En la piel, la proteina de colageno tipo VIl se
sintetiza mediante queratinocitos y fibroblastos dérmicos. El simbolo para el gen ortélogo en los ratones es
Col7a1 (los n.°s de acceso para ARNm y proteinas de ratones son, respectivamente, NM_00738 y NP_031764).

[0064] Las personas con EBDR muestran formacioén de ampollas cutaneas incurables, a menudo letales, y se
enfrentan a un mayor riesgo de sufrir carcinoma agresivo de células escamosas'. Las terapias de aumento de
genes resultan prometedoras, aunque se corre el riesgo de sufrir mutagénesis insercional. Por consiguiente, se
describen en el presente documento nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN)
modificadas para la edicion precisa del genoma en células de pacientes con EBDR. En el presente documento,
se describe la capacidad de TALEN para inducir roturas de ADN bicatenario especificas de sitio (DSB), que dan
como resultado una reparacion dirigida por homologia (HDR) de una plantilla de donador exégeno. Este proceso
dio como resultado la correccion de mutacion del gen COL7A1 vy el restablecimiento de la expresién normal de
genes y proteinas. Este estudio proporciona una demostracion conceptual para la medicina gendmica
personalizada y supone la primera correccion mediada por TALEN in situ de un gen humano enddgeno en
fibroblastos.

[0065] Las células que se han de modificar mediante la correccién de genes a base de TALEN se pueden
obtener a partir del paciente o de un donante. Las células pueden ser de cualquier tipo, tales como células de
fibroblastos, queratinocitos, células madre pluripotentes, hematopoyéticas, mesenquimales y embrionarias
inducibles, células de progenie hematopoyéticas, como células T, células B, células gliales y neuronas, células
madre y progenitoras neurogliales, células musculares, células pulmonares, células pancreaticas y células
hepaticas y/o células del sistema reticuloendotelial. Una vez modificadas mediante correcciéon genética a base de
TALEN, las células se pueden expandir y/o administrar a un paciente para tratar la enfermedad.

[0066] Se pueden utilizar matrices para administrar células de la presente invencién a sitios anatémicos
especificos, donde los factores de crecimiento concretos pueden incorporarse o no en la matriz, o codificarse en
plasmidos incorporados en la matriz para la absorcion por parte de las células, y se pueden utilizar para dirigir el
crecimiento de la poblacién celular inicial. EI ADN plasmidico que codifica citoquinas, factores de crecimiento u
hormonas puede quedar atrapado en el interior de un portamatrices polimérico activado por genes. A
continuacion, el polimero biodegradable se implanta cerca del sitio en el que se desea el tratamiento.

[0067] A los efectos descritos en el presente documento, se pueden administrar células autélogas, alogénicas o
xenogénicas de la presente invencion a un paciente mediante inyeccion directa a un sitio preseleccionado,
sistematicamente, en la superficie de una matriz aceptable o en torno a esta, o junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0068] Asimismo, los constructos de acido nucleico o proteinas se pueden inyectar de manera local o sistematica
en un sujeto, por ejemplo, con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Crecimiento/expansion de células

[0069] Las células que se han de modificar mediante la correccién de genes a base de TALEN se pueden
obtener a partir del paciente o de un donante. Las células pueden ser de cualquier tipo, tales como células de
fibroblasto. Una vez modificadas mediante correccion genética a base de TALEN, las células se pueden expandir
y/o administrar a un paciente para tratar la enfermedad.

[0070] Las células se pueden cultivar en medio de cultivo establecido en la técnica y disponible comercialmente
a través de la Coleccion estadounidense de cultivos tipo (American Type Culture Collection (ATCC)), Invitrogen y
otras empresas. Entre dichos medios se incluyen, aunque sin caracter limitativo, el medio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM), el medio DMEM F12, el medio Eagle's Minimum Essential Medium, el medio F-12K, el
medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Knockout D-MEM o RPMI-1640. Un experto en la materia puede
modificar o modular concentraciones de medios y/o complementos de medios segin sea necesario para las
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células utilizadas. También se podra observar que muchos medios se encuentran disponibles como
formulaciones con baja glucosa, con o sin piruvato de sodio.

[0071] También se contempla una complementacién de medio de cultivo celular con sueros de mamiferos. Los
sueros suelen contener factores y componentes celulares que son necesarios para la viabilidad y la expansion.
Entre los ejemplos de sueros se incluye el suero fetal bovino (FBS), suero bovino (BS), suero de ternera (CS),
suero fetal de ternera (FCS), suero de ternera recién nacida (NCS), suero de cabra (GS), suero de caballo (HS),
suero humano, suero de pollo, suero porcino, suero de oveja, suero de conejo, suero de rata (RS), sustituciones
de suero (incluyendo, sin caracter limitativo, sustitucion de suero KnockOut (KSR, Invitrogen)) y fluido
embrionario bovino. Se entiende que los sueros pueden inactivarse por calor a 55-65°C si se considera necesario
para inactivar componentes de la cascada del complemento. La modulacién de concentraciones séricas, o la
retirada de suero del medio de cultivo, se puede utilizar también para promover la supervivencia de uno o varios
tipos de células deseadas. Las células se pueden cultivar en presencia de FBS y/o suero especifico para el tipo
de célula de la especie. Por ejemplo, las células se pueden aislar y/o expandir con el suero total (p. €j., FBS) o
concentraciones de sustituciéon de suero de aproximadamente un 0,5 % a aproximadamente un 5 % o mas,
incluyendo aproximadamente de un 5 % a aproximadamente un 15 % o mas, tal como aproximadamente un 20
%, aproximadamente un 25 % o aproximadamente un 30 %. Las concentraciones séricas se pueden determinar
empiricamente.

[0072] Se pueden utilizar también suplementos adicionales para suministrar oligoelementos a las células para su
optimo crecimiento y expansion. Dichos suplementos incluyen insulina, transferrina, selenio de sodio y
combinaciones de los mismos. Estos componentes se pueden incluir en una solucién salina tal como, sin
caracter limitativo, la solucion salina equilibrada de Hank™ (Hanks' Balanced Salt Solution™ (HBSS)), la solucion
salina de Earle (Earle's Salt Solution™), suplementos antioxidantes, suplementos MCDB-201™, tampon fosfato
salino (PBS), acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-etanosulfonico (HEPES), nicotinamida, acido ascorbico y/o acido
ascorbico-2-fosfato, asi como aminoacidos adicionales. Muchos medios de cultivo celular ya contienen
aminoacidos; sin embargo, algunos precisan complementacion antes de cultivar las células. Dichos aminoacidos
incluyen, aunque sin caracter limitativo, L-alanina, L-arginina, L-acido aspartico, L-asparagina, L-cisteina, L-
cistina, L-acido glutamico, L-glutamina, L-glicina, L-histidina, L-inositol, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-
metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina, L-treonina, L-triptéfano, L-tirosina y L-valina.

[0073] Los antibidticos se suelen utilizar también en cultivos celulares para mitigar la contaminacion bacteriana,
por micoplasma y fungica. Normalmente, los compuestos antibidticos o antimicéticos empleados son mezclas de
penicilina/estreptomicina, pero también incluyen, aunque sin caracter limitativo, anfotericina (Fungizone™),
ampicilina, gentamicina, bleomicina, higromicina, kanamicina, mitomicina, acido micofendlico, acido nalidixico,
neomicina, nistatina, paromomicina, polimixina, puromicina, rifampicina, espectinomicina, tetraciclina, tilosina y
zeocina.

[0074] Ventajosamente, las hormonas se pueden utilizar también en cultivos celulares e incluyen, aunque sin
caracter limitativo, D-aldosterona, dietilestilbestrol (DES), dexametasona, - estradiol, hidrocortisona, insulina,
prolactina, progesterona, somatostatina/hormona del crecimiento humano (HGH), tirotropina, tiroxina y L-tironina.
El - mercaptoetanol también se puede complementar en medios de cultivo celular.

[0075] Los lipidos y vehiculos lipidicos también se pueden utilizar para complementar medios de cultivo celular,
en funcion del tipo de célula y del futuro de la célula diferenciada. Dichos lipidos y vehiculos pueden incluir,
aunque sin caracter limitativo, ciclodextrina (a B y), colesterol, acido linoleico conjugado con albumina, acido
linoleico y acido oleico conjugados con albumina, acido linoleico no conjugado, acido linoleico-oleico-
araquiddnico conjugado con albumina, acido oleico no conjugado y conjugado con albumina, entre otros. Del
mismo modo, la albumina se puede utilizar en formulaciones libres de acidos grasos.

[0076] Las células en cultivo se pueden mantener bien en suspension, bien adheridas a un soporte sélido, como
componentes de matriz extracelular y polimeros sintéticos o biopolimeros. A menudo las células requieren
factores adicionales que potencian su adhesién a un soporte sélido (p. €j., factores de adhesién), como el
colageno tipo |, tipo Il y tipo 1V, concanavalina A, sulfato de condroitina, fibronectina, «superfibronectina» y/o
polimeros similares a fibronectina, gelatina, laminina, poli-D-lisina y poli-L-lisina, Matrigel™, trombospondina y/o
vitronectina.

[0077] Las células se pueden cultivar con distintas densidades, p. €j., las células se pueden sembrar o mantener
en la placa de cultivo con distintas densidades. Por ejemplo, con densidades, incluyendo, sin caracter limitativo,
densidades de menos de aproximadamente 2000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos (por ejemplo, area
de crecimiento de fondo plano de 12 pocillos: 3,8 cm? volumen de pocillo: 6,0 ml o ID de pocillo x densidad (mm)
22,1x17,5; capacidad de pocillo (ml) 6,5, area de crecimiento (cm?) 3,8), incluyendo menos de aproximadamente
1500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, menos de aproximadamente 1000 células/pocillo de una placa
de 12 pocillos, menos de aproximadamente 500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, o menos de
aproximadamente 200 células/pocillo de una placa de 12 pocillos. Las células también se pueden sembrar o
mantener con densidades mayores, por ejemplo, mas de aproximadamente 2000 células/pocillo de una placa de
12 pocillos, mas de aproximadamente 2500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente
3000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente 3500 células/pocillo de una placa de
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12 pocillos, mas de aproximadamente 4000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente
4500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente 5000 células/pocillo de una placa de
12 pocillos, mas de aproximadamente 5500 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente
6000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente 6500 células/pocillo de una placa de
12 pocillos, mas de aproximadamente 7000 células/pocillo de una placa de 12 pocillos, mas de aproximadamente
7500 células/pocillo de una placa de 12 pocillo o mas de aproximadamente 8000 células/pocillo de una placa de
12 pocillos.

Ejemplos

[0078] El siguiente ejemplo se proporciona para demostrar y para representar ademas algunas formas de
realizacion y aspectos de la presente invencion y no se interpreta como limitativo del alcance de estas.

Ejemplo 1
Materiales y métodos.

Sujeto de investigacion y derivacion de linea celular.

[0079] Tras obtener el consentimiento informado de los padres, se obtuvo una biopsia de puncion de la piel de
un paciente de sexo masculino con EBDR con una mutacién homocigota de codén de terminaciéon prematuro
¢.1837 C>T. Se obtuvo la aprobacion para la investigacion en sujetos humanos a través del Comité Institucional
de Revision de la Universidad de Minesota. Se derivé y se mantuvo una linea celular primaria de fibroblastos en
condiciones de baja concentracion de oxigeno.

Construccion de TALEN y donador.

[0080] La TALEN candidata descrita en la figura 1A se gener6 mediante el método de ensamblaje Golden Gate y
se inserté en una forma homodimérica de una endonucleasa Fokl conducida por el promotor CAGGs, segun lo
descrito [1, 2]. El brazo donador izquierdo se amplificé con los cebadores LAF y LAR mostrados en la tabla 1. El
brazo derecho se sintetizd en dos fragmentos (interno y externo) utilizando una estrategia de ensamblaje de
oligonucledtidos superpuestos conforme se describe en [3, 4]. Todos los conjuntos de cebadores se muestran en
la tabla 1; los brazos izquierdo y derecho se clonaron en un casete de puromicina PGK entre dos sitios loxp.
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Transferencia genética.

[0081] Todos los tratamientos con TALEN consistian en la administracion de 2,5 ug de cada TALEN y una
cantidad de 10 pg de donador a través del sistema de transfeccion Neon (Life Sciences) con el siguiente reglaje
de los instrumentos: 1500 V, ancho de pulso de 20 ms, y un pulso Unico. Las células se incubaron a 31 C durante
48 horas tras la transferencia genética [5].

Cultivo celular.

[0082] Las células se mantuvieron en medios de crecimiento constituidos por DMEM complementado con FBS al
20 %, 100 U/ml de aminoacidos no esenciales y 0,1 mg/ml tanto de penicilina como de estreptomicina,
respectivamente (Invitrogen) y se cultivaron con Oz al 2 %, COz al 5 % y 37 C.

Nucleasa Surveyor.

[0083] EI ADN gendmico se aisld 48 horas después de la transferencia genética con TALEN y se amplifico
durante 30 ciclos con los cebadores Surveyor F y Surveyor R y se sometié a un tratamiento con nucleasa
Surveyor conforme a lo descrito [6]. Los productos se resolvieron en un gel PAGE con TBE al 10 % (Invitrogen).
En el caso de los amplicones inespecificos, la reaccion de PCR se llevd a cabo durante 35 ciclos y todos los
cebadores se listan en la tabla 1.

Analisis de reparacion dirigida por homologia.

[0084] Para la cuantificacion de HDR, se transfectaron TALEN y 5 pl de un donador de oligonucleétidos de
cadena simple de 40 uM en células y se cribaron mediante PCR a las 48 horas utilizando tres cebadores:
cebadores directos Surveyor F, Surveyor Ry conector. Se realizé una densitometria segun lo descrito [6]. Para la
correccion genética, se introdujeron 10 ug del plasmido donador junto con los 2,5 yg de cada ADN de TALEN y
se llevo a cabo una seleccién conforme a lo descrito posteriormente.

Seleccion.

[0085] Las células se seleccionaron en bloque en 0,2 pug/ml de puromicina, se segregaron en subgrupos, se
cribaron para determinar su HDR, y a continuacion se sembraron a baja densidad (250-275 células totales) en
una placa de 10 cm?. Se colocd un disco de clonacion con grasa siliconada (todos de Corning) sobre células
Unicas en presencia de medios basicos complementados con 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico y 0,5
ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico. Las células se expandieron a recipientes sucesivamente mas
grandes. Se afadié una cre recombinasa adenoviral con una MOI de 20 para suprimir el casete de puromicina
PGK (Vector BioLabs).

Cribado molecular de correccién celular.

[0086] Los pares de cebadores C7GT1y C7GT2 se emplearon para amplificar una unién desde el donador hacia
el locus endégeno (cribado de SPMP en direccion 5'). La region SPMP de Apal se analiz6 en ADN gendmico
tratado con Apal antes y después de la amplificacion por PCR con C7APAF y C7GT2. El ARN mensajero de
clones aislados se convirti6 a ADNc y se cribdo con RT1 y RT2 y, a continuacion, se digiri6 con Apal. Los
amplicones resistentes a Apal se clonaron y se secuenciaron mediante Sanger.

Analisis de expansion celular.

[0087] Los fibroblastos corregidos por genes se expandieron en matraces T150 y se tripsinizaron para obtener
suspensiones de células Unicas. A continuacion, las células se volvieron a suspender en 100 ul de PBS + BSA al
0,5 % + yoduro de propidio (eBiosciences) y, posteriormente, se afiadié un volumen equivalente de microesferas
de referencia PKH26 (SIGMA). Se recogieron cinco mil microesferas y se calculd el nimero absoluto de células
viables conforme al protocolo de fabricacion (SIGMA).

Generacion de iPSC y ensayo de teratoma.

[0088] Los fibroblastos corregidos por genes (o células no corregidas como control) se reprogramaron a iPSC
conforme a lo descrito [7, 8] y, a continuacion, se sembraron en el matraz de un ratén SCID hasta que se formo
una masa visible. La masa se extirp6 para su integracion y tincion.

Inmunofluorescencia.

[0089] Las células corregidas por genes se sembraron en un portaobjetos de camara y se fijaron 24 horas
después con paraformaldehido al 4 %, se permeabilizaron con Triton X al 0,2 %, se bloquearon con BSAal 1%y
se tifieron con un anticuerpo policlonal de colageno anti-tipo VIl (1:1500; proporcionado generosamente por los
doctores David Woodley y Mei Chen). La tincién del anticuerpo secundario se llevé a cabo con IgG Cy3 de burro
anti-conejo (1:500; Jackson Immunoresearch). La tincion de control de isotipo se realizé utilizando una molécula
entera de IgG de ratén (Jackson Immunoresearch). Los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (Vector
Laboratories). Se tomaron imagenes utilizando un voltaje PMT de 745 en un microscopio confocal Olympus BX61
FV500 (Olympus Optical Co LTD) y se analizaron utilizando el software Fluoview version 4.3. La microscopia
Optica se llevd a cabo en un microscopio Leica.
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IDLV y LAM-PCR/nrLAM PCR.

[0090] Se produjeron particulas lentivirales deficientes en integrasa (IDLV) en células 293T mediante la
cotransfeccion basada en lipidos (Lipofectamine 2000, Invitrogen) del vector de transferencia CMV-GFP, el
plasmido de empaquetado pCMV-+ R8.2 que alberga la mutacion de integrasa D64V [9, 10], y el plasmido de
codificacion de envoltura pMD2.VSV-G. El marcado génico se realizé mediante la nucleofeccion de células HEK
293 con las TALEN y, 24 horas mas tarde, una transduccion de GFP IDLV a una MOI de 7. Se analizaron 100 ng
de ADN gendmico por duplicado mediante LAM-PCR [11] utilizando enzimas Msel y Tsp509l y nrLAM-PCR [12]
para asegurar la recuperacion a nivel del genoma de los sitios de integracion IDLV. Se secuenciaron amplicones
(nr)LAM-PCR mediante la plataforma de pirosecuenciaciéon Roche/454 y los datos del sitio de integracion se
analizaron utilizando la fuente de HISAP [13, 14],[15]. La posicién gendémica que alberga >1 IS a escasa distancia
se examind para determinar sus potenciales sitios de unién a TALEN inespecificos utilizando el patron de
emparejamiento scan-for-matches (rastreo de emparejamientos) [13].

Resultados/Discusion

[0091] La falta de la proteina de colageno tipo VII en la uniéon dermoepidérmica (UDE) da como resultado una
pérdida de la integridad estructural de la piel. El restablecimiento de la deposicion del colageno tipo VIl en la UDE
mediante el transplante de fibroblasto localizado o de célula hematopoyética sistémica alogénica puede aliviar los
sintomas [16-18]. Sin embargo, la eficacia subdptima del transplante de células alogénicas debido a los riesgos
de toxicidad, infeccion y fallo del injerto, da impulso al desarrollo de nuevas terapias basadas en células
autdlogas. Por lo tanto, en el presente documento se describe una estrategia de edicién gendmica para la
correccion de COL7A1 basada en la tecnologia TALEN. Los fibroblastos son un tipo de célula ideal debido a su
facilidad de derivaciéon y a su baja susceptibilidad a que se detenga el crecimiento en cultivo, asi como a su
capacidad para depositar colageno tipo VIl en la UDE [18,19]. Las TALEN son nucleasas modificadas que
pueden inducir una rotura de ADN de doble cadena en un locus genémico definido por el usuario, estimulando
asi la HDR, y son mejores que ofras nucleasas en cuanto a su capacidad de precision y a su facilidad de
generacion [20,21].

[0092] EI software TAL Effector-Nucleotide Targeter [22,23] identifico 68 potenciales sitios TALEN para el locus
de COL7A1 humano y los datos experimentales recientes de apoyo en una amplia serie de genes humanos [21]
enfatizan la alta capacidad de especificidad para las TALEN, se debe considerar la EBDR vy otras enfermedades
que muestran heterogeneidad en la ubicacion y el niumero de secuencias mutadas. Se utilizé la metodologia de
clonacion Golden Gate para generar una nucleasa especifica del paciente préxima a un codén de terminacion
prematuro en el exén 14 del gen COL7A1 (figura 1A). Una TALEN esta compuesta por una matriz de repeticion
TALE modificada fusionada con el dominio de nucleasa Fokl (figura 1B); las especificidades de fijacion de
repeticiones TALE en la matriz las dictan las identidades de dos residuos hipervariables en cada repeticion
(figura 1C). Los fibroblastos de EBDR tratados con TALEN se analizaron en busca de pruebas de reparacion
mediante las dos principales rutas de reparacion del ADN: unién de extremos no homologos (NHEJ) propensa a
error y HDR. El ensayo de nucleasa Surveyor y la secuenciacion de Sanger que mostraron 11 alelos mutados del
total de 75 analizados eran coherentes con la NHEJ (figuras 2A y 2E). La escision de TALEN también derivo en
la captacién de un duplex oligonucleotidico en el sitio de rotura del ADN (figuras 2B-F)[24]. Estos datos
establecieron que la nucleasa esta activa en el sitio diana. A continuacién, se determiné si las células EBDR
podian someterse a HDR ftras la coadministracion de TALEN y un donador de oligonucledtidos (ODN) que
contenia una Unica secuencia de cebadores flanqueada por brazos de donador cortos (figura IF). Los fibroblastos
EBDR transfectados con plasmidos TALEN y el ODN se analizaron a continuacién con un enfoque PCR con tres
cebadores que detectd simultaneamiente los alelos modificados y no modificados. Este ensayo mostré que las
TALEN en células EBDR pueden estimular la HDR para que incorpore una secuencia exdgena procedente del
donador ODN (figura 1G) y la tasa del 14,6 % de NHEJ y del 2,1 % de HDR muestra la eficacia del uso de
TALEN para la modificacién a alto nivel de fibroblastos humanos.

[0093] Para determinar si se podria corregir una mutacion de COL7A1 que provoca EBDR y expandirse
posteriormente las células corregidas genéticamente, se generd un plasmido donador exégeno que permitiria la
deteccion selectiva y la expansion de células corregidas por genes. Este donador consistia en brazos de
homologia que sobrepasaban ~1 kb del locus COL7A1 entre los exones 12 y 16 (figura 3A). En el donador habia
un casete de puromicina PGK entre dos sitios loxp orientado para que se insertara en el intrén entre los exones
12 y 13. Los sitios de flanqueo loxP permiten la supresion del marcador seleccionable con Cre recombinasa,
dejando una pequefa «huella» de loxP en el intrén (figura 4). En el brazo de donador derecho, se modificaron
cinco alteraciones de pares de bases Unicas: la base normal en el sitio de la mutaciéon que restablece un
genotipo normal y cuatro polimorfismos de mutacién silenciosa (SPMP) que permitian la delimitacion de alelos
modificados con HDR frente a no modificados (figura 3A). Tres de estos SPMP son en direccion 5' con respecto
a la base diana y el que esta en direccion 3' suprime un sitio de restriccion Apal (alteraciones denominadas en
adelante SPMP en la direccion 5' o en la direccion 3').

[0094] De los nueve clones analizados, se obtuvieron cuatro que mostraron indicios de HDR. En un clon, la
presencia de los SPMP en la direccion 5' era evidente; no obstante; la mutacién COL7A1 patégena de EBDR se
mantuvo y no se hallé el SPMP en la direcciéon 3' (figura 5). Estos datos sugieren que un entrecruzamiento HDR
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tuvo lugar en el brazo del donador en la direccion 5' de la regién que restablece un genotipo normal (figura 6). En
el caso de los otros tres clones, sin embargo, se podia detectar el SPMP insertado en el donador en la direccién
3', indicando que un alelo habia experimentado HDR vy el otro no, dando como resultado un locus COL7A1
heterocigoto (figuras 3B y 3C).

[0095] La HDR deberia revertir la base mutante y restablecer la expresiéon génica normal. Por consiguiente, esto
se evalud con una estrategia de RT-PCR para la deteccion de la base normal y los SPMP en la direccién 3' en el
mismo transcrito seguida por un empalme fuera del intrén que interviene (figura 7). Resulta interesante que la
secuenciacion directa del ADNc en un clon mostré una deleciéon de secuencias en el sitio diana de TALEN (figura
8). Estos datos indican que la TALEN estaba activa después de la HDR e inducia una mutacion adicional
mediada por NHEJ. Estudios anteriores con endonucleasas con dedos de zinc (ZFN) muestran que las
mutaciones silenciosas en la secuencia donadora pueden reducir la frecuencia de este evento no deseado'?; sin
embargo, esto no fue posible en este experimento, ya que el sitio de TALEN se encontraba en un limite
intrén/exdn y se optd por dejar inalterada la secuencia de TALEN donadora para no interrumpir el empalme. Esto
afecté de manera negativa a la recuperacion de un clon; no obstante, dos clones mostraron los transcritos
normales deseados derivados del donador y basados en HDR (figura 9A). A continuacion, se determiné si el
tratamiento con TALEN restablecia la expresion proteica de colageno tipo VII en comparaciéon con las células
naturales o mutantes de EBDR sin tratar que presentan transcritos normales o anormales, respectivamente
(figuras 9C y 9E). La deteccion de colageno tipo VIl basada en inmunofluorescencia reveld un rescate de la
produccion de colageno tipo VII en células tratadas con TALEN y una ausencia total en fibroblastos EBDR de
control sin tratar (figuras 9B y 9D). Estos resultados confirman la capacidad de las TALEN para mediar en una
modificacién genética en un sitio diana especifico de la enfermedad con el restablecimiento de la produccion
normal de ARNm y proteinas.

[0096] El riesgo de efectos inespecificos se debe considerar en el uso clinico de reactivos de edicion del
genoma. Entre las opciones de cartografia de sitios inespecificos de nucleasas de edicién genética se incluyen:
(i) la realizacion de una evolucion sistematica in vitro de ligandos mediante enriquecimiento exponencial (SELEX)
con proteinas monoméricas de fijacion al ADN de cada nucleasa en un par y utilizando a continuaciéon estos
datos para predecir los potenciales sitios inespecificos [25], (ii) la realizacion de una selecciéon del sitio de
escision in vitro utilizando nucleasas diméricas e interrogando posteriormente a los sitios de esta seleccion que
tienen lugar en el genoma de células de interés para mutaciones inducidas por nucleasas, (iii) la utilizacion de la
tendencia de un lentivirus deficiente en integrasa (IDLV) a integrarse en DSB inducidas por nucleasas y a la
identificacion posterior de los puntos de inserciéon mediante LAM-PCR[9]. Aunque los métodos (ii) y (iii) parecen
ser mejores a la hora de identificar los sitios inespecificos de nucleasas que el método (i), los anteriores métodos
no consiguen identificar sitios inespecificos previstos por el otro, lo que sugiere que ningin método es
comprehensivo en su deteccion de eventos inespecificos. EI método (iii) se utilizd con un IDLV con un gen de
proteina verde fluorescente (GFP) que puede quedar atrapado en una DSB generada por nucleasa (figura
11A)[9, 26]. Se utilizaron células embrionarias de rifidn humano (293) debido a su capacidad proliferativa
acelerada, que deberia potenciar la rapida dilucion de IDLV no integrados y minimizar la integracion aleatoria.
Ademas, se ha teorizado que, debido a la estructura abierta de la cromatina de 293 células, cualquier efecto
inespecifico se manifestara en mayor medida que en las células primarias y permitira una cartografia mas
sensible de eventos inespecificos. La introduccion del IDLV de GFP solo dio como resultado una rapida pérdida
de expresion GFP en 293 células (figura 12). La cointroduccion de IDLV y TALEN dio como resultado una
poblacién estable de células GFP (figura 11B), que se utilizaron para cartografiar los sitios de integracién con
PCR no restrictiva y lineal mediada por amplificacion ((nr)LAM-PCR) (figura 11C). Se recuperaron cinco sitios
que mostraban una unién entre el IDLV y la secuencia gendmica adyacente (figura 11D). Estos eventos eran
inesperados, ya que, incluso las nucleasas utilizadas en ensayos clinicos muestran efectos inespecificos [9] y las
regiones no codificantes recubiertas sugieren que esta TALEN posee un perfil de seguridad que no se prevé que
afecte de manera negativa a la expresion génica.

[0097] En la resolucién de la metodologia LAM-PCR, la TALEN descrita en el presente documento muestra una
elevada tasa de actividad en la diana. Ademas, estos estudios, al igual que otros, muestran que una potencial
diana para las nucleasas modificadas es el propio constructo donador, y subrayan los beneficios de la inclusion
de una secuencia marcadora que pueden ayudar en la seleccion del evento HDR deseado [27].

[0098] En resumen, se obtuvieron células cutaneas de un paciente con EBDR y los reactivos del donador y de
TALEN (las secuencias se incluyen mas adelante) se disefiaron y se construyeron para dirigirse especificamente
a esta Unica mutacion. La aplicacion de las herramientas de ediciéon genética dio como resultado la correccion de
la mutacién EBDR en células de fibroblastos humanos diploides que resultan adecuadas para el uso terapéutico
tras la expansion directa o la reprogramacion a pluripotencia seguida por expansion [7, 8] - y proporcionan la
primera demostracion de correccion mediada por TALEN de un gen patolégico en el genoma humano. Estos
estudios proporcionan la prueba de que las TALEN se pueden utilizar en el desarrollo de terapias
individualizadas clinicamente relevantes.
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Ejemplo 2

[0099] Un ejemplo de una secuencia de plasmido donador se expone en la SEQ ID NO: 22. Un ejemplo del
brazo izquierdo de la secuencia donadora se expone en la SEQ ID NO:31. Un ejemplo del sitio Loxp del donador
se expone en la SEQ ID NO:23. Un ejemplo del promotor PGK del donador se expone en la SEQ ID NO:24. Un
ejemplo del gen de puromicina de la secuencia donadora se expone en la SEQ ID NO:25. Un ejemplo de la sefal
de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovino del donador se expone en la SEQ ID NO:26. Un ejemplo
del sitio Loxp del donador se expone en la SEQ ID NO:27. Un ejemplo del brazo derecho del donador se expone
en la SEQ ID NO:28. Un ejemplo de TALEN izquierda (pTAL 286) se expone en la SEQ ID NO:29. Un ejemplo de
TALEN derecha (pTAL 287) se expone en la SEQ ID NO:30.
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< 223> Secuencia de plasmido donador
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cacagccaca
acctctcatt
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acctgcaagc
gtgccaccca
cccccaccac
cttccacace
tggcactgag
tcecteectge
cctgtettte
atccagcact
tgcagtccac
tgtcecctgac
agccatatcc
actctgcegte
caaggcagtc

gcctetggece

caccgagctg
gtaccgcatce
acacactgaa
tgggtcccta
ccctgaactg
cccacacccece
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gacctctgcee
tgactcctgt
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cagctctctg
cctgtccatce
tggagcatge

tcgcacacat

28

cccgggcage
attgtgcgca
gttccagecet
tagtctccte
tcaacagggt
atccacggcet
gtggtgacca
atcccacatc
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ccggtaggeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ccaaccggcet
gaagttccce
tctcactagt
gggcageggce
tgggtceggg
cggaggcccg
ctcatcteceg
gtgcgecteg
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atgccttccee
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ccegteectg
gtgtgtgggg
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actctactgc cacagacatc acagggctgc agcctggaac
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< 213> Secuencia artificial
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< 223> Sitio Loxp del donador

<400> 23

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat

<210> 24
<211> 484
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Promotor PGK del donador

<400> 24

caaggcagtc
gcctetggece
gtggcccectt
agctcgegtce
tggacagcac
tttgctectt
ggggcggget
cgcttcaaaa

cctg

<210> 25
<211>612
< 212> ADN

tggagcatgce
tcgcacacat
cgcgccacct
gtgcaggacg
cgctgagcaa
cgctttetgg

caggggcggg

gcgcacgtcet

< 213> Secuencia artificial

<220>

gctttagcag
tccacatcca
tctactcctce
tgacaaatgg
tggaagcggg
gctcagaggce
gcgggcegecce

gcegegetgt

< 223> Gen de la puromicina del donador

<400> 25

34

cccegetggg
ccggtaggcg
ccctagtcag
aagtagcacg
taggcctttg
tgggaagggg
gaaggtccte

tctectette

30

cacttggcge
ccaaccggcet
gaagttcccce
tctcactagt
gggcagegge
tgggtceggg
cggaggcceg

ctcatctceg

tacacaagtg
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ccecgecccge
ctcgtgcaga
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cagcccaagce

gtcceccaggg

accgtcgatce
cgegteggge
tggaccacgce
gccgagttga
caccggccca
ggcaagggtc
gtgcecegect
ttcaccgtca

aagcccggtg

<210> 26
<211> 295
< 212> ADN

ttaccatgac

ccgtacgeac

cggaccgcca
tcgacatcgg
cggagagcgt
gcggtteceg
aggagcccgce
tgggcagcge
tcctggagac
ccgecgacgt

ccC

< 213> Secuencia artificial

<220>
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cgagtacaag

cctegecegee

catcgagecgg
caaggtgtgg
cgaagcgggg
gctggecgeg
gtggttcctg
cgtegtgete
ctcegegece

cgaggtgccece

cccacggtge

gcgttegeeg

gtcaccgage
gtcgeggacg
gcggtgttceg
cagcaacaga
gccaccgtceg
cceggagtgg
cgcaacctcc

gaaggaccgce

gcctcegecac

actacccege

tgcaagaact
acggcgccge
ccgagatcgg
tggaaggcct
gcgtcectegece
aggcggcecga
ccttctacga

gcacctggtg

ccgegacgac

cacgcgecac

cttecctcacg
ggtggeggte
cccgegeatg
cctggegecg
cgaccaccag
gcgegeeggyg
gcggctegge

catgacccge

< 223> Senial de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovino del donador

<400> 26

catcatcacc
tgccagcecat
cccactgtce
tctattctgg

aggcatgctg

<210> 27
<211>34
< 212> ADN

atcaccattg
ctgttgtttg
tttcctaata
gg9ggtggggt

gggatgeggt

< 213> Secuencia artificial

<220>

agtttaaacc
ccecteeccee
aaatgaggaa

ggggcaggac

gggctctatg

< 223> Sitio Loxp del donador

<400> 27

ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat

cgctgatcag
gtgccttect
attgcatcgc

agcaagggyyg

gcttetgagg

34

31

cctegactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga

cggaaagaac

gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc

cagct

60

120

180
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600
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<211>785
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
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< 223> Brazo derecho del donador

<400> 28

ctecgagateg
tcttaggggt

acgttcaggce
gcagcgctag
gctgectgece
ccggaaactce
agggtggcct
agtggtcagt
gaggggacag
agacactgcce
accaggtgge
ctcgaacggg
ccceccatgee

aatcc

<210> 29
< 211> 3656
< 212> ADN

tcccacatee

tgagcggacc
tgggcttage
cgtgctgacce
tcactctggt
cacttgctgt
ggggacccgt
gtggggtgtg
gcaggagcca
cccagactct
tgtgtcggta
tcaggceccetg

ttcececttgea

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> TALEN izquierda

<400> 29

ctgtetettt
ctggtgcttce

tacactgtgce
gtcegecggg
cctggttctg
tccagggcetg
ccctggaget
tgggggactg
tgccagecatt
actgccacag
ctgcgaggca
ccececgtecee

gacccttget

ctgaccectg

ctgggagtca
gggtgtctge
gtgagtactg
acttctgact
cgggttgtgg
agtggatttc
ccaaagggac
tcecetcectgac
acatcacagg
gagaggaggg
ttggctctct

tctceccecaga

32

cccacctace

gacagcattc
tagagtgggt
caggaggctt
tctgtctgta
tgtcagatgc
ggattagctg
caatgagggt
ctcaggtceg
gctgcagect
acctgcetgeca
gcctccattg

actcctgect

ctgacttcte
gacttggatg

cccegtgagg
gtggaggaca
actcctagag
aacgcgagtg
gagcacaggc
atgggtgcca
gagtccagcece
ggaaccacct
gtcategtgg
ctctttcaga

cccecttecag

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

785



gatcccattc
gatagggttc
ggcttgeecg
cctgegttet
gatacatcge
gcagagtggg
cgtgtcgetg
gcgcaaccct
cagcagcagc
gcactggtgg
gcgttaggga
cacgaagaca
ctcacggatg

aagattgcaa

gtcecgegeag
agccgactge
ctcggecggac
cggcgggcag
ttcttgatte
atgaggcgca
tcactgeege
ccgacgcttce
aagagaagat
gccatgggtt
ccgtegetgt
tcgttggegt
cgggggagtt

aacgtggcgg
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gccaagtccet
agatcgtggg
ggtgtcccgg
cttcagcgat
gatgcctgcece
atcggctctg
gcggcecgecg
gccggeegeg
caaaccgaag
tacacacgceg
cacgtatcag
cggcaaacag
gagaggtccg

cgtgaccgca

gcccgegage
gtgtctgege
acceggcetge
ctgctcegte
gtcggcacge
cgtgcagcecceg
cgcgccaage
caggtggatc
gtgcgttcga
cacatcgttg
cacataatca
tggtceggeg
ccgttacagt

atggaggcag

33

ttctgeeegg
ctgctggecag
catctceccece
cgttcgatcce
cgcatacagce
atgaccecgece
cggccccgeg
tacgcacgcect
cagtggcgca
cgctcageca
cggcgttgec
cacgcgceccct
tggacacagg

tgcatgcatc

accccaaccg
ccctetggat
tgcgecectca
gtcgecttett
ggctgecccca
acccaccgtg
acggcgtgcet
cggctacagt
gcaccacgag
acacccggca
agaggcgaca
ggaggccttg
ccaacttgtg

gcgcaatgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



ctgacgggtg
ggcggcaage
ggcctgactc
gaaacggtgce
gtggtggcta
ttgceggtge
aacattggcg
gaccatggce
gcgctcgaaa
gaccaagtgg
cggctgttge
gccagcaaca
tgccaggacce
aagcaagcgc
actcecggace
gtgcagecgge
gctatcgeca
gtgctgtgee
ggcggcaage
ggcctgacte
gaaacggtgce
gtggtggcta
ttgceggtge
cacgatggecg
gaccatggce
gcgctcgaaa
aacgaccacc
aagggattge
acgtcccatce

cactcccacce

gggttggtac

cccccctgaa
aagcgctega
cggaccaagt
agcggctgtt
tegececageca
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgacceccegga
cggtgcageg
tggctatecge
cggtgctgtg
agggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtggc
tgttgceggt
gccacgatgg
aggaccatgg
aagcgctcga
cggaccaagt
agcggetgtt
tcgeccagcaa
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgaccecegga
gcattgtggce
tegtegectt
cgcacgcgcece
gcgttgeega
cagcgtacge

agctcttteg

ES 2750 550 T3

cctgaccceceg
aacggtgcag
ggtggctatc
gccggtgetyg
cgatggegge
ccatggcctg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
gctgttgeeg
cagcaacggt
ccaggaccat
gcaagcgcte
cccggaccaa
gcagcggcetg
tatcgeccage
gctgtgecag
cggcaagcaa
cctgacceceg
aacggtgcag
ggtggctatce
gceggtgetg
cattggcgge
ccatggcctg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
ccagctgagce
ggcctgecte
ggaattgatc
ctacgcgcaa
atttgatgag

cagagtgggce

gaccaagtgg
cggetgttge
gccagccacg
tgccaggacce
aagcaagcgce
accccggacce
gtgcagcgge
gctatecgeca
gtgctgtgcece
ggcggcaagce
ggcctgacce
gaaacggtge
gtggtggcta
ttgceggtge
cacgatggceg
gaccatggcce
gcgctcgaaa
gaccaagtgg
cggctgttge
gccagccacg
tgccaggacce
aagcaagcgc
actccggacce
gtgcagcggce
gctatecgecca
cggcctgate
ggcggacgte
agaagagtca
gtggttegeg
gccatgacge

gtcaccgaac

34

tggctatege
cggtgetgtg
atggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtgge
tgttgeceggt
gcaacaaggg
aggaccatgg
aagcgctcga
cggaccaagt
agcggcetgtt
tcgeccageaa
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgactcegga
cggtgcageg
tggctatcge
cggtgctgtg
atggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtgge
tgttgcecggt
gcaacggtgg
cggcgttgge
ctgccatgga
atcgccegtat
tgctggagtt
agttcgggat

tcgaagececeg

cagcaacaag
ccaggaccat
gcaagcgctc
tccggaccaa
gcagcggctg
tatcgecage
gctgtgecag
cggcaagcaa
cctgacccecceg
aacggtgcag
ggtggctatc
gceggtgetg
cggtggcgge
ccatggectg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
gctgttgeceg
cagcaacggt
ccaggaccat
gcaagcgcte
cccggaccaa
gcagcggetg
tatcgeccage
gctgtgeccag
cggcaagcaa
cgcgttgacce
tgcagtgaaa
tggcgaacge
tttccagtge
gagcaggaac

cggtggaacg

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



10

ctcecceccag
aaaccgtcce
tecgetggage
agcagccgta
gtcgaggtge
aaacgcccge
gtgaaatctg
catgaatata
atgaaggtga
tcaaggaaac
gttgatacta
caaagatatg
aaagtctatc
ggaaactaca
cttagtgtag

gaggaagtga

<210> 30
< 211> 3645
< 212> ADN

cctecgecageg
ctacttcage
gtgaccttga
aacggtcccg
gcgttececga
gtaccaggat
aattggaaga
ttgaattgat
tggagttcectt
cagacggagc
aggcatattc
tcgaagagaa
catcttcagt
aagctcagcet
aagagctttt

gaaggaaatt

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> TALEN derecha

<400> 30

ES 2750 550 T3

ttgggaccgt
tcaaacaccg
tgcgeecage
atcggatcgt
acagcgcgat
ctggggcgge
gaagaaatct
tgaaatcgca
tatgaaggtt
aatttatact
aggaggttat
tcaaacaaga
aacagaattt
tacaagattg
gattggtgga

taataacggt

atcctccagg
gatcaggcgt
ccaatgcacg
gctgtcaccg
gcgetgeatt
ctcececggatce
gaacttagac
agaaattcaa
tatggttatc
gtcggatctce
aatcttccaa
aacaagcata
aagttcttgt
aatcatatca
gaaatgatta

gagataaact

35

catcagggat
ctttgcatge
agggagatca
gcccctecge
tgccecteag
cgatatctag
ataaattgaa
ctcaggatag
gtggtaaaca
ctattgatta
ttggtcaagce
tcaaccctaa
ttgtgagtgg
ctaattgtaa
aagctggtac

tttaatagga

gaaaagggcc
attcgeccgat
gacgcgggcea
acagcaggct
ctggagggta
atcccagcta
atatgtgcca
aatccttgaa
tttgggtgga
cggtgtgatc
agatgaaatg
tgaatggtgg
tcatttcaaa
tggagctgtt
attgacactt

gctcga

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3656



gatcccattc
gatagggttc
ggcttgececeg
cctgegttet
gatacatcgce
gcagagtggg
cgtgtegetg
gcgcaaccct
cagcagcagc
gcactggtgg

gcgttaggga

gtcecgegeag
agccgactge
ctcggecggac
cggcgggcag
ttcttgatte
atgaggcgca
tcactgccege
ccgacgctte
aagagaagat
gccatgggtt

ccgtegetgt

ES 2750 550 T3

gccaagtccet
agatcgtggg
ggtgtcccgg
cttcagcgat
gatgcctgece
atcggcectcectg
gcggecgecg
gccggeegeg
caaaccgaag
tacacacgcg

cacgtatcag

gcccgegage
gtgtctgcge
acceggcetge
ctgctecegte
gtcggecacge
cgtgcagceceg
cgcgccaagce
caggtggatc
gtgcgttcga
cacatcgttg

cacataatca

36

ttctgeeegg
ctgctggcag
catctceccce
cgttegatce
cgcatacagce
atgaccegece
cggccccgeg
tacgcacgcect
cagtggcgca
cgctcageca

cggegttgee

accccaaccg
ccctctggat
tgcgecectcea
gtecgettett
ggctgccecca
acccaccgtg
acggcgtget
cggctacagt
gcaccacgag
acacccggca

agaggcgaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cacgaagaca
ctcacggatg
aagattgcaa
ctgacgggtg
ggcggcaage
ggcctgacce
gaaacggtgc
gtggtggcta
ttgceggtge
cacgatggeg
gaccatggcc
gcgctcgaaa
gaccaagtgg
cggctgttge
gccagccacg
tgccaggacce
aagcaagcgce
actccggace
gtgcagcggc
gctatecgeca
gtgctgtgee
ggcggcaage
ggcctgacce
gaaacggtgc
gtggtggcta
ttgcecggtge
cacgatggceg
gaccatggce
gcgctcgaaa
aacgaccacc

aagggattge

tcgttggegt
cgggggagtt
aacgtggcgg
cccecectgaa
aagcgctcga
cggaccaagt
agcggctgtt
tegecageca
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgacccecgga
cggtgcageg
tggctatcege
cggtgetgtg
atggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtggc
tgttgccggt
gcaacattgg
aggaccatgg
aagcgctcga
cggaccaagt
agcggctgtt
tecgecageca
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgaccecegga
gcattgtggce
tegtegectt

cgcacgegec

ES 2750 550 T3

cggcaaacag
gagaggtccg
cgtgaccgca
cctgaccceceg
aacggtgcag
ggtggctatc
gceggtgetg
cgatggecgge
ccatggectg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
gctgttgeeg
cagccacgat
ccaggaccat
gcaagcgcte
cccggaccaa
gcagecggetg
tatcgecage
gctgtgccag
cggcaagcaa
cctgacceeg
aacggtgcag
ggtggctatc
gccggtgetg
cgatggcgge
ccatggcctg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
ccagctgagce
ggcctgecte

ggaattgatc

tggtccggeg
ccgttacagt
atggaggcag
gaccaagtgg
cggctgttge
gccagcaacg
tgccaggace
aagcaagcgc
actccggacc
gtgcagcggce
gctatcgcecca
gtgctgtgcee
ggcggcaage
ggcctgactc
gaaacggtgce
gtggtggcta
ttgceggtge
cacgatggcg
gaccatggcc
gcgctcgaaa
gaccaagtgg
cggctgttge
gccagcaaca
tgccaggacc
aagcaagcgc
actccggacce
gtgcagcgge
gctatcgecca
cggectgate
ggcggacgte

agaagagtca

37

cacgcgccct
tggacacagg
tgcatgcatc
tggctatcge
cggtgectgtg
gtggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtgge
tgttgceggt
gcaacggtgg
aggaccatgg
aagcgctcga
cggaccaagt
agcggcetgtt
tcgeccagcaa
tgtgccagga
gcaagcaagc
tgaccccgga
cggtgcageg
tggctatege
cggtgcetgtg
agggcggcaa
atggcctgac
tcgaaacggt
aagtggtggce
tgttgceggt
gcaacggtgg
cggegttgge
ctgccatgga

atcgccegtat

ggaggccttg
ccaacttgtg
gcgcaatgca
cagcaacaag
ccaggaccat
gcaagcgcete
tccggaccaa
gcageggetg
tatcgccage
gctgtgecag
cggcaagcaa
cctgactceg
aacggtgcag
ggtggctatc
gccggtgetg
cattggecgge
ccatggectg
gctcgaaacg
ccaagtggtg
gctgttgeeg
cagcaacatt
ccaggaccat
gcaagcgcte
tccggaccaa
gcagcggetg
tatcgeccage
gctgtgecag
cggcaagcaa
cgegttgacce
tgcagtgaaa

tggcgaacge

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



10

acgtcccatce
cactcccacce
gggttggtac
ctcececcag
aaaccgtcecce
tcgetggage
agcagccgta
gtcgaggtgce
aaacgcccge
gtgaaatctg
catgaatata
atgaaggtga
tcaaggaaac
gttgatacta
caaagatatg
aaagtctatc
ggaaactaca
cttagtgtag

gaggaagtga

<210> 31
<211>706
< 212> ADN

gcgttgecga
cagcgtacge
agctcttteg
cctegecageg
ctacttcage
gtgaccttga
aacggtccceg
gcgtteccga
gtaccaggat
aattggaaga
ttgaattgat
tggagttctt
cagacggagc
aggcatattc
tcgaagagaa
catcttcagt
aagctcagcet
aagagctttt

gaaggaaatt

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2750 550 T3

ctacgcgcaa
atttgatgag
cagagtgggc
ttgggaccgt
tcaaacaccg
tgcgcccage
atcggatcegt
acagcgcgat
ctggggcgge
gaagaaatct
tgaaatcgca
tatgaaggtt
aatttatact
aggaggttat
tcaaacaaga
aacagaattt
tacaagattg
gattggtgga

taataacggt

< 223> Brazo izquierdo del donador

<400> 31

gtggttcgeg
gccatgacge
gtcaccgaac
atcctccagg
gatcaggcgt
ccaatgcacg
gctgtcaccg
gcgetgeatt
ctceecggatce
gaacttagac
agaaattcaa
tatggttatc
gtcggatcte
aatcttccaa
aacaagcata
aagttcttgt
aatcatatca
gaaatgatta

gagataaact

38

tgctggagtt
agttcgggat
tcgaagececceg
catcagggat
ctttgcatge
agggagatca
gceccctecge
tgccecteag
cgatatctag
ataaattgaa
ctcaggatag
gtggtaaaca
ctattgatta
ttggtcaagce
tcaaccctaa
ttgtgagtgg
ctaattgtaa
aagctggtac

tttaa

tttccagtge
gagcaggaac
cggtggaacg
gaaaagggcc
attecgecgat
gacgcgggcea
acagcaggct
ctggagggta
atcccagceta
atatgtgcca
aatccttgaa
tttgggtgga
cggtgtgatc
agatgaaatg
tgaatggtgg
tcatttcaaa
tggagctgtt

attgacactt

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3645



gcctgtgage
gtcctggage
tgaggtggac
agtgtacctc
tatccatctg
ctaccctacce
cacagccaca

acctctcatt

aatggctcat
cacagactce
gtcttgcact

ccacceccecat

<210> 32
< 211> 32395
< 212> ADN

cctgtaacag
ccagtcecctg
gcagccagca
cagccctcte
cttcccaaga
ccaaccaatc
agctcaatca

gcatgtcccee

cagttctcac
tgtcctecag
cacttttttc

ggcccttete

< 213> Homo sapiens

<400> 32

ES 2750 550 T3

acctgcaagc
gtgccaccca
cccccaccac
cttccacacc
tggcactgag
tcctecectge
cctgtettte

atccagcact

tgcagtccac
tgtcectgac
agccatatcc

actctgegte

caccgagctg
gtaccgcatce
acacactgaa
tgggtceccta
ccctgaactg
cccacaccece
tgttacccta

gacctctgee

tgactcctgt
catcactggce
cagctctctg

cctgtcecate

39

cccgggcage
attgtgcgca
gttccagcect
tagtctccte
tcaacagggt
atccacggct
gtggtgacca

atcccacatce

catcctacat
cccttteate
gtccccacca

actgcece

gggtgcgagt
gcacccaggg
gaggggtctg
cctgtetegt
gtgtctgcece
ttcacctctg
ctgtacacca

agtgtctgtce

gctaagatcc
ctatgtecett

ccccacatcce

60

120

180

240

300

360

420

480
540

600

660

706



agagggggtyg
agagtcactce
gcccaccaga
tgtectgggceca
cggcgcetget
ttgacctaaa
ctgcccatge
gttaagtgcg
atatgggtga
cttttctcetg
gcaagaccag
gcaagggaca
cttectggtgg
cacagggaga
cccteegete
cgacgcccecg
ggttccctaa
ggggtccect
ccacacccgt
ctctgggacc
tggtttgecat
gcgggtagge
gacctgcacg

tggccgcage

agttacttgg
atttgccagg
cagatggctg
cccccactgg
gcecttgtgge
gcagccaaga
agaaccttct
tcatatcgtt
gggcgggtge
ctctgcecega
gactcgggcet
gaggcggggg
ccgegetetg
gaggtgggca
cactecggect
cggattccte
accgcctcecet
gccttatgee
gctggegact
caccgagctce
aagatgaggc
gggtggttgg
cgcctttacg

aatttccgeg

ES 2750 550 T3

atccaggcca
gcttettgece
aatcacagga
attgggggtg
tctgcaggaa
cectgtgacct
gggaaattcc
tgtctggggg
ctgggttcecce
gagactgcag
ggaggggcge
tcctagetga
cgcegggate
ccgcaaggga
tcatccccaa
ctaattctgg
atcctgttcee
aatccacgcece
ctcecctecce
aactccctcce
ctactctcce
cctcccagaa
ccgctgacat

aggtccgcag

aggggacctt
tgtcaaggag
gtggceggeg
agtcatccce
cctgtccact
tagatggagt
cagaagccac
aggggtgggg
gcectgeeget
cggcggcegge
tgggctcegga
cggcecttttac
ctggcagagg
ggacccggcec
caccccecge
gactccccega
tacccaaatt
ggcccctaga
cgcacaccce
aaggccctca
caccatccca
gaggccctga
tgtgttctta

ctttctcgaa

40

ggtttcecta
atccgggtgg
ggacccatgg
aactgcagcce
cctcagectg
taggggtact
ggggggtcgg
ggggcggcga
ccgeccccceg
gggagcgggce
cctgccaagg
tgcctaggat
cgceccecgagt
cggggcactg
ccacaaccca
acccteccegeg
ctggctccecet
ggctgacctce
caaccctcceg
ggctcaggecce
agtcccagtg
tctctectge
ctggatggcet

gggctggtge

agaccggccce
ggcccaggag
cctgagggcet
ccacccccca
gtcactgtga
ccctcageat
ggggtttata
cctectcaggg
agatcaggga
ggacgcgceag
ccacggggga
gacgctgcgg
gcgagcccag
caccgtgeca
gccaactcca
atcggtgctg
ggatgegtge
agtcccaagt
cgggagtctg
gattcggeccce
aggccaccgt
ccgecccagt
cctcatccat

tgcetttete

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



tggagcagcce
gtgagtaggg
gagggaggag
tagagaccce
cttegtgecee
tgtgttttet
ccacgttcta
tccactttee
ccccacagac
gtgcacaaag
ggagaatgac
gaggccteccect
cccteccaaca
gccatecegtg
gtggctgacc
acccctacca
ccectgeace
gacacagctg
cgagcaggag
agtcctgatg
ttgcctcaca
cactactgce
gacctecgtga
acttggcagt
catgcccace
acctctgcte
tggacagcgg
ctgggacagce
gctggggact
gctggtgaga

gtgattgcece

agtgcacagg
gccetggggg
accctggaaa
ctagccagga
tgaggcacct
gatctggaga
gccctctaac
tacatctgga
tgtgagcccce
gagcccecetgg
agaacgaagg
caaggccagg
ggacagagtt
agcttagcta
atgtcttecct
tgcecteccaa
tgtcccaggt
cccaaaggct
tgacaggtca
ggtecgtcact
gcccaccagt
cctegtttece
gttecctgece
gctgattcca
ccaatcctce
cacgagacct
ccagtggcce
cactgeccgag
tggetgggea

ccagtgtgeg

tctacgccaa

ES 2750 550 T3

gtgtgecgett
ctggggacca
ccccaggcca
cctectttgg
ccaggctact
tggggagcce
ccttgecagee
ccectectee
taagggctcce
ggagtttgtt
gacccctcaa
gccagaagag
cggcctggat
caaggggggc
gccccagetg
gatgacccca
ctgcatcctg
gaaggggcag
gctggggggt
tcagggatca
gacttecttet
cggagagtgt
acacggtgta
tcctatgtge
tgcctgatce
ggtgctgtct
tgtgactgge
tgagcggcag
agataaagtg
gctgeggggt

cagcatcggg

tgccacagtg
cgagatcccce
ggtctttgca
agacagaggt
gcaagacagg
aggagggggc
gttcaccaga
tgcaattatt
ttcaggtctg
aacctggggg
gagagcctga
atcctgagte
gcacttgget
aacactcgca
gccecgacctg
aatgaagtgt
atcacagacg
ggggtcaage
gggggcagtce
agaatgctga
tcttegtcaa
gcacgactge
ccctgaccta
tcctgacccee
cctgatcceceg
gagccaagca
tacaaggtcc
gaggtaggat
acctcttgee
ctceggecac

gaggctgtga

41

cagtacagcg
accaagactc
gaaacaagtt
aaggattccc
aaggtgcaag
ccccacgect
ggtgctccat
taattaagca
cccaggccca
ttccagagge
tacccgtaac
ctagccectgtt
ctgggggtga
caggggctge
gtgtccccaa
ccaggggaac
ggaagtccca
tatttgctgt
agagagcatg
ccctgaggag
tgacttcage
tggtggegtg
gaccccggac
gaccccaact
cattcccagce
gccaatcctt
agtacactcc
gtcaggagtg
ctgggcaggt
tgaccgagta

gcgggacagc

atgacccacg
cttcececcaga
ttggggaacc
taggtagaac
acagtgaggce
gttggattct
ctggccagca
gcatcttgtt
cctgcagatg
aagtgggtgt
cctcacccta
gccaccecta
tgtgatcege
aattctccat
ggtgatccct
cgtgatttga
ggacctggtg
gggtaaggac
tgggtgactg
ctgaagcgag
atcttgagga
cctgtgacce
cccaatccece
ctgcatcata
ggatgactcg
gagagtacag
tctgacgggg
ataggtggtg
gaacgtccca
ccaagtgact

tcggaccagt

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



gagcaattct
acttctgact
ctgaccatce
gccactgget
gggagtcccc
cttggtgtcce
tcagtgttge
tttggccgea
cactttcttce
gtgcecctggyg
tccatcctee
cgtgagactg
ctggtctgac
gatgtgaccc
tacactctge
ggctctgtgg
tgtgctetcee
agctgcececgg
gcatcattgt
ctgaagttce
ccctatagtce
aactgtcaac
accccatcca
ccctagtggt
ctgccatcce
cctgtcatce
ctggccceett
ctctggteccee
ccatcactgc
ttctctetta
ggatgacgtt

tgagggcagt

gccagcectet
ccatgaatcc
agaataccac
accgtgtgac
gcgcctcaga
cccatgcagg
tgcgtgactt
gtgtggggece
aggctgggac
cagacgcttc
tttcctggaa
gtcagtgcgg
cctgttatct
gctaccagtt
tggagggcca
gctgggecag
aacaggacca
gcagcgggtg
gcgcagcacce
agcctgaggg
tccteectgt
agggtgtgtc
cggctttcac
gaccactgta
acatcagtgt
tacatgctaa
tcatcctatg
caccacccca
catcgtccca
ggggttgage
caggctggge

gccagtgtcec

ES 2750 550 T3

gaccccatte
ctggtgggac
agcccacagce
atggcgggte
caaggctgta
tgggcccaca
ggagcctgge
cgccacttec
gggcaggcag
tgttgagcag
cttggtgcct
gggaagggat
tgcaggcttg
ggatgggctg
cgaggtggece
tgagtggggg
gagctgecctg
cgagtgtcct
cagggtgagg
gtctgagtgt
ctcgttatce
tgccecctacce
ctctgcacag
caccaacctce
ctgtcaatgg
gatcccacag
tcettgtett
catccccace
catccctgtce
ggaccctggt
ttagctacac

tcactgtceg

acctaaccce
tctcecccag
ctcetggtgg
ctcagtggtg
gagtcctgag
cagcagcagg
acggactatg
ctgatggete
ggcaaggccc
accctgcgcecce
gaggcccegtg
ggacaggcaa
gagccaccgce
cagccgggca
acccctgeaa
aggtgtcgga
tgagcecctgt
ggagcccagt
tggacgcagce
acctccagcecce
atctgcttcce
ctaccccaac
ccacaagctce
tcattgecatg
ctcatcagtt
actcctgtce
gcactcactt
cccatggece
tctttctgac
gcttectggg
tgtgegggtg

ccggggtgag

42

cgaccccagt
ctgccctaga
cctggeggag
agtgagagat
tctgcaagge
agctgggccece
aggtgaccgt
gcactggtga
ggaggccact
cggtcatcct
gctaccggtt
gggtcaggge
agaaggtggt
ctgagtaccg
ccgtggttee
gccccagget
aacagacctg
ccectggtgece
cagcaccccece
ctcteettec
caagatggca
caatctcctc
aatcacctgt
tcceccatcca
ctcactgcag
tccagtgtcee
ttttcagcea
ttctcactct
ccctgeccac
agtcagacag
tctgetegag

tactgcagga

accccectecee
agggccggaa
tgtgccaggt
gtgggctgag
ccactggcce
tgggcagggt
gagcacccta
gaaggctggg
gacatcccat
gggccccaca
ggaatggcgg
atggcctctg
actgccectct
cctcacactce
cactggtgag
gcctctatge
caagccaccg
acccagtacc
accacacaca
acacctgggt
ctgagccctg
cctgccccac
ctttetgtta
gcactgacct
tccactgact
ctgaccatca
tatcccaget
gcgtcccetgt
ctaccctgac
cattcgactt

tgggtceceg

ggcttgtgga

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220



ggacagctge
tagagcecgga
gagtgagggt
caggcagtgg
gtgccagagg
ccagccagac
ccacctacca
tcgtggeteg
ttcagaccce
cttcagaatc
tccecttaag
tttgcecctceca
aaatctccte
ctccacctee
cctgttagac
gcagactccce
gactcaggce
atacagggtt
agggtggaat
ttgctagecece
tctggggagg
catgtgaggg
ggtgagtgga
gttcctgatt
ccaccccaca
ccccaaggcea
tcacactgac
accaggacce
gctgcagatce
agccacagcet

ctgtececttee

ctgcctcact
aactccactt
ggcctgggga
tcagtgtggg
ggacaggcag
actgcccceca
ggtggctgtg
aacgggtcag
catgccttcce
ccactcecte
ccctecececegt
aatatccacc
tgagatttac
ccactccetee
tccecatcatce
cattgectcet
agcagctcat
tcctggeact
gggggctggg
tggagctgece
ccacggtgge
cccatgtgge
ccctggecag
gcccagcetge
ctgattaagt
ctgacctect
tttcagatca
cttaccttge
ctcaatgcett
tacagactgg

tggctgggac

ES 2750 550 T3

ctggtectgg
gctgtteccag
cccgtecctg
gtgtgtgggg
gagccatgcece
gactctactg
tcggtactge
gcectgeeccece
cttgcagacc
ctecectcaga
attcagattc
acttcaaccc
actttctcect
actggaccta
ttcecectate
ccccactaga
ctgtcaccat
cagcccacgg
ggtttattgg
tccatecectg
tgagctggat
tggcgtggat
ctactagcca
ctccacccecce
gtccacccac
cctectcagg
ccectgegte
ctetgtecece
ccagcgacgt
cctggggecg

tgctcaccee

ttctgactte
ggctgegggt
gagccagtgg
ggactgccaa
agcatttecce
ccacagacat
gaggcagaga
cgtccettgg
cttgcttecte
gacgctgett
ctcegettcet
tcagacccce
ccatcagacce
ttcaccatct
agatagcccce
cccactggge
tacctggacc
tggggactgg
gggtccaggt
ttceccaggee
ggactggage
gggccccectg
caccgcatta
ctgctcagtg
ggtgacctcce
gctgcctaaa
aaccattcct
agcccctgag
tctacggatc
gagtgaaggt

taaccattgce
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tgacttctgt
tgtggtgtca
atttcggatt
agggaccaat
tctgacctceca
cacagggctg
ggagggccct
ctctetgect
cccagaactc
cctettecagt
ctcctaagac
atccecttttt
tgctcactge
cctctatcaa
actccttcct
ccagtgagga
agggttcctg
ggtttgggag
ggggctctgg
cagagaaatc
cagatactga
cctctgtggt
gctaccctge
actgtcctgt
tggtggecce
gtgacctgtc
gcactgcecte
cctgtgggte
acctgggtag
atggctcecct

tgtatgcccea

ctgtaactcce
gatgcaacge
agctggagca
gagggtatgg
ggtccggagt
cagcctggaa
gctgcagtca
ccattgectet
ctgcctceccee
ttcagectgte
tcccacagece
tgctggacce
ttcctaaaac
attcccgtet
gcctgtteca
cggtccatgt
gcgccacagg
ggggcaggtc
ggcacagagt
ccagttggtt
gtatacggtg
tgtgaggact
cctgetgtgt
ccacactgac
acactgccca
cacactaacc
tctgttctet
gtgtgtcgag
gggtcactgg
gacgccaccce

cctggeccagg

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080



cggcccceatg
cgaaggtgga
acctgtctce
gtggtgtgga
ggtagtgagce
gggtgcgtgt
tgattcectga
ggtgcagcecge
ctteccttcetg
ttgggggcag
tctgtcactg
gggatcaatg
gaggatgagg
ggccctttaa
tgcececcaggt
ggacgggctg
agaagggccc
tcctecectg
gtacccctac
caataagaca
cctectgatce
tacgtgtggt
catccagcta
ccaggatttg
gtctecctgea
ggtgacaggg
tgtgcggggt
ggcagaaagg
gtgccceegt
ccgtgcggag
gccacaggca

ccacccaggce

aggcaccaga
gtcagctact
attgttgtca
tggtttgggg
ctttgggggce
gccagggtgg
gctttetete
ggggagcact
cactggcaac
ggctgtggcea
ggggtctgeg
agttcatgga
aagatcagtc
tgcceccagg
ggccaggaac
gagccagcga
tctgcagagg
ctgatgaccc
ccctecaccct
aaccggaccc
tcgatcttte
ggacacctcg
catcctatcc
ggtgggctgg
gaagtgecctg
ctagagcctg
cctgaggeat
tgtgtetggg
ggcctggegyg
gctacgagga
gttcaggttt

tccataccag

ES 2750 550 T3

tactcccagg
cagtgcgagt
ctacgcgtag
atcecgggett
agggtctgag
gcctgggatt
cagcgcctga
cgctgagget
ctgagggtga
gactccgcaa
ggatccgtga
gggtcagtct
aggagggtga
tgtcactatc
agtcccgggt
cacagtaccg
tgactgcgeg
accctgactt
ctgaccctgg
aggatctcag
attcctcett
atcgactcgg
tggcggecac
cagttgggge
ggtcceccgea
gcgtetetta
ctgtcacaca
tgggctgece
atgtggtgtt
gggtcctgga
ggcectgggg

ttaccatctc

aaacacagac
gactgcactt
gcagagcatg
gtgctectgga
aggagggaga
ggtgcagggg
ggctccgeca
gegetgggag
gaggtgtccc
ggtaggcgag
cagtaggtaa
ggcagggtcc
acccagttaa
ccacatgctc
cctggggece
cgtgaggcetg
cactggtaag
cctgcacccce
gtgaccccag
atctctcect
cagagtcacc
tgactttggc
tcagaggccce
tctgtggaga
gacacttcca
catcttctece
gacgccaggt
gcttcagtaa
cctaccacat
gcgtetggtg
cagccagatt

ctgaccacce

44

tctgcagaga
gtcggggacc
cgctggagag
ttggagaaag
ggggtctgag
ccatgggggc
gcectgggga
ceggtgecca
caggaggaag
gacagtgatg
gatcaatcaa
gtaaagtggg
cagagccagt
ttggcecccea
gagctcagca
agtgtcctag
cctgectcac
gactctgagt
catgacctcce
tectgggttet
tcgtgttcea
ctggactcca
tggccagggt
cagcttttta
gggatctcaa
ctgacgcctg
atagtgggcg
cttgtteccee
gccactcaag
ttggcacttg
ctacctctce

aataggttca

tecggggtet
gcgagggcac
cttcggatgg
gaccaggatt
aggctgggeg
agagcctccece
cgcttcacgt
gagcgeaggyg
ttagggacca
gtgggcgggyg
tgaagtgggt
cagggtcagt
gaagtgggca
ccctcacgee
gctatcacct
ggccagetgg
cttggegtge
gactcctcect
catgatgctt
caggactcag
agcattgaac
gtgtccaggg
gagggggagyg
atcaagttct
gctcccageg
tcctggatgg
tagtgggaag
ttcctacagt
acaatgctca
ggcctettgg
ctgaggcccece

ggcattectee

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000



cagctctcte
ctgactcccet
tgcaccccca
tggcctgetg
ccttggecatt
cctgggtgag
ccagggttcect
gttggcacca
ggatgaaccc
ggagtaggct
agccactgga
cagagcagct
atgatgggcce
ccttcactac
ctgggggttc
agagccctge
ctgcacctgg
ggggaacctg
tcagtggggc
gaggacaagt
cctgecaccect
gctcecggee
gagaccatcg
gaaggaagaa
accaccacag
cgctgcagag
gctgccettg
ctgtteccace
tgaggccccet
cacctcctca

atcctgggac

acaggctcca
aatagatagg
tececetgetet
tcttacagtce
atcttgcaaa
gactgcagca
gacatgtcct
gatgctcctg
ttgagaggtg
gatggggaag
ccccacctta
gcgtegettg
aagcctggac
tcaggtttgg
ttggtagaaa
ccagtgtatt
ggctagccac
gagagatggt
aggagaggtt
tgggcctect
gactggcectta
cccaggggcc
aggtttctct
gcagagttag
agactttggg
cctgagcagce
tgcctggaat
cccaataaca
ccagcaaacc
gggcttecect

ccctggagece

ES 2750 550 T3

gacctcacct
gtttggtcac
gtcatcctce
atcggcectce
ggatcecgtga
ggcatggact
tccttecagg
ggcgccgeca
acatattcag
gggtctggga
gggcttaatg
gcgecgggta
caggcagtca
aagaggcctce
tgttcaacct
gtccaaaggt
tctgacccac
gagtgccect
ggcagcacag
ggcgaccctg
tccccaccta
ccctggaagt
gaggcactcc
aatcatcggg
ggacactctg
agctccaagt
tgggctctgt
cttgggggtce
aggggccttg
ggagcagatg

cctggectaa

actgccetgge
acacaccctg
tcaggctctg
cccactgttce
catgccecctac
cctggggceta
cacagccgtg
gcacgtacca
ccccatecegt
ataggggtgg
tggtgatgtt
tggactctgt
gtggtctgge
tgggggactg
caaagagacc
aagagtccct
atctgacatg
gcgggcgggg
gtctcactga
gccteeceggt
actgctatcet
gccactgcca
tcaaagctgt
aattcctaga
aaatagaagg
cccagaggca
gaagctctga
agtggggtag
ggggagggte

ggcgtecagg

aggtgagcaa
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tcecctatcct
atgtgtttcet
tgtttecectte
ccactgaatg
atggacccaa
tccactggga
gtcacagctc
ggggtgatgg
gaggcccagg
ccctgaaaag
gggaatggct
ccagaccttce
cacagccctg
ggtggtagaa
ctatgtccge
catcgagagg
tctttecceca
aatagagaat
ttacccttcc
gagtgtcccee
tctttcaggg
agggcgagag
ctcggggttt
agcccagctg
gccagtgggg
gggaagccct
ggggccattt
gcgacccectt
cctteetgte
cagcccetgge

gcecttgtect

gccatcactg
ccaggctctg
caccccaggt
gctcccatga
gtgggaacaa
gcttggtgee
acagatacat
ttetgetagt
cttctggtaa
gctatcatge
ggagcggacc
ttecgeegtgg
tgtcaggcat
tataaggggt
agccccggec
tgaacagagg
gggccagaag
gggttgagtg
tagggcctga
cacatctgtc
caggaccggt
ggtgagtgtg
ttacaagaga
gaggttataa
cctctagece
ctgccttgte
ctectgectea
gttgatgggg
ctgacctctt
cgcgecggga

gcaggtcagg

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860



gtgggegetg
agggctctce
ctctectaagt
gcccacgttg
agagcgagga
cgggatgtcc
gcgaatagga
gaatcctgee
aggacctggg
ggaggcaagt
ggttgcacct
gggacccagyg
catgagtgcc
agttactctg
tcccaaaatc
gagtgaggtg
tcgtggggag
cctgttcatt
cattgctcct
gctcaggggt
ctcatatttt
gttggceccce
tctggggtgg
tttectectte
ccgggtgage
ccctacctea
ccaaattcat
taccagttgg
aggctggaag
gtggttggag
ctectectetet

ctgggtgagg

cctgagtggg
agggttgcct
gtcttcccag
acattcgect
cctegaggece
cagggaggag
atagctggac
cactgcectecte
cttcetggge
gatgtgtagt
tatactttgt
acccegtgge
atgtgatgca
gcccttgtga
cttgaaatcc
tggcecaggg
cgggtaagtg
ccctgacctg
ggggagcctg
gtgggtctet
tactcacttc
ctggaaagaa
gaggctgegt
agggtgactc
aggtgagtgg
atcatcaacc
cccttecagg
gggattcagg
ataaggagat
tttgggaccc
gtectttetet

ctggagagaa

ES 2750 550 T3

tggggtggcet
ggccctegtg
ggttcttcca
gagcccaagc
caaaggggga
caggactgcc
atgtctaggg
tgtccttaca
ggaaagggga
ggggggacca
ctcctecatce
cccccagggce
gagacctggt
ccctttgatt
aattggaccc
tcatggggtc
agggacaggt
ctgttctctc
ggctgeeggt
cctggggcag
ttcctagggt
aggagaaaaa
gctgggggca
tgaggatgga
aggggccagg
actgctccat
gcccacgggg
tgtgaggggt
aagagttccc
cttgtctggg
caccctctet

ggtaagtgca

ccgactgtte
gggacccggt
cagggtggga
accaccctet
gccggtaggt
ccacaccaga
gcttetteca
gggggctcee
ccctggacca
acacgagggg
agggcccece
ttcctggaac
gaccccattt
acccccatce
catgaccctce
gtcatctgtt
tgtgctaggg
ccagggtccce
gaggggcctt
tggttgggtg
cttcececggaa
gtaggaaggc
gggccteect
gcteccaggee
gattctgaat
cctecatgecece
acctccetgga
gctactctgg
tccaggtcag
gtttgacgtt
cttcagggtg

acctgggggg
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tgecctetgge
aaggtgcctt
gcctggggtg
gctetgttte
gaagggggaa
ccectgtgecag
gctcaaggec
ggacaagtca
tcggtaagtg
ggcgagagtg
tggacctegt
agccatgaag
gaacccacat
tcaccatgac
atcactcctg
ttctagggtg
gtggcttgga
cctggaccag
gaggctctge
ctgggecttea
gccctggace
tgacttgatg
tcggtettee
tceccaggaca
atggtgggca
aaacccaaat
gctattggee
gctcececcatg
aggtcgtggt
caagcccege
accggggcett

tgccaaggge

ctccatttge
ccettetttg
gtggtgcagt
gtcctcaggg
gggaggcggce
ggcctaagge
cccatagect
tcggaggtga
cagggtatgt
aggtctgtgg
ggaccactgg
gtgacagcct
aacccctgece
gcctcagtte
gtatctttgg
acaaaggcga
gtctgattce
gtgaaggtgg
tgggggeccct
tagttcttgg
ccaaggcccce
atgtcccagt
cacccgtgtg
acctgggtct
cagctccage
ctctgaaccce
ccaaagtgag
gtgttagggg
tttggagggg
caccaaccct
tccagggecece

cctggaggat

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780



ctgggcccaa
ccagcgggat
ccctttetgg
caatgaccac
gaacctctga
caagtcttac
ccagcctcta
tteccteteet
tgagtctgtg
tcecectectg
aggagagaag
tgggacactg
tctccacagg
atggecgectcet
gctgtgatte
ctagaacctg
catgagctct
tgtgacttcet
atgaagactt
tcagggacct
gaggtttcta
caggacttgce
acctccaggg
gggtaagtga
tccttecate
gaccctggag
ggtgggacce
ctggcagage
gtccecteee
tccacagggt

aggacctgtt

ctcagctectg
cccgggtaaa
ttctgacttc
ttatccctge
ccctgetgaa
ccctgecaac
gccctgtetg
ccaggggcetg
actgtggtgg
ggctcacact
gtgggtcctc
ggattttggg
gggagcctgg
gagcacagca
cacagtgctg
cccccagact
ttgtgtcagt
gggcggggac
tgatcataca
gctgttgetg
cagggttgag
tgggtcaggg
agatgtgggg
agcgaagtgt
cacagggccce
accgggtgaa
tgactaagtc
aggaccccca
cttgagaact
gactcagggc

ggcccecgag

ES 2750 550 T3

acctcttett
cccactgget
ttgceccttga
tgatacaggce
ctgaccttga
ctaaatccca
tccatatcce
ccaggggttg
gaccaggagt
ttctctacat
ggctgggggt
ctcctaggtg
tcgeectggg
cagcccttga
ggcccgtgag
cttggectatg
ccattttgta
tgagctgtat
accccaaggc
gacccaaagg
gtctaggtca
ggttaactgg
ccegetggge
ttagggggca
acccggcettg
tcaatgtggg
ctgccecect
gtgagtaccce
gcttgetteg
ctcctggaga

gacgagatgt

ttccatcagg
gcaatgctca
cccectgetac
tctaacccte
ttttcactga
atcttccctg
ccgtceeccac
ctggacgtcee
gggacttttg
tcaggggcca
ggcactgtct
actccctgac
gaccctgecag
gcagtgaccc
caggctggga
atcctgtgac
taacccctte
gacttccaat
agggccaagc
agaaaaggta
tagggecctat
agcctgggac
ccagaggagc
gttggtgaag
gttcttectg
aatggggagt
tctgtccect
gttaccctgg
agcgtcectge
gaagggagac

aagaggctgg

47

gcgaacgtgg
taccagctga
ccctgetect
agccccaggg
cctggtcetcet
acccctectee
ccacctgcac
tggagccaag
tgtgtcccte
ccaggaccca
ggtactaggg
ctgtcectge
tggtggtgag
tcctatagaa
gctctgegge
cccaagaccg
cctgectgtca
tccatgtgac
tgtatctgtc
agcctggtat
ctatgggact
tagcactgat
taccggagtc
gttgtcttcee
gagaccctgg
gtgacagagg
tcagggtcce
gcaacctcaa

atcacctcce

cctgggegge

agtcggggga

acccccaggce
cctggetgtg
cacccctect
acctggettt
gttctecetge
agcccccacce
agctcttccece
ggtcctgaag
ceccttteeet
ctggcecgeca
atgtggcaga
tcctatcecte
tgacgggagg
cactatctgg
tctecttetg
ccatgcaggt
gcggtgacte
ctccattcca
ctgtttgttt
ggggcaaggg

tggggggtca

ggtctttgte
caaggggaac
tgacttctta
ccccaaggga
gagatgaggt
attggecctta
ggcttctggg
tcttgectee
ctggcccecccee

gtcatggcgg

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640



gtaagggagt
tgtttcacag
cactgtggtt
gttcatccat
ctcecctgagt
gggtgacccg
agagaagtaa
taaggggtga
tttggagtaa
gggagggtct
tgggtgaaaa
tatgactcct
ccceccaacce
gcatctgaag
ctgectgecta
tggacccaag
gatggagggt
ggtgggaagc
aacttggggg
cctattgact
agggctgcge
atgtccectce
ggatcccetgg
agccattctt
aaggtattag
ctaccttggg
gagagcctgg
ctggagceccce
cctgctetga
gcccacaggt

ttatctgacce

tgagagggtg

agggctgttg
ggtgaagttg
totgatcoott
ccactcecetg
gagttagatc
ggtttgectg
caggggtgat
tgggagtccce
tggggaacct
gtctcaggcc
gggagaccag
caccccaacc
tgtaatgcta
gctaccaaca
ccttgagtgg
ggtgaccgtg
ccecectggege
atggatggcc
cagagttgag
ataatcattt
tgggtctggt
attccttcca
agcccctcac
ctcactggte
ggtctgtggg
catggcttgg
ggaccgcgga
tggggaaagg
tttcttecte
gagtgatgca
ctgttcecte

tgggggtttc

ES 2750 550 T3

ccagcatcat
gagagaaagg
tacccttgaa
cctectgtec
ctgactgcec
gaaaagcagg
gggaggtggg
tgcagggagg
ggggcagtgt
agctgctctt
ggagatcctg
ttaaccctcce
aaccctccca
ttcccatgag
ccctgacceccee
gggagceggt
tgctgceccagt
acccatgcct
cctggggcaa
cctttececag
cctctgtcat
ctaactccca
agaccctgta
attccccceca
tggagggtaa
cttcaaggct
caagagggtc
gtgagtgtga
ccctatccte
ctttgceeeg
cagggggacc

tcaggacatg

gggggttett
tgacgagggt
ctaggatccc
agctgetget
tgtgcagtat
cgagcgtggce
catgaaggtg
catggggtga
agcgggtcat
cttagggggce
gagaggatgg
aaccagccaa
atcttcactt
tcctcatggt
tgcectttetg
gagtagggct
gtgccttcac
gctgggggct
accagagcca
ggtcececcecag
tgttctcact
cttcecccecac
tececectegee
caggtagaca
gaaagacccc
gttcectecage
ctcgagggece
ttggtccteg
agggcattga
tctgccaagt
caggtgtceg

agcctgggtt

48

ggaaccaggg
ccteceggtga
agtaggctgg
cagaccctte
gacttttcte
cttcgggtga
ataggaaagg
tgggaacctc
aggggcacct
acctggagtt
acgaaatgtg
ttcccaatac
cctttgacce
gcttccaaag
cagggcagcc
ggtgtcctgg
acaaggggtc
ggcattgggg
tggcctggga
gacccccggg
tgccectttg
tgtccectctg
aactcctctt
caggacctgg
agtgcccctce
aagcttatct
caagggtgat
ggggtgcagg
agggtttcgg
ccccatctta
aggcccagca

atcagatcca

ctgactctca
gactccttcee
tgctccacca
tetgteecet
tctatcacca
gtcttggcag
ctgagggggg
tgatgtggat
gcaaaatatt
cgggggcctg
agtcccagece
ctgatcctac
ctgcacacac
ctctcccaaa
ctggatcatc
gctcagaagg
tggaggtcca
tgcttcgggg
cctgagggcet
acggctggta
gctccacatce
aaacctccgce
cceettgttg
agccagagag
ccagcaggtt
ctgccacagg
cctggectece
catgggaggg
ggacccccag
ccctcaccte
ggagaaaagg

cctcagectt

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560



ggtggecctet
cggagcggac
ggtagtcctg
cctcattggt
tceccagagee
ctagagccce
caggcaaagc
gctcgggget
ggggggtcgg
agaatccccee
gggttcttcc
tctcaatggg
ctcttagtece
gactttttece
cccectggat
tcaccecgatce
ggcaaacctg
gccaagaaac
gtagacacat
tttgagatgg
actgcaacct
ggattacagg
tctccatgtt
ctaaagtgct
tgcacacaca
aggatgggct
acaggtcgac
ttgataccca
tggacctgtg
aggacatgct

gctacacaca

taccactcta
tggatgggaa
cctggttgtc
tggtcttgge
ctgectgggt
tgaccccatg
tggggaccca
gcgtaagetce
ttcagccttg
tttctgacct
cttgggagtc
acctctcagt
atggggtgtg
aggggcttcc
taccggtgag
cccgacatce
gcctgaatgg
gccagcacac
gcatcctggce
agtttegete
tegactcecteg
catgcgccac
agtcaggctg
gggattacag
ggcagcctca
gacacatgcc
aggcacaaac
gacacttcca
ttgagacatg
ggcccatgac

agagttgcag

ES 2750 550 T3

ttttccacag
accaggagcce
ccettecect
cttgacgagce
ggggcatgtt
accatgatga
gggagagacg
caaccagatc
cctttgggag
tectttgecett
tcagcagggg

cetgggggte

ccccaaggga
aggcctcegt
accagacttt
aaccagtgat
aaaaaacgtg
ctacacagcce
ccagacatac
ttgttgececca
ggttcaagtg
catgcctgge
atcacaaact
gcgtgagcca
cagacacata
cagataaccc
acactggtgt
cccagactca
gtgagacaca
tttatatggt

acagatgcca

ggtgaccggg
gctgggeccet
accccttcac
tctggggcga
cttgccatge
actgactttg
taagtgaggg
atcatagtca
ggtctcagtce
gggggtctte
cccccatcca
tctaccectgg
tatctcagag
ggagaacagyg
catgttaccc
ctgttecccac
agtgtgtcca
aagatctgta
agatgcatcc
ggttggagtg
attctectge
taattttgta
gacctcaggt
ttgcgeccagg
gggagttagg
acagccatag
gtagccacat
tgtgctaaga
catggatggce
cacccacacg

agacacatgg

49

gtccecectgg
ctgggccgaa
atgaggaccc
gacctgttgt
aggccttagg
agtctctcct
gagatgctgg
cagcatccga
cctggcacac
ataggccectce
tggggtctgt
agggagatct
gccctataaa
gccteectgg
ccttttecece
agggaaagcc
gggcagectge
gcaacacatg
agaaacatag
cagtggcaca
ctcaacctece
tttttagtag
gatcecgeeceg
cctggaaaca
tgaatgggcce
gcacaggtga
ttggggcact
catggaccca
tctgacctgt
cttatggtca

ctctcaaggce

gctggatgge
tgtgagtctt
tagaccccag
ctgtgtcttce
ctcacaggga
cagggtgctg
gacagagggg
gagagttggt
aggttttagt
caagtcctgg
gcctgaggga
ttttggggtce
tcttaacaaa
ccecctetggt
cttactaccc
aggcgaggat
ggcgaaacct
aggcacacgt
tttttttttt
atctcagctce
cgagtaactg
agatggggtt
cctecggecte
tagttctata
aatttatgcc
agagccacag
tagagacatg
agaccgcatg
gacatgtgcet
tacacattga

atgtataagc

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420



ccatgctett
caaacagacc
cacacccagg
agagagccag
ggcacaccct
acacaaccat
tagtgtcttg
ggagaacctg
tctggtetcet
gattcaggcg
accctgacce
gctgecatect
tggaccccag
cctgggtcat
ctgggaagcce
gtgtcccagg
ggggctgacc
tggggagact
agccacagca
catctctcca
tgagccaggce
catccccectte
cccattgggg
aggggctcce
gaggcctagg
agcttctcetg
ctggaaactg
ccettgggge
acctcttgcet
ctctggtage

acagggcccec

tggggtgtag

tggagacatg
aggacacaca
acatgtggac
agtcaaagga
tagacatgta
ggagctacag
cagccagaca
gggaccctgg
gcttggagecce
cctctgggag
tgggggaata
tcacagggtc
gggcctccag
tctgggactt
atgggccettt
aggcacgggce
aggctggggg
ggatccaaag
cccacatgtg
gggcctecct
ttgggatgtc
cccttgeccat
ttcttgtage
aggagtctcc
gaaaagggtg
tcatgggcag
ctggcatcaa
tagtggtgcc
gtcecctecagg
ttcctgectg
ccaggcaagg

ctgtacagce

ES 2750 550 T3

tataagcceca
gacccatggg
gatcaccaac
catgtgtgca
gcagctcact
gcacagaaat
ccagtgaatg
agaagacggg
atgcctgaag
agaagtgagt
tgactccact
gtgatggcecc
gcctcccagg
cagagcatta
gtgacccctt
cccaaggtga
ccatttccece
gggagcaggt
cacatgcaca
ggagagcgtg
cccttgacte
gaggctccat
ccacactcaa
agccatgect
tgaaggtgct
ccecttecacce
ggtgggttgt
cacaggcata
catctgecect
tgcccgaacg
aggtgagcag

accagcattc

tgcccatatg
tacatgtact
ccagagatgc
gttgectgtt
cagacggcca
acagtcacag
tttgggctga
aggaaggtaa
catccttgte
attggagttt
cttttcotgag
caagggtgag
gccagtggge
gaagccatga
tgtgttectge
gtgcggatgt
acctggtcat
gaggccccca
cccataggct
gcectgegagg
tgttttgcat
aggttctgtg
gggaacttgg
caaccaagtg
ttcctgagge
agactttgtc
ttaggggctg
ggggctgcegyg
gcgggagatc
gcgtcgagge
aagtggctca

tctcecttecac

50

cagacatggg
aagacacaca
ataaatgtgg
ggggtgagca
caggccatgce
tcatctgaaa
tgtgagtcct
agtcccecccac
tteccttaggg
tctgcaacct
gtctcagggt
cgtggagctce
ccteectggee
tgtttcaatg
cgtatctcag
tgggtagggg
tecttgtttte
ccttttccac
ggttcctage
agagcctgga
gcccattggg
ctgtgtgttc
gcagtgggga
ctaaagggtg
cgtgcgggge
cccagaatgt
ggggtaggga
cgacgcaccc
gtggagacct
cccaaggggyg
gtgggttgtg

tcctgcaggg

ccaagatgtg
tggatatgca
agctacctct
ggcctatgea
tccaagacac
tctagcaagg
ctgcccacag
ctggggtcte
agagaaagga
ctgacccctg
gctgatgetg
ctggtatcct
aggtgagtgt
ggcaacccte
ggttttectg
gegtggtgag
agggtgaccg
atgcccaggt
agtttgtett
agtgtgccgg
gccaccttge
agtgccctge
cacaccagaa
ctectgggcaa
agaaggcagg
ggatcggttg
caagtggggg
cgctcectcetg
gggatgagag
actcaggcga
ccecegtggag

ccccategge

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340



tttecctggag
ggtctggecece
aagcctggta
ggagagaggg
gggaccccee
aaaggagaac
gctgtgetgg
gactcecctgg
tgccttagte
gtagtgtgtg
gtgatgactc
aggtgtcetgt
agggtgctaa
actgacttga
aaggagacag
acactagagg
cgacactctg
ggggtcagga
gctctcacat
gtcctgacte
ccttaaacct
aagccggtga
gctgectgetg
cctectetgtg
tctgtgtgtg
cagtccatgg
aggaaaaagc
gtgccectcete
cccaagaacc
ctcagtttce

agggtggtca

aacgcgggcet
ttggggagag
ttceecggget
tgaggctggg
atgggcttgg
gtggagaaca
ggctgccacce
aacccctggg
ctgtgactag
ccataaccct
ccccatgect
ggatgagcca
ggtcagtgtg
catctcatcc
ggtgaggcct
tggtgtgcat
ccttcagggt
cggcaacccg
gtattgtcct
tgtctagggg
attctectgea
gtggtggctg
tgtgtgtgca
tgtgecectget
gttgtatgtg
gtaggtatta
ccccagaggt
tatgtagggt
ttcacctgtce

ttggtggggt

tggagaccct

ES 2750 550 T3

gaagggcgac
gggcccccee
cccaggcagg
ggctggecag
ccctcacecg
ggtgggctge
ccattttett
ccccecggac
tgaccaggaa
ggaatttctg
ctatgacaga
ggtcctggac
tggaatcagce
ccacaggggyg
ctectccacce
atgcacctgg
gtgccaggca
gtaagtccett
gtgtgcaggg
gatggtgggt
gggtctacca
aagcacctgg
tgtctgtgtg
tgtgtgtgce
gatgtgtgtg
tctgtgactg
tgggaacagg
ctgcagggtce
ttgcceceat
gcggctaact

ggaccacctg

cgtggagacc
gggcctteeg
gctgggggtyg
gagagtgagg
ctatttgecat
gatgggcttc
gtttecctgeca
cceetggecee
gccaccctta
accctataac
gacatctctc
tctctggaga
tcggggecac
agccgggcag
ttccatagag
gcacgtggca
tcaaaggaga
gcccaacagce
ctggggtctg
ggaggggaag
ggagagcgtg
cccecaggcete
tgtgtgtttg
tgtgtctgtg
tgcaggececeg
gaaagggtga
cccaagtgag
caagaggccc
cctgtgecect
cccecteate

gtgceeceggt

51

ctggccctca
gcecttgeegg
tgggagaggce
gaagaggggt
ttcagggaga
gtggggcagg
gggcagagat
caaggtgatc
gcttggtcce
cctetgtgat
ccctgtgacc
acagggaccc
cctetgecat
caatggtgac
tceccectect
gggactgggg
ccggggagag
cacacatgtg
tactgcctgg
ttggaactgg
gtatggctgg
cggaccctcee
tgtgtacctg
tgtgecctgtg
tgtgtgctat
ggtatggaaa
gcccagattg
ccctggecca
gccccagtga
agactctttt

gagtgaccag

ggggccacct
ggagcctgga
aggaaggcca
tgggaggggt
acggggagag
ctgtctggag
ggccctectg
accccatcce
cagaaatatg
cctgagatct
ttgtgtttgt
cctggactca
ggcactaggg
caaggtccca
ttetgggggce
gctcagggceca
cctggaccga
caagaaggtg
gactgtctgg
gaaactaagg
gcctgaaggg
gctaggtgcet
tgtctgtgtg
tgtgecctgtg
ctatgagagg
ttgacccccea
aggctcatca
gtggtgagta
ccagtactgce
tcgccacaac

ggaacactgce

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200



ctggtgaggg
tctgtgttaa
gccctgecagg
gaggaggctc
tcatctcectg
gtctctgggt
cctagctcac
tcttecteca
cttcaggecct
cttggggccce
ttctecegtca
gtcaagggtt
ctcaggggga
gagacagagyg
tgceccagcetg
ctgagttcct
taaaggagaa
ccccctgecag
cagggtgggg
gctececctgga
aactggtggg
ccttgctgga
gggggtcctg
catgacccte
ggagtctcat
ccaaaggtga
gggcctgact
agggtgaagc
ctaggcaagg
gccggggeac
tctetggate

gtcttggett

tctggaaggg
tcecctgagec
accccaagga
cttcaagcetg
caatgaggat
tgtttgcagg
aggttagggt
gggcctgact
tgtggtgagt
atgttctctc
gggtccacag
gggctccagg
gacagggaag
gagccctggt
tgggcctgaa
cacgcetgete
cctggceccca
caactcctct
gcgggggagyg
gcaaagggag
ggccaaggaa
gacctggtgg
tctctecagt
agctttcata
ctttctgtga
ccgaggactg
actgagcaga
tggcegtgea
gcgagectgg
atgtctgagce
acagggagcc

ctgtgtgeccece

ES 2750 550 T3

ctgggatagg
ctgttcectg
ccttetggec
tgtccatgece
gagctccagg
gggagcctgg
catagggaga
ggacctactg
gagtccctgt
atgtcgtcct
gggtctccag
ggtcaagggt
ccgggagccc
gtgccagtat
atatgaggag
tgccataggg
cgggggcccc
gcctcacceca
aggaggaaac
agaaggtgag
tcccactgac
gtgagccggt
ggcctaactt
gtagaccgca
ctgatgecctg
ccagggccgce
gaaggctcag
ggggagcccg
cctgaggagt
ccctgagteg
acacactgtc

atcecttggte

cattggccac
ccettgaccce
tgaaggtgag
tggggtagtg
agccctggec
agagacagga
tgggtggggt
gagctgtggg
ggccecctgta
gtgtccattg
gtttgcctgg
cgacaggcag
caggtcgaga
gtgttctggg
tggggcageca
gtcaccaggt
tggacaggtg
caagcctgtt
tcactagcat
tgtgtgtggg
ctctcecect
aagtagggaa
ctgaccttceg
tatttaagcet
tgttgecctece
gaggcgagaa
tccagacacc
gagaccctgg
gtgatggcgg
ggctgcatgt
ggcttccaca

tgtttctcac

52

agctgatgag
ttttctctag
tctaggtgtg
tgegecaace
acgtgggcectce
cctccaggac
tggcactgece
acttcectgga
gggacaccgt
tcaccctgac
acaagtggtg
ccctgacaga
tggtgccagt
ggcagctcge
ggggtggtgg
ctgecectggee
atctttgacc
tccaaatgcc
tcceccacagg
gctgecagtg
taccagggag
cttctgacag
acccatagtt
ctggccccat
tgacctctgt
ggtgaggtgg
cctcacctge
ggaagatgtg
gcataagggg
cccaacatce
ctctgagcete

cacatctggg

ccaggcectte
ggtcttgctg
tggataggag
tectgggetg
tgctcatgca
gggtgagtgg
ctgaacttte
ccceecggec
gttttcacte
atccgacttg
agttctgggg
gctecttecet
ggaaaagatg
tagggtgtgg
tggagaggca
ctgtecggace
ctgacttcca
atgggggtgg
ctgtggtcgg
agggggggtc
ccecectggagg
cagatgttct
tacccaccct
gccteectee
caacagggag
gttggcectg
cattctgtge
agtcegggge
ccactcttgg
aggagcctge
tgggggccct

cacacgtgtg

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120



ctctggtctg
cctgtgttta
gcctgetcta
ctcacgtctg
cctgaactcee
ataggccatg
catgtgttca
tgtgctcatg
ggctccagga
ggtcgtgaga
tcggggtceccece
ccatcaccag
gagagtcctg
gagatctggg
caggcccteg
aacagcatgt
ttccecagtet
ccccattttt
tggggccacc
ttgatttecect
gaggcgcettt
cctctggact
ctggtcacce
ctcactgatc
ccccgaggeg
ctcecetteat
accatccagg
ccegetgggg
aggactctet
tctggtecce

cctgtagete

atctcccaga
caatcctcct
ccecgggagtg
tggagccaga
cacctgtcta
gtcatgtctg
tggtcacatc
ttcctaccet
cccaaaggtt
ctcectgage
gggctcccct
ttgtaggggce
ggaggggtce
ccteceectgge
aggagagatg
aggggcatgg
tgagggggca
ctggtagggt
tggaccaccg
gtcctegtga
gagagccaca
caaaggagac
ccttcagect
ceccggtgtec
agcgtgggga
cccagctett
gtgaagatgg
aaagtgacag
gccatectece
actgtttcecce

acggtcacct

ES 2750 550 T3

tcccaggaca
tteceeectgee
gacgtgttgg
tgtctgecact
tggtagtatce
agctcctgtg
agaactccce
ctcaaatgct
tcaaggtatg
ttgatccgat
gggcctecctg
agcaggccgg
tgcattgacc
ctgceceggtyg
ggtcagccag
tgaatccatg
gagggtagga
ctggcaggcce
gggtcagtgg
ggacttagga
ggaccctceac
aaggtaggtg
ccactgacct
tgttggtctce
gccaggcate
gcctcectgatt
ccgeeccgge
tgctgtgact
ctagccectcet
tccteecect

tctctecacac

cacctgagtt
cctggetgece
ggttcececte
cgcegtgtggg
tgagcgtccece
agccaattcet
tgggaatatt
gtttgetggg
tgtacccaga
gcctetttte
gcccteccagg
gcccccacag
attccctcee
ctcectggtgt
gcecctagtgg
gtgggtgagg
gggttcccaa
ccccagggag
tgagtagagg
tggggcggge
ctcactctga
ggacaagtgce
cccatgacce
cagggagacc
cgggtacgta
tccaacctct
caggagggac
tcagtcececet
ggccectecte
gatcctecte

aggggcccce

53

cttgtgaacc
agcgttcagce
tgagcgececg
ctcecetgtge
tctgtetgtg
tggtcgecatg
ttcagccegt
ttttettagg
agggtccctg
ctcaaagggt
tgtgaaggta
gaggaagagg
tttgctgttt
tgttgggttc
agagcgggtg
agggggccct
gtcactctct
agaaggaatc
tgccctaaag
cacactgtgg
cctacaggga
tgctgactct
tgcgtececce
ctggagtagg
tgtcttacte
gagtcaatga
cccgaggact
gcectgtgece
gtctaccccet
cgtecctecac

tggcagcagg

tctecttggt
ctgtggccat
tgtgtccgea
ctgtgccatg
ctgtecctgag
tctgagttce
gtctgaactc
gtcagaaagg
ctggggtcct
gacccaggag
agtcaatgcc
gagttctgat
ttatttcagg
ccgggtcaga
aggggctggg
gcettggggg
gcctctettg
ccaggacccce
ccccacgtat
ggtgttgggg
ccacctgggg
ctcttgtgee
actgattccc
gctgcctggg
cacagccgaa
acctaatgtc
cacggtgggt
tttgtaccce
gtcecectttg
tgcectggtt

ggagagcgtg

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980



gggagaaggt
atgatattag
ccaatagggt
gagggcaggyg
gagactcagc
gtgggcccac
cagggcatct
ttecttaccca
cctcggggag
tgtggggtce
gaggaggctt
aggaggggct
ggccctatga
ggtgcttcag
ttggggtgag
aggctgggag
cgggctegtt
tcactcccac
ctgegtggac
ccagagccag
gctcecttge
gccgctgage
actgaagggc
ggtgacccgg
caccatggtg
ggtgtcectca
ctgecctatgg
cteeccaccce
acctcctctg
gcectggtate
aggaaagaaa

acctggggtce

aggaacgtgg
aattcaggtg
gatgttggga
caggggceag
tgtgatcctg
gtgtggactg
gagagctcaa
aaccaaccca
acaatgggga
tgtggctgtg
tctggggttt
ctagggaggg
aggggcccta
atgggatgag
aaatgagcca
gacgtgctge
gtattctaag
agggcagcaa
tcctgggacce
catcacacac
tgcecggecce
atctgagtgg
tceccecatcet
taagatgcce
gtcccaccag
tgtcacccag
tgacccttgt
atggtgttcc
acctcacatg
cgaggagaaa
caagattggt

agatattagg

ES 2750 550 T3

ggaaggtcct
cggggcctee
gtgcaggact
ggtgctecceg
gggccteccag
ggtctccect
actcccagag
gggtgaacga
ccectggtgac
gtggttccac
agggggaagg
ctcaaggcct
tagggacagg
gaacccagtg
gtctgtggac
tagggcegtt
cccccagect
gggagagcct
ccaggcaagt
acacatatcc
atgtgtgttc
ccacacatgc
gtgtttectea
ctgctececcac
tgtggtagcet
ggtcceccac
ccccatggea
ctacccacta
gaccctctec
aaggagatgt
ttttttetgg

gcactgggtc

ggcatgagtg
ccagtttggg
aaagggtgac
actcctctga
gcccacgggyg
gggtgcgaga
ggtgagggac
gggceteggg
aaggtacagg
agcatctgtg
ggttctgtgg
tggtgtgagg
aaaggggctce
ataagagggc
tacagcccecece
cgggagtgac
gatctggtcc
ggtgacaagg
tctgccccag
tgggggtcct
acccgggatce
agcggatggg
cagggtcaac
aggggcccce
tttgacctta
ctccacagta
agccccagtg
tccagggega
ctgctaggga
tggcttecatg

tcaggaaggce

agaggttgga

54

ggggggtgag
cgggactcac
aaggtgagtg
ttectgectg
tgccaagggg
gggaccccgt
cttcagccce
gecttggatgg
gaagagggtg
agggcaggag
ctgactatgg
ttaggagagc
cttgggtgtce
ggggcaaggg
agttccaccce
ttgagctcetg
tgactgaatc
gctcagccgg
gcccaggecc
cttaagtget
tgtgtgtgge
ccagtgttgg
ctggtgcagce
tgtcceccaga
tagtgaccca
gcecgectatg
gctctggect
ttctetttgg
tcceccaggaa
ggtcceeggg

ctaatgttga

gtagctgagg

tggatcttgt
actcttttge
tgggcatggg
ccecectecagg
gacatggtga
ggggctggee
ttaccgtgac
tgacaaagga
gtgtactcte
gggaggacag
agtggccgag
tctgtggact
cccatctgaa
tctggagtce
gctatggcac
cccecagetgg
cctectectgg
gttgccagga
aggcccaggt
gggggttctg
ctgggccectg
ggacagtccc
agggatccct
gggccccecegt
gtgctctcat
atggtgtcce
ccagaggtga
tcecctcactg
aggatggagt
gcctcaaggt
agggcgaggg

cctgtttgga

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900



gagttagttt
tgcttttete
gggagacaag
caccccactg
ggacacaaag
gggggccaag
ggccectgge
gacagggagt
ggaaggctgt
ggtgggttgg
atcagggcag
ggtgcttggg
gttccagage
gaccgaggct
gtgagttgaa
tctetgggge
ggggcttcce
gtgttggtce
actcctgatc
gccccaacct
ccctgeteac
gtgggggcte
tccaaggcett
cctggtccca
ggagaagctg
ctgggtggge
atgcagtctce
tctttatggt
aagagatgag
gcaccctagg

gggggatgga

cagggtgaag
cctcagggtg
gtacagaggg
cctgatgecet
gagagatggt
ttcatgtett
aaggagggcc
caggatgggg
agagggttgg
ggtcacagtg
ggggctatag
ttacagaagg
tgagggaggt
ttgacgggca
gccatggtca
ctctgattac
aggccccagt
cagaggcccc
cctgaacctt
ctgaagctgt
ttggtccetg
ctggggtccce
gggtcagaga
tctgttgecac
cactgacggt
tggggcccta
accatagtcc
ccectgtggte
tcagcactgt

caagggcagg

tggatacaca

ES 2750 550 T3

ggggtcacag
aacggggagt
gatgggggct
gcagggagaa
gagtgtggge
tttttctcca
tgatcggtce
cagggaagct
gactttgggg
gagttaggat
tggagttgga
tttgggcatt
cagggcagaa
gccaggecce
tggtgaattg
tgactctgte
ggaaatgatg
gaaggacttc
ccctaccctt
ggcccccaac
tgtctgacag
tggagctcct
tcggggtgac
ataggggcgg
gagtgtgggce
cctcectcecac
ctgtattatg
ttectgetece
ggtgagtggt
caggccccta

gaaggacaca

agtgaggtgt
gaagggagcc
ggggggctac
gctggtcececce
acgctcagaa
gggggagect
caaggtacag
catggtcggg
gctgaagtgg
gaaagcatgg
gtcatgggga

aggccaggga

ggtctctcat
aagggtgacc
aggggagcgt
ctatatctcce
gctctgetgg
agggccagaa
ccaacctcat
ctgecctgact
ggtgagcgag
ggcgagagag
ttctgttgtce
ccagggcctg
ctggatggge
ccagcaccct
tgccctatgt
aggaggatga
gcccagecceg
gaacttacag

tgtgctgcag

55

ctgggaatca
tgtggcettg
gtggcctggyg
caggccgece
tgagggggcc
ggtgtgecgg
ggtctgtgga
tcatgggggt
ggctggtcte
gaggtggagg
tcacatctgg
gctcatggga
gcttettetg
agggcgagaa
gcactttggg
ccagggaacc
tcecececaggg
ggtaagggge
aaccatcttc
ctgatcccceca
gtcceececgg
gggagcaggt
cctgaggtca
ccggtectceg
ctgggagggce
gacccctggg
ccttectgtg
catccggggce
cagtctccca
ggcaagcagt

gactgacaca

cttcttecatce
atggagagaa
gcctaaggcet
cgggctggea
acgggtggac
gccagtcggg
cagtggacat
gtagggacaa
gaggtgtcaa
gggcatgtge
ttggctcaca
gttcagggag
ttceccagggt
aggggagcgg
agagggtcca
ccaggaattg
ccacctggeca
cccagctctg
cagcctgcct
ctgecctcetga
agagagagtg
gagtagggat
gaggtcacag
aggcgagaag
ctgggtggge
ccctggetec
ggccatgggt
tttgtgegee
ctccaccccea
caagaagatg

tgacatgtgt

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760



ccccagtgga
agcttggctg
cectggacceg
acctgecetgt
acttccctcet
tcttectecte
ctgtgtgtct
ccctetetge
ttttctactc
ctcagggggg
cttggctcca
tgtgectgtg
ggcagctatg
aagcacgtag
cagtgctgce
ctgcagageg
aggagtacca
cggggtctgg
cctetetgat
gccactggat
aggcagcaca
ttttgggacc
gacaggtatg
ttetggggga
tcgcagtagg
gtggagccecce
cctctgaggt
ctctgectga
accaggtact
gagtcggggt
cgtgagegtg

cccectgtgg

gggagacaca
tgtggggagt
gtgggagggg
ttetgtgtet
cctetgeett
tctcecectgtta
ctgtetgtet
cceccetetage
ccagaacttt
ttggctggga
ggacccctee
ctcegegtet
ggtggggccg
ggtctgecatg
caccttgeccece
ggtacccect
ggaccctgaa
ggaggggcag
tcccacaaac
gagggctcct
gaggcctgtce
cgtgaggcct
ggctgagccce
ggagtccttg
ggacctgggyg
cagtagggtc
cagagccccc
gcgtctecegg
gcccaggact
ctcagcagaa
cgtgtgeacg

acaaaccccce

ES 2750 550 T3

caggcagatg
gggatgatgg

catcagagtg

ggecctgette
cttctetttt
ccectectectg
cteccatctte
ctgccaggge
cttcacccca
tggctgeccecea
ctagttatgce
ctcatgecaga
agacacgcac
cagggcacac
cggggccagce
gaggatgatg
gcteccttggg
gcagggctga
cctgetgact
gcactgecta
acccttttgt
gcgagcgcecg
ccaccgtggg
ggccagggtt
cagacgccca
ccectteecatg
acttcctgtt
ggaaggtcag
gaggcccaga
ccccactgte
tcegttattt

attgtggctc

aggattgcca
tgggagcaga
aagctgtete
tgtctettge
tccatctcte
ctatctcttt
ccatcettet
cagttcatceg
ggccctgece
tggtgacttc
tgcagacact
ggaggaaggt
atgggtgtcce
gcatgggcac
agccactgct
agtactctga
atagtgatgg
gccctgetga
tgaccccatt
caccctgege
ctatggtggce
ctgcccaccce
gaactgggca
ccaggtcagg
gaccaaagag
ttccecteett
gtagcctceg
atggctgacg
taatgagctg
cctececttg
cagtgacttg

ctgccaccct

56

tgcagtgctce
gctggtccece
ttececegtete
cttttgttgg
tatctacctce
gtgtatctct
ctctgtecatt
catctggatc
tgcctatcaa
agggccctga
gceggeteee
gaggacagct
atgaatgcag
tgtgtgcaca
cccagcacac
atactccgag
tgagaatggg
cctccceectg
ggcccagacce
tggtaccatc
tgtggaggga
cgggtggtcc
ctgagcctge
gtecctggagg
ctgaatatag
taaagaccta
ctcecteccee
accgtttceca
agattcagca
gtgctagagg
gtccegtggg

ggcagatgac

tcagatgtce
ttgggcctga
tgtctgecace
cctgttecceca
ccaccctcete
acccctetge
gtctctetat
acgtgagtag
ctggggtcct
ggcccectget
agctccatge
gaacccgtgg
ggcacacgcc
cagtggaaat
cctgecctac
tattctgtgg
gggctgccag
acctttcaac
cctgtteect
gggctgtgac
atgccaaccg
agagccaggg
ctggatcggg
agacgctcce
agccccagcce
agtatggacc
ttggcggtge
acctgtecte
tccectggag
cttgtgtgca
tctagecette

tcactgtggg

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680



10

15

20

25

ggggtggetg
ctgtgatgac
ttgtgactgt
attattctge
agtccccaac
gggatgagtc
agggggctga
tagtgcctgg
tggcggtagg
gtttggettt
ctctgagatc

aaccgcctge

<210> 33
<211>54
< 212> ADN

tgggcagtga
atggtgetga
ttgggaagat
atgggtacag
ttgtcececgg
ataggtgggg
gggagataaa
ccccagceccce
actgggttgg
atggagggct
cgattcctge

cctecetgtgg

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 33

ES 2750 550 T3

gcggatgtga
ttetgggggg

ggggggttte

agtccctcetg
aaaagagtag
ggctgcctca
tgggccctga
aggcagccac
gtcgggatgg
tggacccagg
ccttetgttt

actctgtgtt

ctggecgtetg
cattaaagcet
aagggggaag
cccagtcctg
atagggtggg
tgccaggaag
agcggggtag
agcaggctgce
gaagggtctt
ggactctggg
cctggatcag

tctgtctgaa

acccgeccect
getgttttaa
gttttccttg
gtcactgtct
ggctaaggac
catgtaccag
agggtcagac
cttaccccag
ggaggttgag
atctctggcet
ctgcaagctc

tectttettte

gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactgcagga ggcettgtgga ggac 54

<210> 34
<211>54
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 34

cggtcacagg agtgacaggc ggccccactc atgacgtcct ccgaacacct cctg

<210> 35
<211>54
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

57

tgacccaagce
aaggctccetyg
gggggttggt
tgtgattcte
acccccggga
ctceccaccce
cacaggacag
aagcagctgg
tggatgtggg
gecttttetge
tcctgetgag

catca

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32395
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40

ES 2750 550 T3

<220>
< 223> Cebador

<400> 35
gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactgcagga ggcttgtgga ggac

<210> 36
<211>54
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 36

cggtcacagg agtgacaggc ggccccactc atgacgtcct ccgaacacct cctg

<210> 37
<211>54
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 37
gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactgcagga ggcttgtgga ggac

<210> 38
<211>53
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 38
gccagtgtcc tcactgtccg ccgtgagtac tggcaggaag gcttgtggag gac

<210> 39
<211>47

58

54

54

54

53
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15

20

25

30

35

40

ES 2750 550 T3

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 39
gccagtgtcc tcactgtccg ccggactgca ggaggcttgt ggaggac

<210> 40
<211>46
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 40
gccagtgtcce tcactgtccg ccgggtgcag gaggcttgtg gaggac

<210> 41
<211> 41
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 41

gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactggagga c 41

<210> 42
<211>39
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 42
gccagtgtcc tcactgagtg caggaggctt gtggaggac 39

59

47

46
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15

20

25

30

35

40

ES 2750 550 T3

<210> 43
<211>38
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 43
gccagtgtcc tcaccgtagc aggaggcttg tggaggac

<210> 44
<211>38
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 44
gccagtgtcc tcactgcagg aggagccttg tggaggac

<210> 45
<211>32
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 45
gccagtgtcc tcactgtect gacttggagg ac 32

<210> 46
<211>33
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

38

38

60
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30

35

40

<400> 46

ES 2750 550 T3

gccagtgtcc tcactgtccg ccgtgaggac age 33

<210> 47
<211>24
<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 47
gtacgcagga ggcttgtgga ggac

<210> 48
<211>16
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 48
gaggcttgtg gaggac 16

<210> 49
<211>12
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 49
gggcccggga cc 12

<210> 50
<211>10
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

24

61



10

15

20

25

30

35

40

<220>
< 223> Cebador

<400> 50
gagggccctg 10

<210> 51
<211>10
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 51
gagggacctg 10

<210> 52
<211>37
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 52

ES 2750 550 T3

tggcccttet cactetgegt cectgtccat cactgec 37

<210> 53
<211>12
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 53
gggcccggga cc 12

<210> 54
<211>60

62
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30

35

40

ES 2750 550 T3

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 54
gggtggagag aaccctggtg cttcctggga gccagacggce attcgacttg gatgacgttc

<210> 55
<211>60
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 55
gggtggagag aaccctggtg cttcctggga gccagacggc attcgacttg gatgacgttc

<210> 56
<211>60
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 56
actccacttg ctgttccagg gctgcgggtt gtggtgtcag atgcaacgcg agtgagggtg

<210> 57
<211>60
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 57
actccacttg ctgttccagg getgcgggtt gtggtgtcag atgcaacgtg agtgagggtg

63

60

60

60

60
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40
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<210> 58
<211>39
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 58
gtggctgtgt cggtactgcg aggcagagag gagggacct 39

<210> 59
<211>39
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 59
gtggcetgtgt cggtactgcg aggcagagag gagggcecct 39

<210> 60
<211>54
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 60
gccagtgtcc tcactgtccg ccggggtgag tactgcagga ggcttgtgga ggac

<210> 61
<211>240
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

64

54



10

15

20

25

30

ES 2750 550 T3

<400> 61

tcgacttgga tgacgttcag gctgggcectta gctacactgt gcgggtgtct gectcgagtgg
gtccecgtga gggcagtgece agtgtectceca ctgtecgecg ggagecggaa actccacttg
ctgttccagg gctgcgggtt gtggtgtcag atgcaacgcg agtgagggtg gcctggggac

cctaccaggt ggctgtgtcecg gtactgegag gcagagagga gggacctget gcagtcatceg

<210> 62
<211>213
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 62

tcgacttgga tgacgttcag gctgggctta gctacactgt gcgggtgtct gctcgagtgg
gtcceccgtga gggcagtgee agtgtectca ctgtecegecg ggggetgegg gttgtggtgat
cagatgcaac gcgagtgagg gtggcctggg gaccctacca ggtggectgtg tcggtactge

gaggcagaga ggagggacct gctgcagtca tcg

<210> 63
<211>12
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 63
gggcccggga cc 12

<210> 64
<211>12
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

65

60

120

180

240

60

120

180

213
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<400> 64
caacgcgagt ga 12

<210> 65
<211>12
<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 65
caacgtgagt ga 12

<210> 66
<211>12
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 66
caacgcgagt ga 12

<210> 67
<211> 227
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 67
gtgtcagatg caacgcgagt gagggtggcc tggggacccg tccctggagc cagtggattt 60
cggattaget ggagcacagg cagtggtcececg gagtccagec agacactgece cccagactet 120
actgccacag acatcacagg gctgcagcct ggaaccacct accaggtggc tgtgtcggta 180
ctgcgaggca gagaggaggg acctgetgceca gtcatcgtgg ctcgaac 227
<210> 68

66
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30
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<211> 227
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 68

gtgtcagatg caacgcgagt gagggtggcc tggggacccg tccctggagc cagtggattt 60
cggattaget ggagcacagg cagtggtcecg gagtccagec agacactgece cccagactet 120
actgccacag acatcacagg gctgcagcct ggaaccacct accaggtggc tgtgtcggta 180
ctgcgaggca gagaggaggg acctgetgceca gtcatcecgtgg ctcgaac 227
<210> 69

<211>228

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 69

gtgtcagatg caacgcgaag tgagggtggc ctggggaccce gtccctggag ccagtggatt 60
tecggattage tggagcacag gecagtggtce ggagtccage cagacactge ccccagacte 120
tactgccaca gacatcacag ggctgcagcc tggaaccacce taccaggtgg ctgtgtcggt 180
actgcgagge agagaggagg gacctgetge agtcatcegtg getcgaac 228
<210>70

<211>228

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 70
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gtgtcagatg caacgcgaag tgagggtggc
tecggattage tggagcacag gcagtggtcce
tactgccaca gacatcacag ggctgcagcc

actgcgagge agagaggagg gacctgetge

<210> 71
<211> 31
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 71
agtactcagg aggcttgtgg aggacagctg ¢

<210> 72
<211>33
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 72

gatgccgcecc caccccgcac ctcagcctte tca

<210> 73
<211> 31
<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 73
gtgcagggta atgggagggc tttgcaccac g

<210> 74
<211>34
< 212> ADN

ctggggaccce gtccctggag ccagtggatt
ggagtccage cagacactge ccccagacte
tggaaccacc taccaggtgg ctgtgtcggt

agtcatcgtg gctcgaac

31

33

31

68

60

120

180
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< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Cebador

<400> 74

ccagatttca ccttttaacc ttggtgctat atag

<210> 75
<211>33
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 75
caccttggga gttaggattt taacatggat tta
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REIVINDICACIONES
1. Composicién comprendiendo

un acido nucleico que codifica una primera proteina TALEN, donde la primera proteina TALEN es capaz de
inducir una rotura de ADN bicatenario especifica de sitio en un gen COL7A1 en una célula, presentando el gen
COL7A1 una mutacioén genética capaz de provocar epidermolisis bullosa, y

una secuencia donadora de acido nucleico,
donde la secuencia donadora es una plantilla para la correccion de la mutacion genética en el gen COL7A1.
2. Composicion segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento de epidermdlisis bullosa.

3. Composicion segun la reivindicacion 1 o composicion segun la reivindicacion 2 para el uso de la reivindicacion
2, donde la célula se selecciona de entre el grupo que consiste en un fibroblasto, queratinocito, célula madre
pluripotente inducible, célula madre hematopoyética, célula madre mesenquimal, célula madre embrionaria,
célula de progenie hematopoyética, célula T, célula B, célula glial, célula neural, célula progenitora neuroglial,
célula madre neuroglial, célula muscular, célula pulmonar, célula pancreatica, célula hepatica y una célula del
sistema reticuloendotelial, y

opcionalmente donde la primera proteina TALEN es una TALEN izquierda y el acido nucleico codifica ademas
una segunda TALEN que es una TALEN derecha que coopera con la TALEN izquierda para realizar la rotura de
ADN bicatenario especifico del sitio en el gen diana; y

opcionalmente donde el acido nucleico que codifica la proteina TALEN o la secuencia donadora de acido
nucleico forma parte de un vector o plasmido.

4. Composicion segun la reivindicacion 3, para el uso de la reivindicacion 3, donde la primera TALEN o la
segunda TALEN comprende una pluralidad de secuencias de repeticiéon de efector TAL y el dominio de
endonucleasa y un espaciador entre la pluralidad de secuencias de repeticion de efector TAL y el dominio de
endonucleasa incluye un espaciador, opcionalmente donde el espaciador contiene de 12 a 30 nucledtidos de
longitud.

5. Composicién segun la reivindicacion 1, o composiciéon segun la reivindicacion 2-4, comprendiendo al menos un
acido nucleico comprendiendo:

(i) un primer acido nucleico que codifica un monémero de endonucleasa efectora de tipo activador de la
transcripcion (TAL),

(i) un segundo acido nucleico que codifica un segundo monémero de endonucleasa de efector TAL, y
(iii) una secuencia donadora,

donde cada uno del primer y el segundo monémero de endonucleasa de efector TAL comprende una pluralidad
de secuencias de repeticion de efector TAL y un dominio de endonucleasa Fokl, donde cada una de la pluralidad
de secuencias de repeticion de efector TAL comprende un diresiduo variable de repeticion, donde el primer
mondémero de endonucleasa de efector TAL es capaz de unirse a una primera secuencia de sitio medio de un
ADN diana en el interior de la célula, presentando el ADN diana una mutacién genética, y el primer monémero de
endonucleasa de efector TAL es capaz de escindir el ADN diana cuando el segundo monémero de endonucleasa
de efector TAL se une a una segunda secuencia de sitio medio del ADN diana, donde el ADN diana comprende
la primera secuencia de sitio medio y la segunda secuencia de sitio medio separada por una secuencia
espaciadora, y donde el primer y el segundo sitio medio poseen la misma secuencia de nucleétidos o distintas
secuencias de nucleotidos, donde la secuencia donadora comprende una regién homdloga al ADN diana, al
menos en los extremos 5' y 3' del ADN diana y es una plantilla para la reparacion de ADN derivando en una
correccion de la mutacion genética en el ADN diana, donde ademas la secuencia donadora es una plantilla para
la correccion de la mutacion genética en el gen COL7A1.

6. Proteina codificada o expresada por el acido nucleico que codifica la primera proteina TALEN de la
reivindicacion 3.

7. Proteina codificada o expresada por el primer acido nucleico o el segundo acido nucleico de la reivindicacion
5.

8. Vector comprendiendo el acido nucleico que codifica la primera proteina TALEN de la reivindicacién 3.
9. Vector comprendiendo el primer acido nucleico o el segundo acido nucleico de la reivindicacion 5.

10. Acido nucleico que codifica una proteina TALEN, donde el acido nucleico comprende una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO. 30.

11. Proteina codificada o expresada por el acido nucleico de la reivindicacion 10.
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