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DESCRIPCION
Nucleasas de ingenieria Utiles para el tratamiento de la hemofilia A

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere al el campo de la biologia molecular y la tecnologia de acidos nucleicos recombinantes. En
particular, la invencion se refiere a nucleasas de ingenieria que tienen especificidad para una secuencia de
reconocimiento dentro del intron 22 de un gen del Factor VIII, dentro de la secuencia int22h-1. Dichas nucleasas de
ingenieria son utiles en los procedimientos para tratar la hemofilia A caracterizada por una inversion de los exones 1-
22 en el gen del Factor VIII.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hemofilia A es un trastorno hemorragico genético comun con una incidencia de 1 de cada 5000 hombres en todo
el mundo. Esta enfermedad genética puede ser el resultado de varias mutaciones dentro del gen del Factor VIl de la
coagulacion (F8) situado en el cromosoma X, que incluyen grandes deleciones, inserciones, inversiones y mutaciones
puntuales. Clinicamente, la hemofilia A puede clasificarse en base a la actividad relativa del Factor VIII en el plasma
del paciente como leve (5-30 % de actividad; 50 % de los pacientes), moderada (2-5 % de actividad; 10 % de los
pacientes) o grave (<1 % de actividad; 50 % de los pacientes). En la actualidad, no hay cura para la hemofilia A. La
terapia estandar incluye la administracion de Factor VIl recombinante, pero este enfoque esta limitado por el coste, la
necesidad de inyecciones frecuentes y la formacion de anticuerpos inactivadores del Factor VIII en el sujeto que
reducen la eficacia de la terapia. Por lo tanto, sigue existiendo una clara necesidad de tratamientos alternativos para
la hemofilia A. La terapia génica, dirigida a las mutaciones en el gen del Factor VIII, sigue siendo un enfoque atractivo
aunque esquivo para el tratamiento.

El factor VIl es un componente esencial de la cascada de coagulacion. La proteina circula en el cuerpo en una forma
inactiva que se une al factor von Willebrand. En respuesta a una lesion, el Factor VIII se activa (Factor Vllla) y se
separa del factor de von Willebrand, luego interacttia con el Factor IXa como parte de la cascada de coagulacion que
conduce a la formacién de fibrina y a la coagulacion estable. Varios estudios han sugerido que el Factor VIl es
producido por las células endoteliales sinusoidales del higado, asi como por las células hematopoyéticas
extrahepaticas de todo el cuerpo.

El gen del factor VIl en el cromosoma X es grande y estructuralmente complejo, que comprende ~180 kb y 26 exones.
El gen del Factor VIII de tipo salvaje codifica dos proteinas. La primera proteina es la proteina del Factor VIII de
longitud completa, que esta codificada por las 9030 bases que se encuentran en los exones 1 a 26, y tiene una forma
circulante que contiene 2332 residuos de aminoacidos. La segunda proteina, denominada Factor VIlIb, esta codificada
por 2598 bases en 5 exones presentes en el gen del Factor VIIl. La proteina resultante comprende 216 aminoacidos
y tiene una funcién actualmente desconocida.

Aproximadamente el 45 % de los casos de hemofilia A grave estan causados por una inversion intracromosémica que
afecta al intron 22 del gen del Factor VIII. Esta inversion se produce cuando un ~9,5 kb del intrén 22, denominado
int22h-1, se recombina con una de las dos copias repetidas (denominadas int22h-2 e int22h-3, respectivamente) que
estan situadas aproximadamente a 400 kb y 500 kb teloméricas del gen del factor VIl en el cromosoma X. Tras la
recombinacion, los exones 1-22 del gen del Factor VIII se invierten en el genoma con respecto a los exones 23-26, lo
que da lugar a la expresion de una proteina del Factor VIII truncada e inactiva que carece de los aminoacidos
codificados por los exones 23-26 (Sauna et al. (2015) Blood 125(2): 223-228).

La copia repetida corriente arriba implicada en la inversién del exén 1-22 esta orientada en la direccion opuesta a la
de int22h-1. Los primeros estudios sugirieron que tanto int22h-2 como int22h-3 estaban en orientacion inversa con
respecto a int22h-1, lo que permitia que se produjera la recombinacién con cualquiera de las dos secuencias repetidas.
Esto se denomind inversion de tipo | e inversion de tipo Il. Sin embargo, pruebas mas recientes indican que int22h-2
e int22h-3 se encuentran en una orientacién inversa entre si en el cromosoma X, y forman parte de un palindromo
imperfecto (Fig. 1). La recombinacion de secuencias dentro de este palindromo permite que int22h-2 e in22h-3
intercambien lugares en el genoma y, en consecuencia, cambien su orientacion respecto a int22h-1. Como resultado,
la secuencia int22h-1 puede, en diferentes circunstancias, recombinarse con la repeticion int22h-2 o la repeticion
int22h-3, dependiendo de cual esté en la orientacién opuesta a int22h-1 (Bagnall et al. (2006) Journal of Thrombosis
and Haemostasis 4: 591-598).

Cabe destacar que el intron 22 del gen del Factor VIII contiene una isla CpG que actia como promotor bidireccional
para otros dos genes, denominados F8A1 (Factor Vlll-asociado 1) y F8B. La isla CpG y el gen F8A1 sin intrén (SEQ
ID NO: 5) estan contenidos en la secuencia int22h-1 (y, por consiguiente, en int22h-2 e in22h-3) y se transcriben en la
direccion opuesta al gen del Factor VIII (Bowen (2002) J. Clin. Pathol: Mol. Pathol. 55: 127-144). Curiosamente, los
inventores han determinado que la secuencia del gen F8A1 es la Unica region del gen del Factor VIII humano que
presenta una homologia significativa con el gen del Factor VIII en el genoma canino, y en particular en una poblacién
clinicamente relevante de caninos con deficiencia de Factor VIl y que presentan una inversion de los exones 1-22 en
su gen del Factor VIII (Lozier et al. (2002) PNAS 99(20): 12991-12996).
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La presente invencion requiere el uso de endonucleasas de corte raro especificas para el sitio que estan de ingenieria
para reconocer secuencias de ADN dentro de la secuencia int22h-1 con el fin de generar una ruptura de doble cadena
y promover la recombinacién entre int22h-1 y una secuencia repetida inversamente orientada (int22h-2 o int22h-3)
posicionada teloméricamente al gen del Factor VIII. Los inventores han descubierto que la recombinacién inducida por
nucleasas entre estas regiones da lugar a una inversion o reversion de los exones 1-22 del gen del Factor VIIl.

Los procedimientos para producir endonucleasas especificas de sitio de ingenieria son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN) pueden ser de ingenieria para reconocer y cortar sitios predeterminados
en un genoma. Las ZFN son proteinas quiméricas que comprenden un dominio de uniéon al ADN de dedo de zinc
fusionado con el dominio nucleasa de la enzima de restriccion Fokl. El dominio del dedo de zinc puede ser redisefiado
por medios racionales o experimentales para producir una proteina que se una a una secuencia de ADN
predeterminada ~18 pares de bases de longitud. Al fusionar este dominio proteico de ingenieria con la nucleasa Fokl,
es posible dirigir las roturas de ADN con especificidad a nivel del genoma. Los ZFN se han utilizado ampliamente para
dirigir la adicién, eliminacion y sustitucion de genes en una amplia gama de organismos eucariotas (revisado en S.
Durai et al., Nucleic Acids Res 33, 5978 (2005)).

Asimismo, se pueden generar nucleasas efectoras TAL (TALENSs) para escindir sitios especificos en el ADN genémico.
Al igual que un ZFN, un TALEN comprende un dominio de unién al ADN especifico del sitio disefiado fusionado con
el dominio de la nucleasa Fokl (revisado en Mak, et al. (2013) Curr Opin Struct Biol. 23:93-9). En este caso, sin
embargo, el dominio de unién al ADN comprende un conjunto en tandem de dominios efectores TAL, cada uno de los
cuales reconoce especificamente un Unico par de bases de ADN.

Las TALEN compactas son una arquitectura de endonucleasas alternativa que evita la necesidad de dimerizacion
(Beurdeley, et al. (2013) Nat Commun. 4:1762). Un TALEN compacto comprende un dominio de union al ADN del
efector TAL especifico del sitio, fusionado con el dominio de la nucleasa de la endonucleasa de anidamiento I-Tevl. A
diferencia de Fokl, I-Tevl no necesita dimerizarse para producir una rotura de doble cadena de ADN, por lo que un
TALEN compacto es funcional como monémero.

Las endonucleasas de ingenieria basadas en el sistema CRISPR/Cas9 también son conocidas en la técnica (Ran, et
al. (2013) Nat Protoc. 8:2281-2308 Mali et al. (2013) Nat Methods. 10:957-63). Una endonucleasa CRISPR consta de
dos componentes: (1) una nucleasa efectora de caspasas, tipicamente la Cas9 microbiana; y (2) un "ARN guia" corto
que comprende una secuencia de direccionamiento de -20 nucleétidos que dirige la nucleasa a un lugar de interés en
el genoma. Al expresar varios ARN guia en la misma célula, cada uno de ellos con una secuencia de orientacion
diferente, es posible dirigir las roturas de ADN simultaneamente a mdltiples lugares del genoma.

En la realizacion preferida de la invencion, el agente inductor de la ruptura del ADN es una endonucleasa de
anidamiento de ingenieria (también llamada "meganucleasa"). Las endonucleasas anidamiento son un grupo de
nucleasas de origen natural que reconocen sitios de corte de 15-40 pares de bases que se encuentran comunmente
en los genomas de plantas y hongos. Con frecuencia se asocian a elementos de ADN parasitos, como los intrones
autoempalmados del grupo 1y las inteinas. Promueven de forma natural la recombinacién homéloga o la insercion de
genes en lugares especificos del genoma del huésped produciendo una rotura de doble cadena en el cromosoma,
que recluta la maquinaria celular de reparacién del ADN (Stoddard (2006), Q. Rev. Biophys. 38: 49-95). Las
endonucleasas anidamiento se agrupan comunmente en cuatro familias: la familia LAGLIDADG, la familia GIY-YIG, la
familia His-Cys box y la familia HNH. Estas familias se caracterizan por motivos estructurales, que afectan a la actividad
catalitica y a la secuencia de reconocimiento. Por ejemplo, los miembros de la familia LAGLIDADG se caracterizan
por tener una o dos copias del motivo conservado LAGLIDADG (véase Chevalier et al. (2001), Nucleic Acids Res.
29(18): 3757-3774). Las endonucleasas de anidamiento LAGLIDADG con una sola copia del motivo LAGLIDADG
forman homodimeros, mientras que los miembros con dos copias del motivo LAGLIDADG se encuentran como
mondémeros.

[-Crel (SEQ ID NO: 1) es un miembro de la familia LAGLIDADG de endonucleasas de anidamiento que reconoce y
corta una secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases en el cromosoma del cloroplasto del alga
Chlamydomonas reinhardtii. Se han utilizado técnicas de seleccion genética para modificar la preferencia del sitio de
corte de I-Crel de tipo salvaje (Sussman et al. (2004), J. Mol. Biol. 342: 31-41 Chames et al. (2005), Nucleic Acids Res.
33: e178 Seligman et al. (2002), Nucleic Acids Res. 30: 3870-9, Arnould et al. (2006), J. Mol. Biol. 355: 443-58). Se
describieron procedimientos para el disefo racional de endonucleasas de anidamiento mono-LAGLIDADG que son
capaces de redisefiar ampliamente I-Crel y otras endonucleasas de anidamiento para dirigirse a sitios de ADN
ampliamente divergentes, incluyendo sitios en genomas de mamiferos, levaduras, plantas, bacterias y virus (WO
2007/047859).

Como se describe por primera vez en WO 2009/059195, |-Crel y sus derivados de ingenieria son normalmente
diméricos pero pueden fusionarse en un solo polipéptido utilizando un enlazador peptidico corto que une el C-terminal
de una primera subunidad con el N-terminal de una segunda subunidad (Li, et al. (2009) Nucleic Acids Res. 37:1650-
62 Grizot, et al. (2009) Nucleic Acids Res. 37:5405-19 WO 2009/095742.) Asi, una meganucleasa funcional de "cadena
Unica" puede expresarse a partir de un unico transcrito. Esto, unido a la bajisima frecuencia de corte fuera del objetivo
observada con las meganucleasas de ingenieria, las convierte en la endonucleasa preferida para la presente
invencion.
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El uso de nucleasas de ingenieria para la terapia génica en la hemofilia A grave ha sido limitado. Park et al .
describieron el uso de un TALEN para inducir una inversion del exon 1 en el gen del Factor VIl en células HEK 293T
y en células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) (Park et al. (2014), PNAS 111(25): 9253-9258). Las inversiones
del exdén 1 también se asocian a la aparicion de la hemofilia A y se producen debido a la recombinacién homadloga
entre una secuencia int1h-1 en el intron 1 del gen del Factor VIII y una Unica region homéloga (intlh-2) situada en el
teléomero del gen del Factor VIII. EI TALEN seleccionado para este estudio corté dentro de la regién de homologia del
intrén 1 para inducir una inversion de esta secuencia mas corta con una eficiencia del 1,9 % y del 1,4 % en las células
HEK 293T y en las iPSC, respectivamente. Los autores demostraron ademas la reversion del exén 1 en las iPSC con
una eficacia similar del 1,3 %.

En un estudio posterior, Park et al . informaron del uso de un sistema CRISPR/Cas para inducir una reversion de los
exones 1-22 del gen del Factor VIII en iPSCs obtenidas de pacientes que padecian hemofilia A grave (Park et al.
(2015) Cell Stem Cell 17: 213-220). Los autores sefalaron que las inversiones de los exones 1-22 son ocho veces
mas frecuentes que las inversiones del exén 1, pero destacaron que la inversiéon del exén 1-22 es técnicamente mas
dificil de revertir debido, en parte, al tamafio sustancialmente mayor de la inversion (600 kbp en comparacion con 140
kbp) y a la presencia de tres homologos de la secuencia int22h-1 en el cromosoma X, en comparacion con soélo dos
homologos de la secuencia int1h-1. De hecho, Park et al. se dirigen especificamente a secuencias de reconocimiento
fuera de las regiones de homologia int22h-1, int22h-2 e int22h-3 para descartar la posibilidad de que se induzcan
deleciones o inversiones no deseadas que impliquen a dos de los tres homologos de int22, en lugar de la deseada
reversion del segmento invertido de 600 kbp, al cortar dentro de una regién de homologia int22h. Utilizando este
enfoque, los autores observaron una frecuencia de reversion de aproximadamente el 3,7 % en las células iPS.

La presente invencion mejora la técnica en varios aspectos. A pesar de las sugerencias en el arte de evitar la
orientacion de las secuencias de reconocimiento dentro de las regiones de homologia int22h, los inventores
sorprendentemente encontraron que la orientacion de las secuencias de reconocimiento dentro de int22h-1 puede, de
hecho, producir una inversién o reversion de los exones 1-22 en el Factor VIII con alta eficiencia. Ademas, varias
secuencias de reconocimiento dirigidas dentro de la secuencia int22h-1 se encuentran dentro de la secuencia F8A1,
que los inventores encontraron como la Unica region del gen del Factor VIII que comparte un alto grado de homologia
con el gen del Factor VIII canino. Asi, los procedimientos de la invencion son utiles no sélo en sujetos humanos que
sufren de hemofilia A, sino también en la poblacién canina de hemofilia A clinicamente relevante que también expresa
una inversion de los exones 1-22. Por consiguiente, la presente invencion satisface una necesidad en el arte de otros
enfoques de terapia génica para la hemofilia A grave.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgacion proporciona nucleasas de ingenieria Utiles para el tratamiento de la hemofilia A, que se
caracteriza por una inversion de los exones 1-22 del gen del Factor VIII. Las nucleasas de ingenieria de la divulgacion
reconocen y escinden una secuencia de reconocimiento dentro de una secuencia int22h-1 del gen del Factor VIII,
promoviendo asi la recombinacion entre la secuencia int22h-1 y una secuencia de repeticion invertida idéntica, o
altamente homadloga, situada teloméricamente al gen del Factor VIl en el cromosoma X. Esta recombinacion da lugar
a una reversion de los exones 1-22 para generar un gen del Factor VIl de tipo salvaje. La presente invencion también
proporciona composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento de la hemofilia A que utilizan una nucleasa
de ingenieria que tiene especificidad para una secuencia de reconocimiento situada dentro de la secuencia int22h-1
del gen del Factor VIIl. Ademas, se divulgan células modificadas genéticamente que han sido modificadas para corregir
una inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VI, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden
dichas células modificadas genéticamente y procedimientos de uso de las mismas para el tratamiento de la hemofilia
A.

Se divulga una meganucleasa de ingenieria que reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento dentro de una
secuencia int22h-1 de un gen del Factor VIll. La meganucleasa de ingenieria comprende una primera subunidad y
una segunda subunidad, en la que la primera subunidad se une a un primer semisitio de reconocimiento de la
secuencia de reconocimiento y comprende una primera region hipervariable (HVR1), y en la que la segunda subunidad
se une a un segundo semisitio de reconocimiento de la secuencia de reconocimiento y comprende una segunda region
hipervariable (HVR2).

La secuencia int22h-1 tiene al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4. La secuencia int22h-1 puede comprender la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

La secuencia de reconocimiento esta dentro de una secuencia codificadora F8A1 del gen del Factor VIII. La secuencia
codificadora F8A1 tiene al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.
La secuencia codificadora de F8A1 puede comprender la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

La secuencia de reconocimiento puede comprender SEQ ID NO: 7.
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La region HVR1 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos correspondiente a los residuos 215-270 de la SEQ ID NO: 19 o los
residuos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO: 20-21.

La region HVR1 puede comprender residuos correspondientes a los residuos 215, 217, 219, 221, 223, 224, 229, 231,
233, 235, 237, 259, 261, 266 y 268 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 24, 26, 28, 30, 32, 33, 38, 40, 42, 44, 46, 68,
70, 75y 77 de cualquiera de las SEQ ID NO: 20-21.

La regién HVR1 puede comprender los residuos 215-270 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 24-79 de cualquiera de
las SEQ ID NO: 20-21.

La region HVR2 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos correspondiente a los residuos 24-79 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos
215-270 de cualquiera de las SEQ ID NO: 20-21.

La region HVR2 puede comprender residuos correspondientes a los residuos 24, 26, 28, 30, 32, 33, 38, 40, 42, 44,
68, 70, 75y 77 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 215, 217, 219, 221, 223, 224, 229, 231, 233, 235, 259, 261, 266 y
268 de cualquiera de las SEQ ID NO: 20-21.

La regién HVR2 puede comprender los residuos 24-79 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 215-270 de cualquiera de
las SEQ ID NO: 20-21.

La primera subunidad puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con los residuos 198-344 de la SEQ
ID NO: 19 o los residuos 7-153 de la SEQ ID NO: 20 o 21, y la segunda subunidad puede comprender una secuencia
de aminoacidos que tenga al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95, o mas, de
identidad de secuencia con los residuos 7-153 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 198-344 de la SEQ ID NO: 20 o
21.

La primera subunidad puede comprender los residuos 198-344 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos 7-153 de la SEQ
ID NO: 20 o 21. La segunda subunidad puede comprender los residuos 7-153 de la SEQ ID NO: 19 o los residuos
198-344 de la SEQ ID NO: 20 o 21.

La meganucleasa de ingenieria puede ser una meganucleasa de cadena Unica que comprende un enlazador, en el
que el enlazador une covalentemente la primera subunidad y la segunda subunidad.

La meganucleasa de ingenieria puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-
21.

La secuencia de reconocimiento puede comprender la SEQ ID NO: 9.

La region HVR1 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos correspondiente a los residuos 215-270 de cualquiera de las SEQ ID
NO: 28-31.

La region HVR1 puede comprender residuos correspondientes a los residuos 215, 217, 219, 221, 223, 224, 231, 233,
235, 237, 261, 266 y 268 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.

La region HVR1 puede comprender los residuos 215-270 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.

La region HVR2 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos correspondiente a los residuos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO:
28-31.

La region HVR2 puede comprender residuos correspondientes a los residuos 24, 26, 28, 30, 32, 33, 38, 40, 42, 44,
46, 68, 70, 75y 77 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.

La region HVR2 puede comprender ademas un residuo correspondiente al residuo 73 de la SEQ ID NO: 30.
La region HVR2 puede comprender los residuos 24-79 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.

La primera subunidad puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con los residuos 198-344 de cualquiera
de las SEQ ID NO: 28-31, y la segunda subunidad puede comprender una secuencia de aminoacidos que tenga al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con los
residuos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.

La primera subunidad puede comprender los residuos 198-344 de cualquiera de las SEQ ID NOs: 28-31. La segunda
subunidad puede comprender los residuos 7-153 de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-31.
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La meganucleasa de ingenieria es una meganucleasa de cadena Unica que comprende un enlazador, en el que el
enlazador une covalentemente la primera subunidad y la segunda subunidad.

La meganucleasa de ingenieria puede comprender la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-
31.

Se divulga ademas un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica cualquier
meganucleasa de ingenieria de la divulgacion. El polinucledtido aislado puede ser un ARNm.

Ademas, se divulga un constructo de ADN recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
cualquier meganucleasa de ingenieria de la divulgacion.

El constructo de ADN recombinante puede ser autoescindible.

El constructo de ADN recombinante puede codificar un vector viral. En dicha realizacion, el vector viral puede ser un
retrovirus, un lentivirus, un adenovirus o un vector de virus adeno-asociado (AAV). El vector viral puede ser un vector
AAV recombinante.

Se divulga ademas un vector viral que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica cualquier
meganucleasa de ingenieria de la divulgacion.

El vector viral puede ser un retrovirus, un lentivirus, un adenovirus o un vector de virus adeno-asociado (AAV). El
vector viral puede ser un vector AAV recombinante.

La invencion proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de un sujeto que tiene hemofilia A. En tal
aspecto, la hemofilia A se caracteriza por una inversion de los exones 1-22 en un gen del Factor VIII. La composicion
farmacéutica comprende un portador farmacéuticamente aceptable y un acido nucleico que codifica una nucleasa de
ingenieria, en la que la nucleasa de ingenieria se expresa en una célula diana in vivo; en la que la nucleasa de
ingenieria tiene especificidad para una primera secuencia de reconocimiento situada dentro de una secuencia int22h-
1 del gen del Factor VIl en la célula diana.

La secuencia int22h-1 tiene al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4. En una de estas realizaciones, la secuencia int22h-1 puede comprender la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

La primera secuencia de reconocimiento estd dentro de una secuencia de codificacion F8A1. La secuencia
codificadora F8A1 tiene al menos un 95 %, o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6.
En una de estas realizaciones, la secuencia codificadora F8A1 puede comprender la SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6.

En oftra realizacion, la nucleasa disefiada puede tener especificidad para una segunda secuencia de reconocimiento
que es idéntica a la primera secuencia de reconocimiento, o tiene un alto grado de homologia con ella, en la que la
segunda secuencia de reconocimiento se sitia en una secuencia repetida telomérica al gen del Factor VIII en el
cromosoma X. En dicha realizacion, la secuencia repetida es idéntica o tiene un alto grado de homologia con la
secuencia int22h-1, excepto que la secuencia repetida esta en orientacion inversa con respecto a la secuencia int22h-
1.

En otra realizacion, el acido nucleico que codifica la nucleasa de ingenieria puede ser un ARNm.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica comprende un constructo de ADN recombinante que comprende el
acido nucleico. En una de estas formas de realizacion, el constructo de ADN recombinante puede ser autoescindible.

En otra realizacion, la composicion farmacéutica comprende un vector viral que comprende el acido nucleico. En una
de estas realizaciones, el vector viral puede ser un retrovirus, un lentivirus, un adenovirus o un AAV. En una realizacion
particular, el vector viral puede ser un vector AAV recombinante.

La nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, una TALEN, una nucleasa de dedos de zinc, una
TALEN compacta, una CRISPR o una megaTAL. En una realizacion particular, la nucleasa de ingenieria puede ser
una meganucleasa de ingenieria.

En oftra realizacion, en la que la nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, la primera secuencia de
reconocimiento puede comprender SEQ ID NO: 7. En una de estas formas de realizacion, la composiciéon farmacéutica
puede comprender una meganucleasa de ingenieria de la divulgacién (o un acido nucleico que codifica la misma) que
reconoce y escinde la SEQ ID NO: 7. En una realizacién particular, la meganucleasa de ingenieria puede comprender
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-21.

En otra realizacion, en la que la nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, la primera secuencia de
reconocimiento puede comprender SEQ ID NO: 9. En una de estas realizaciones, la composicion farmacéutica puede
comprender una meganucleasa de ingenieria de la divulgacion (o un acido nucleico que codifica la misma) que
reconoce y escinde la SEQ ID NO: 9. En una realizacién particular, la meganucleasa de ingenieria puede comprender
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 28-31.
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Ademas, se divulga un procedimiento para tratar a un sujeto que tiene hemofilia A. En dicho procedimiento, la hemofilia
A se caracteriza por una inversion de los exones 1-22 de un gen del Factor VIII. El procedimiento comprende el
suministro a una célula diana en el sujeto: (a) un acido nucleico que codifica una nucleasa de ingenieria, en la que la
nucleasa de ingenieria se expresa en la célula diana in vivo; o (b) una proteina nucleasa de ingenieria; en la que la
nucleasa de ingenieria es cualquier nucleasa de ingenieria de la divulgacion que tiene especificidad para una primera
secuencia de reconocimiento posicionada dentro de una secuencia int22h-1 del gen del Factor VIl en la célula diana.

El procedimiento puede comprender la administracion al sujeto de una composicion farmacéutica de la invencion
descrita anteriormente, que comprende (a) un acido nucleico que codifica una nucleasa de ingenieria de la divulgacion,
en la que la nucleasa de ingenieria se expresa en una célula diana in vivo; o (b) una proteina de nucleasa de ingenieria
de la divulgacion.

La nucleasa modificada, o el acido nucleico que codifica la nucleasa modificada, puede administrarse a una célula
diana que sea capaz de expresar el Factor VIl de tipo natural, o a una célula progenitora que se diferencie en una
célula que sea capaz de expresar el Factor VIII de tipo natural. La célula diana puede ser una célula hepatica. La
célula hepatica puede ser una célula endotelial sinusoidal hepatica. La célula hepatica puede ser una célula
progenitora, como una célula madre hepatica, que se diferencia en una célula endotelial sinusoidal hepatica. La célula
diana puede ser una célula endotelial hematopoyética. La célula diana puede ser una célula progenitora que se
diferencia en una célula endotelial hematopoyética. Se entiende que las células diana comprenden un gen del Factor
VIII que tiene una inversion de los exones 1-22.

La nucleasa disefiada puede reconocer y escindir la primera secuencia de reconocimiento para promover la
recombinacién entre la secuencia int22h-1 y la secuencia de repeticion, dando como resultado la reversion de los
exones 1-22 para generar un gen de Factor VIII de tipo salvaje.

La nucleasa disefiada puede reconocer y escindir la segunda secuencia de reconocimiento en la secuencia repetida.

La nucleasa de ingenieria puede ser una meganucleasa de ingenieria, una TALEN, una nucleasa de dedos de zinc,
una TALEN compacta, una CRISPR o una megaTAL. En particular, la nucleasa de ingenieria puede ser una
meganucleasa de ingenieria.

Cuando la nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, la primera secuencia de reconocimiento puede
comprender SEQ ID NO: 7. La meganucleasa de ingenieria puede ser cualquier meganucleasa de ingenieria de la
divulgacion que reconoce y escinde la SEQ ID NO: 7. La meganucleasa de ingenieria puede comprender la secuencia
de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-21.

Cuando la nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, la primera secuencia de reconocimiento puede
comprender SEQ ID NO: 9. La meganucleasa de ingenieria puede ser cualquier meganucleasa de ingenieria de la
divulgacion que reconoce y escinde la SEQ ID NO: 9. La meganucleasa de ingenieria puede comprender la secuencia
de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 28-31.

El sujeto puede ser un mamifero. El sujeto puede ser un humano. El sujeto puede ser un canino.

Ademas, se divulga un procedimiento para producir una célula modificada genéticamente que comprende un gen de
Factor VIlII de tipo salvaje. El procedimiento comprende: (a) obtener una célula que comprenda un gen del Factor VI
que tenga una inversion de los exones 1-22; y (b) introducir en la célula: (i) una secuencia de acido nucleico que
codifica una nucleasa de ingenieria, en la que la nucleasa de ingenieria se expresa en la célula; o (ii) una proteina
nucleasa de ingenieria; en la que la nucleasa de ingenieria tiene especificidad para una primera secuencia de
reconocimiento dentro de una secuencia int22h-1 del gen del Factor VIII; y en la que la nucleasa de ingenieria reconoce
y escinde la primera secuencia de reconocimiento dentro de la secuencia int22h-1 para promover la recombinacion
entre la secuencia int22h-1 y una secuencia repetida situada teloméricamente al gen del Factor VIII; y en el que la
secuencia repetida es idéntica a la secuencia int22h-1, o tiene un alto grado de homologia con ella, excepto que la
secuencia repetida esta en orientacion inversa con respecto a la secuencia int22h-1; y en el que la recombinacion
causa la reversion de los exones 1-22 y la generacion de la célula modificada genéticamente que comprende un gen
del Factor VIII de tipo salvaje.

La célula puede ser una célula eucariota. La célula eucariota puede ser una célula pluripotente. La célula pluripotente
puede ser una célula madre pluripotente inducida (iPS). La célula iPS puede ser una célula iPS humana o una célula
iPS canina.

La secuencia int22h-1 tiene al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:
4. La secuencia int22h-1 puede comprender la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

La primera secuencia de reconocimiento esta dentro de una secuencia codificadora F8A1 del gen del Factor VIII. La
secuencia codificadora F8A1 tiene al menos un 95 %, o mas, de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o0 SEQ
ID NO: 4. La secuencia codificadora de F8A1 puede comprender la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.
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La nucleasa de ingenieria puede tener especificidad para una segunda secuencia de reconocimiento que es idéntica
a la primera secuencia de reconocimiento o tiene un alto grado de homologia con ella, en la que la segunda secuencia
de reconocimiento se sitla en una secuencia repetida telomérica al gen del Factor VIIl en el cromosoma X. La
secuencia repetida puede ser idéntica o tener un alto grado de homologia con la secuencia int22h-1, excepto que la
secuencia repetida esta en orientacion inversa con respecto a la secuencia int22h-1.

El acido nucleico puede ser un ARNm.

El acido nucleico puede introducirse en la célula utilizando un constructo de ADN recombinante. El constructo de ADN
recombinante puede ser autolimitado.

El acido nucleico puede introducirse en la célula utilizando un vector viral. El vector viral puede ser un retrovirus, un
lentivirus, un adenovirus o un AAV. El vector viral puede ser un vector AAV recombinante.

La nucleasa de ingenieria puede ser una meganucleasa de ingenieria, una TALEN, una nucleasa de dedos de zinc,
una TALEN compacta, una CRISPR o una megaTAL. En particular, la nucleasa de ingenieria puede ser una
meganucleasa de ingenieria.

La nucleasa de ingenieria puede ser cualquier meganucleasa de ingenieria de la divulgacion que reconoce y escinde
una secuencia de reconocimiento que comprende la SEQ ID NO: 7. La meganucleasa de ingenieria puede comprender
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-21.

La nucleasa de ingenieria puede ser cualquier meganucleasa de ingenieria de la divulgacion que reconoce y escinde
una secuencia de reconocimiento que comprende la SEQ ID NO: 9. La meganucleasa de ingenieria puede comprender
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 28-31.

Ademas, se divulga una célula genéticamente modificada, en la que la célula genéticamente modificada comprende
un gen del Factor VIl de tipo salvaje y se produce segun los procedimientos de la invencién descritos en el presente
documento, que producen una célula genéticamente modificada a partir de una célula que comprende un gen del
Factor VIII que tiene una inversion de los exones 1-22.

Se divulga ademas una composicion farmacéutica para el tratamiento de un sujeto con hemofilia A. La hemofilia A se
caracteriza por una inversion de los exones 1-22 en un gen del Factor VIII. La composicion farmacéutica puede
comprender un portador farmacéuticamente aceptable y cualquier célula genéticamente modificada de la divulgacion,
y/o cualquier célula genéticamente modificada producida segun la divulgacion de la invencion, que comprenda un gen
de Factor VIII de tipo salvaje.

Ademas, se divulga un procedimiento para tratar a un sujeto que tiene hemofilia A. En dicho procedimiento, la hemofilia
A se caracteriza por una inversion de los exones 1-22 del gen del Factor VIII. El procedimiento comprende administrar
al sujeto una composicion farmacéutica de la divulgacion que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y
cualquier célula genéticamente modificada de la divulgacion. Dicha célula modificada genéticamente comprende un
gen del Factor VIl de tipo salvaje tras su modificacion.

La célula modificada genéticamente puede ser suministrada a un tejido diana. El tejido diana puede ser el higado. El
tejido diana puede ser el sistema circulatorio.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula iPS modificada genéticamente. La célula iPS modificada
genéticamente puede diferenciarse en una célula que exprese el Factor VIII cuando se le suministra al tejido diana.
La célula iPS modificada genéticamente puede diferenciarse en una célula endotelial sinusoidal hepatica que expresa
el Factor VIII. La célula iPS modificada genéticamente puede diferenciarse en una célula hematopoyética, como una
célula endotelial hematopoyética, que exprese el Factor VIII.

El sujeto puede ser un mamifero. El sujeto puede ser un humano. El sujeto puede ser un canino.

Ademas, se divulga una nucleasa de ingenieria, y particularmente una meganucleasa de ingenieria, descrita en el
presente documento para su uso como medicamento.

Ademas, se divulga un polinucleétido aislado para su uso como medicamento, en el que el polinucleétido aislado
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una nucleasa de ingenieria, y particularmente una
meganucleasa de ingenieria, de la divulgacion.

Se divulga ademas un vector AAV recombinante para su uso como medicamento, en el que el vector AAV
recombinante comprende un polinucleodtido aislado, y en el que el polinucleétido aislado comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una nucleasa de ingenieria, y particularmente una meganucleasa de ingenieria, de la
divulgacion.

Ademas, se divulga una célula modificada genéticamente para su uso como medicamento, en la que la célula
modificada genéticamente ha sido modificada para comprender un gen de Factor VIl de tipo salvaje.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1Ay Fig. 1B. Inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIII. Las secuencias de repeticion int22h-
2 e int22h-3 se sitian teloméricamente a la secuencia int22h-1 en el cromosoma X. Ademas, int22h-2 e
int22h-3 se encuentran en una orientaciéon inversa entre si como parte de un palindromo imperfecto. La
recombinacién de secuencias dentro de este palindromo permite que int22h-2 e in22h-3 intercambien lugares
en el genomay, en consecuencia, cambien su orientacion respecto a int22h-1. Como resultado, la secuencia
int22h-1 puede, en diferentes circunstancias, recombinarse con la repeticion int22h-2 o la repeticion int22h-
3, dependiendo de cual esté en la orientacion opuesta a la int22h-1. La Fig. 1A muestra una configuracion en
la que int22h-3 esta en una orientacién inversa a la de int22h-1, lo que permite que se produzca una
recombinacioén intracromosomica entre estas secuencias repetidas, dando lugar a la inversion ilustrada de
los exones 1-22. La Fig. 1B muestra una configuracion en la que int22h-2 esta en una orientacion inversa a
la de int22h-1, lo que permite que se produzca una recombinacioén intracromosémica entre estas secuencias
repetidas, dando lugar a la inversion ilustrada de los exones 1-22.

Fig. 2. Secuencias de reconocimiento F8R en el gen del Factor VIII. A) Cada secuencia de reconocimiento a
la que se dirige una meganucleasa recombinante de la invencién comprende dos semisitios de
reconocimiento. Cada semisitio de reconocimiento comprende 9 pares de bases, separados por una
secuencia central de 4 pares de bases. La secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7) comprende
dos semisitios de reconocimiento denominados F8R1 y F8R2. La secuencia de reconocimiento F8R 3-4 (SEQ
ID NO: 9) comprende dos semisitios de reconocimiento denominados F8R3 y F8R4. La secuencia de
reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11) comprende dos semisitios de reconocimiento denominados F8R9
y F8R10. La secuencia de reconocimiento F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13) comprende dos semisitios de
reconocimiento denominados F8R11 y F8R12. La secuencia de reconocimiento F8R 13-14 (SEQ ID NO: 15)
comprende dos semisitios de reconocimiento denominados F8R13 y F8R14. La secuencia de reconocimiento
F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17) comprende dos semisitios de reconocimiento denominados F8R15 y F8R16.

Fig. 3. Las meganucleasas recombinantes de la invencion comprenden dos subunidades, en las que la
primera subunidad que comprende la region HVR1 se une a un primer semisitio de reconocimiento (por
ejemplo, F8R1, F8R3, F8R9, F8R11, F8R13 o F8R15) y la segunda subunidad que comprende la region
HVR2 se une a un segundo semisitio de reconocimiento (por ejemplo, F8R2, F8R4, F8R10, F8R12, F8R14 o
F8R16). En las realizaciones en las que la meganucleasa recombinante es una meganucleasa de cadena
Unica, la primera subunidad que comprende la region HVR1 puede colocarse como subunidad N-terminal o
C-terminal. Asimismo, la segunda subunidad que comprende la region HVR2 puede situarse como subunidad
N-terminal o C-terminal.

Fig. 4. Esquema del ensayo reportero en células CHO para evaluar meganucleasas recombinantes dirigidas
a secuencias de reconocimiento que se encuentran en el intrén 22 del gen del Factor VIIl. Para las
meganucleasas recombinantes aqui descritas, se produjo una linea celular CHO en la que se integré de
forma estable un casete informador en el genoma de la célula. El casete informador comprendia, en orden
de 5' a 3" un promotor temprano de SV40; los 5' 2/3 del gen GFP; la secuencia de reconocimiento para una
meganucleasa de ingenieria de la invencion (por ejemplo, la secuencia de reconocimiento F8R 1-2); la
secuencia de reconocimiento para la meganucleasa CHO-23/24 (WO/2012/167192); y el 3' 2/3 del gen GFP.
Las células transfectadas de forma estable con este casete no expresaron GFP en ausencia de un agente
inductor de la rotura del ADN. Las meganucleasas se introdujeron por transduccion de ADN plasmidico o
ARNm que codifica cada meganucleasa. Cuando se indujo una rotura de ADN en cualquiera de las
secuencias de reconocimiento de la meganucleasa, las regiones duplicadas del gen GFP se recombinaron
entre si para producir un gen GFP funcional. El porcentaje de células que expresan GFP podria entonces
determinarse mediante citometria de flujo como una medida indirecta de la frecuencia de escisién del genoma
por las meganucleasas.

Figs. 5A-5G. Eficiencia de las meganucleasas recombinantes para reconocer y escindir secuencias de
reconocimiento en la secuencia int22h-1 del gen del Factor VIl en un ensayo reportero de células CHO. Las
meganucleasas recombinantes expuestas en las SEQ ID NOs: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-67 y 76-79
fueron disefiados para dirigirse a la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7), la secuencia de
reconocimiento F8R 3-4 (SEQ ID NO: 9), la secuencia de reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11), la
secuencia de reconocimiento F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13), la secuencia de reconocimiento F8R 13-14 (SEQ
ID NO: 15), o la secuencia de reconocimiento F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17), y se comprobé su eficacia en el
ensayo reportero de células CHO. Los resultados mostrados proporcionan el porcentaje de células que
expresan GFP observadas en cada ensayo, lo que indica la eficacia de cada meganucleasa para escindir
una secuencia de reconocimiento de la diana o la secuencia de reconocimiento CHO-23/24. Ademas, se
incluyé un control negativo (bs) en cada ensayo. La Fig. 5A. muestra las meganucleasas dirigidas a la
secuencia de reconocimiento F8R 1-2. La Fig. 5B y la Fig. 5C muestran meganucleasas dirigidas a la
secuencia de reconocimiento F8R 3-4. La Fig. 5D muestra las meganucleasas dirigidas a la secuencia de
reconocimiento F8R 9-10. La Fig. 5E muestra las meganucleasas dirigidas a la secuencia de reconocimiento
F8R 11-12. La Fig. 5F muestra las meganucleasas dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 13-14. La
Fig. 5G muestra las meganucleasas dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 15-16.
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Figs. 6A-6F. Eficiencia de las meganucleasas de ingenieria para reconocer y escindir secuencias de
reconocimiento en la secuencia int22h-1 del gen del Factor VIII en un ensayo de reportero de células CHO.
Las meganucleasas de ingenieria abarcadas por la invencién fueron de ingenieria para dirigirse al F8R 1-2
(SEQID NO: 7), F8R 3-4 (SEQ ID NO: 9), F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11), F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13), F8R 13-
14 (SEQ ID NO: 15), o F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17), y se comprobo su eficacia en el ensayo de reportero de
células CHO en multiples puntos temporales durante 12 dias después de la nucleofeccién. Los resultados
mostrados proporcionan el porcentaje de células que expresan GFP observadas en cada ensayo durante el
periodo de andlisis de 12 dias, lo que indica la eficacia de cada meganucleasa para escindir una secuencia
de reconocimiento de la diana o la secuencia de reconocimiento de CHO-23/24 en funcion del tiempo. La Fig.
6A muestra las meganucleasas F8R 1-2 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 1-2. La Fig. 6B
muestra las meganucleasas F8R 3-4 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 3-4. La Fig. 6C muestra
las meganucleasas F8R 9-10 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 9-10. La Fig. 6D muestra las
meganucleasas F8R 11-12 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 11-12. La Fig. 6E muestra las
meganucleasas F8R 13-14 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 13-14. La Fig. 6F muestra las
meganucleasas F8R 15-16 dirigidas a la secuencia de reconocimiento F8R 15-16.

Fig. 7. Escision de secuencias de reconocimiento F8R en células de mamiferos. Se comprobd la capacidad
de las meganucleasas F8R 1-2 y F8R 3-4 para cortar y provocar inserciones y/o deleciones (indels) en sus
sitios de reconocimiento mediante el ensayo de la endonucleasa T7 en células HEK 293.

Fig. 8A y Fig. 8B. Inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIl de los mamiferos. Este experimento
determind si la escision del ADN gendmico por las meganucleasas F8R 1-2 y F8R 3-4 podia estimular una
inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIl de las células HEK 293. El ADN gendémico se analizd
por PCR utilizando un conjunto de cebadores que podian detectar la posicion normal de los exones 1-22
(H1R/H1F) o una inversioén de los exones 1-22 (H1F/H2/3R).

Fig. 9. Inversién de los exones 1-22 en el gen del Factor VIIl de células de mamiferos. Este experimento
determind si la escision del ADN gendmico por las meganucleasas F8R 9-10, F8R 11-12, F8R 13-14 y F8R
15-16 podia estimular una inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIl de las células HEK 293. El
ADN gendmico se analizdé por PCR utilizando un conjunto de cebadores que podian detectar la posicion
normal de los exones 1-22 (H1R/H1F) o una inversion de los exones 1-22 (H1F/H2/3R). Se proporciona el
analisis de la PCR del dia 2 y del dia 8 para cada conjunto de cebadores.

Fig. 10. Inversion del gen del Factor VIl por nucleasas F8R en células 293 y determinacién de la eficiencia
por PCR digital inversa. Se transfectaron células HEK293 con ARNm que codificaba las nucleasas F8R11-
12x.69 o F8R13-14x.13, respectivamente. A los 2 dias post-transfeccion, se aislé el ADN gendmico de las
células y se realizé una PCR digital inversa para determinar la edicioén del genoma del Factor VIII.

Fig. 11. Inversion del gen del Factor VIII por nucleasas F8R en células T humanas primarias y determinacion
de la edicidon por PCR de larga distancia. Se transfectaron células T humanas normales con ARNm que
codificaba la nucleasa F8R3-4x.43. A los 3 dias post-transfeccion, se aislo el ADN gendmico de las células y
se realizd una PCR de larga distancia para determinar la ediciéon del genoma del Factor VIII.

Figs. 12A-12B. Reversion del gen del Factor VIII por nucleasas F8R en células T humanas primarias de
pacientes y determinacion de la edicion por PCR de larga distancia. Las células T de pacientes con hemofilia
A se transfectaron con ARNm que codificaba las nucleasas F8R3-4x.43, F8R11-12x.69 o F8R15-16x.14,
respectivamente. A los 3 dias post-transfeccion, se aislé el ADN gendmico de las células y se realizé una
PCR de larga distancia para determinar la edicion del genoma del Factor VIII. La Fig. 12A muestra las bandas
de PCR correspondientes a una configuracion del gen del Factor VIII de tipo salvaje, detectadas mediante
los cebadores H1U y H1D. La Fig. 12B muestra las bandas de PCR correspondientes a la inversion del gen
del Factor VIII asociado a la hemofilia A, detectadas con los cebadores H3D y H1D.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa I-Crel de tipo salvaje de
Chlamydomonas reinhardltii.

SEQ ID NO: 2 establece la secuencia de aminoacidos del motivo LAGLIDADG.

SEQ ID NO: 3 establece la secuencia de acido nucleico de una secuencia humana int22h-1.

SEQ ID NO: 4 establece la secuencia de acido nucleico de una secuencia int22h-1 canina.

SEQ ID NO: 5 establece la secuencia de acido nucleico de una secuencia F8A1 humana.

SEQ ID NO: 6 establece la secuencia de acido nucleico de una secuencia F8A1 canina.

SEQ ID NO: 7 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (en
sentido).

SEQ ID NO: 8 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 1-2
(antisentido).

SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 3-4 (en
sentido).
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SEQ ID NO: 10 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 3-4

(antisentido).

SEQ ID NO: 11 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 9-10 (en
sentido).

SEQ ID NO: 12 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 9-10
(antisentido).

SEQ ID NO: 13 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 11-12 (en
sentido).

SEQ ID NO: 14 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 11-12
(antisentido).

SEQ ID NO: 15 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 13-14 (en
sentido).

SEQ ID NO: 16 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 13-14
(antisentido).

SEQ ID NO: 17 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 15-16 (en
sentido).

SEQ ID NO: 18 establece la secuencia de acido nucleico de la secuencia de reconocimiento F8R 15-16
(antisentido).

SEQ ID NO: 19 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 1-2x.27.

SEQ ID NO: 20 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 1-2x.15.

SEQ ID NO: 21 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 1-2x.9.

SEQ ID NO: 22 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R1 de la meganucleasa
F8R 1-2x.27..

SEQ ID NO: 23 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R1 de la meganucleasa
F8R 1-2x.15.

SEQ ID NO: 24 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R1 de la meganucleasa
F8R 1-2x.9.

SEQ ID NO: 25 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R2 de la meganucleasa
F8R 1-2x.27.

SEQ ID NO: 26 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R2 de la meganucleasa
F8R 1-2x.15.

SEQ ID NO: 27 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R2 de la meganucleasa
F8R 1-2x.9.

SEQ ID NO: 28 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 3-4x.43.

SEQ ID NO: 29 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 3-4x.70.

SEQ ID NO: 30 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 3-4x.4.

SEQ ID NO: 31 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 3-4L.5.

SEQ ID NO: 32 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R3 de la meganucleasa
F8R 3-4x.43.

SEQ ID NO: 33 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R3 de la meganucleasa
F8R 3-4x.70.

SEQ ID NO: 34 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de union a F8R3 de F8R 3-4x.4
meganucleasa.

SEQ ID NO: 35 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R3 de la meganucleasa
F8R 3-4L.5.

SEQ ID NO: 36 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R4 de la meganucleasa
F8R 3-4x.43.

SEQ ID NO: 37 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R4 de la meganucleasa
F8R 3-4x.70.

SEQ ID NO: 38 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R4 de la meganucleasa
F8R 3-4x.4.

SEQ ID NO: 39 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R4 de la meganucleasa
F8R 3-4L.5.

SEQ ID NO: 40 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 9-10x.70.

SEQ ID NO: 41 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 9-10x.38.

SEQ ID NO: 42 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 9-10x.2.

SEQ ID NO: 43 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 9-10x.8.

SEQ ID NO: 44 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R9 de la meganucleasa
F8R 9-10x.70.

SEQ ID NO: 45 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R9 de la meganucleasa
F8R 9-10x.38.

SEQ ID NO: 46 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R9 de la meganucleasa
F8R 9-10x.2.

SEQ ID NO: 47 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R9 de la meganucleasa
F8R 9-10x.8.
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SEQ ID NO: 48 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R10 de la meganucleasa
F8R 9-10x.70.

SEQ ID NO: 49 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R10 de la meganucleasa
F8R 9-10x.38.

SEQ ID NO: 50 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de union a F8R10 de la meganucleasa
F8R 9-10x.2.

SEQ ID NO: 51 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R10 de la meganucleasa
F8R 9-10x.8.

SEQ ID NO: 52 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 11-12x.56.

SEQ ID NO: 53 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 11-12x.69.

SEQ ID NO: 54 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 11-12x.66.

SEQ ID NO: 55 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 11-12x.41.

SEQ ID NO: 56 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R11 de la meganucleasa
F8R 11-12x.56.

SEQ ID NO: 57 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de union a F8R11 de la meganucleasa
F8R 11-12x.69.

SEQ ID NO: 58 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R11 de la meganucleasa
F8R 11-12x.66.

SEQ ID NO: 59 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R11 de la meganucleasa
F8R 11-12x.41.

SEQ ID NO: 60 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R12 de la meganucleasa
F8R 11-12x.56.

SEQ ID NO: 61 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R12 de la meganucleasa
F8R 11-12x.69.

SEQ ID NO: 62 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R12 de la meganucleasa
F8R 11-12x.66.

SEQ ID NO: 63 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R12 de la meganucleasa
F8R 11-12x.41.

SEQ ID NO: 64 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 13-14x.13

SEQ ID NO: 65 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 13-14x.3.

SEQ ID NO: 66 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 13-14x.1.

SEQ ID NO: 67 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 13-14x.11

SEQ ID NO: 68 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R13 de la meganucleasa
F8R 13-14x.13.

SEQ ID NO: 69 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R13 de la meganucleasa
F8R 13-14x.3.

SEQ ID NO: 70 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R13 de la meganucleasa
F8R 13-14x.1.

SEQ ID NO: 71 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R13 de la meganucleasa
F8R 13-14x.11.

SEQ ID NO: 72 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R14 de la meganucleasa
F8R 13-14x.13.

SEQ ID NO: 73 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R14 de la meganucleasa
F8R 13-14x.3.

SEQ ID NO: 74 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de union a F8R14 de la meganucleasa
F8R 13-14x.1.

SEQ ID NO: 75 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R14 de la meganucleasa
F8R 13-14x.11.

SEQ ID NO: 76 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 15-16x.14.

SEQ ID NO: 77 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 15-16x.85.

SEQ ID NO: 78 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 15-16x.4.

SEQ ID NO: 79 establece la secuencia de aminoacidos de la meganucleasa F8R 15-16x.79.

SEQ ID NO: 80 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R15 de la meganucleasa
F8R 15-16x.14.

SEQ ID NO: 81 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R15 de la meganucleasa
F8R 15-16x.85.

SEQ ID NO: 82 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R15 de la meganucleasa
F8R 15-16x.4.

SEQ ID NO: 83 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R15 de la meganucleasa
F8R 15-16x.79.

SEQ ID NO: 84 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R16 de la meganucleasa
F8R 15-16x.14.

SEQ ID NO: 85 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R16 de la meganucleasa
F8R 15-16x.85.

SEQ ID NO: 86 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R16 de la meganucleasa
F8R 15-16x.4.
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SEQ ID NO: 87 establece la secuencia de aminoacidos del monémero de unién a F8R16 de la meganucleasa
F8R 15-16x.79.

SEQ ID NO: 88 establece la secuencia de acido nucleico del cebador U1.
SEQ ID NO: 89 establece la secuencia de acido nucleico del cebador D1.
SEQ ID NO: 90 establece la secuencia de acido nucleico del cebador U3.
SEQ ID NO: 91 establece la secuencia de acido nucleico del cebador FWD1.
SEQ ID NO: 92 establece la secuencia de acido nucleico del cebador REV1.
SEQ ID NO: 93 establece la secuencia de acido nucleico del cebador FWD3.
SEQ ID NO: 94 establece la secuencia de acido nucleico del cebador H1U.
SEQ ID NO: 95 establece la secuencia de acido nucleico del cebador H1D.
SEQ ID NO: 96 establece la secuencia de acido nucleico del cebador H3D.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1.1 Referencias y definiciones

La presente invencion puede plasmarse en diferentes formas y no debe interpretarse como limitada a las realizaciones
aqui expuestas. Mas bien, estas realizaciones se proporcionan para que esta divulgacion sea exhaustiva y completa.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente entiende una persona con conocimientos ordinarios en la técnica a la
que pertenece esta invencion. La terminologia utilizada en la descripcion de la invencion en este documento es con el
fin de describir formas de realizacion particulares solamente y no pretende ser limitante de la invencion.

Tal y como se utiliza aqui, "un”, "uno, una" o "el, la" puede significar uno o mas de uno. Por ejemplo, "una" célula
puede significar una sola célula o una multiplicidad de células.

Tal como se utiliza aqui, a menos que se indique especificamente lo contrario, la palabra "o" se utiliza en el sentido
inclusivo de "y/0" y no en el sentido exclusivo de "o"

Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "nucleasa" y "endonucleasa" se utilizan indistintamente
para referirse a las enzimas naturales o de ingenieria que escinden un enlace fosfodiéster dentro de una cadena de
polinucledtidos.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "meganucleasa” se refiere a una endonucleasa que se une al ADN
de doble cadena en una secuencia de reconocimiento que es superior a 12 pares de bases. Preferentemente, la
secuencia de reconocimiento para una meganucleasa de la invencion es de 22 pares de bases. Una meganucleasa
puede ser una endonucleasa derivada de la I-Crel, y puede referirse a una variante de ingenieria de la I-Crel que ha
sido modificada en relacion con la I-Crel natural con respecto a, por ejemplo, la especificidad de union al ADN, la
actividad de escision del ADN, la afinidad de unién al ADN o las propiedades de dimerizacién. Los procedimientos
para producir tales variantes modificadas de |-Crel son conocidos en la técnica(por ejemplo WO 2007/047859). Una
meganucleasa, tal como se utiliza aqui, se une al ADN de doble cadena como un heterodimero. Una meganucleasa
también puede ser una "meganucleasa de cadena unica" en la que un par de dominios de unién al ADN se unen en
un solo polipéptido utilizando un enlazador peptidico. El término "endonucleasa de anidamiento" es sinénimo del
término "meganucleasa" Las meganucleasas de la invencion son sustancialmente no tdxicas cuando se expresan en
células sin que se observen efectos deletéreos en la viabilidad celular o reducciones significativas en la actividad de
escision de las meganucleas cuando se miden utilizando los procedimientos descritos en el presente documento.

Tal como se utiliza aqui, el término "meganucleasa de cadena unica" se refiere a un polipéptido que comprende un
par de subunidades de nucleasa unidas por un enlazador. Una meganucleasa de cadena Unica tiene la organizacion:
Subunidad N-terminal - Enlazador - Subunidad C-terminal. Las dos subunidades de la meganucleasa seran
generalmente no idénticas en la secuencia de aminoacidos y reconoceran secuencias de ADN no idénticas. Asi, las
meganucleasas de cadena Unica suelen escindir secuencias de reconocimiento pseudopalindromicas o no
palindromicas. Una meganucleasa de cadena Unica puede denominarse "heterodimero de cadena unica" o
"meganucleasa heterodimérica de cadena unica", aunque no sea, de hecho, dimérica. Para mayor claridad, a menos
que se especifique lo contrario, el término "meganucleasa" puede referirse a una meganucleasa dimérica o de cadena
Unica.

Tal como se utiliza aqui, el término "enlazador" se refiere a una secuencia peptidica exégena utilizada para unir dos
subunidades de meganucleasas en un solo polipéptido. Un enlazador puede tener una secuencia que se encuentra
en las proteinas naturales, o puede ser una secuencia artificial que no se encuentra en ninguna proteina natural. Un
enlazador puede ser flexible y carecer de estructura secundaria o puede tener una propension a formar una estructura
tridimensional especifica en condiciones fisiolégicas. Un enlazador puede incluir, sin limitacion, los comprendidos en
la Patente de EE.UU. n° 8.445.251. En algunas realizaciones, un enlazador puede tener una secuencia de aminoacidos
que comprende los residuos 154-195 de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-67, o 76-79.
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN" se refiere a una endonucleasa que comprende un
dominio de unién al ADN con 16-22 repeticiones del dominio TAL fusionado a cualquier porcién del dominio de la
nucleasa Fokl.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN compacto" se refiere a una endonucleasa que
comprende un dominio de unién al ADN con 16-22 repeticiones del dominio TAL fusionadas en cualquier orientacion
a cualquier porcién de la endonucleasa de anidamiento I-Tevl.

Tal como se utiliza aqui, el término "nucleasa de dedos de zinc" o "ZFN" se refiere a una endonucleasa quimérica que
comprende un dominio de unién al ADN de dedos de zinc fusionado con el dominio nucleasa de la enzima de
restriccion Fokl. EI dominio del dedo de zinc puede ser redisefiado por medios racionales o experimentales para
producir una proteina que se una a una secuencia de ADN predeterminada ~18 pares de bases de longitud, que
comprende un par de semisitios de nueve pares de bases separados por 2-10 pares de bases. La escision por parte
de una nucleasa de dedo de zinc puede crear un extremo romo o0 una sobrecarga 5' de longitud variable
(frecuentemente cuatro pares de bases).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa basada en la
caspasa que comprende una caspasa, como Cas9, y un ARN guia que dirige la escision del ADN de la caspasa al
hibridarse con un sitio de reconocimiento en el ADN gendmico.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "megaTAL" se refiere a una endonucleasa de cadena Unica
que comprende un dominio de unién al ADN similar al activador de la transcripcion (TALE) con una endonucleasa de
anidamiento especifico de la secuencia de ingenieria.

Tal y como se utiliza en el presente documento, con respecto a una proteina, el término "recombinante” o "de
ingenieria" significa que tiene una secuencia de aminoacidos alterada como resultado de la aplicacion de técnicas de
ingenieria genética a los acidos nucleicos que codifican la proteina, y a las células u organismos que expresan la
proteina. Con respecto a un acido nucleico, el término "recombinante" o "de ingenieria" significa que tiene una
secuencia de acido nucleico alterada como resultado de la aplicacion de técnicas de ingenieria genética. Las técnicas
de ingenieria genética incluyen, entre otras, las tecnologias de PCR y de clonacién de ADN; la transfeccion, la
transformacion y otras tecnologias de transferencia de genes; la recombinacion homadloga; la mutagénesis dirigida al
sitio; y la fusidon de genes. De acuerdo con esta definicion, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
idéntica a una proteina de origen natural, pero producida por clonacién y expresion en un huésped heterdlogo, no se
considera recombinante.

Tal y como se utiliza aqui, el término "tipo salvaje” se refiere al alelo mas comun que se produce de forma natural (es
decir, la secuencia de polinucleétidos) en la poblacion de alelos del mismo tipo de gen, en el que un polipéptido
codificado por el alelo de tipo salvaje tiene sus funciones originales. El término "tipo salvaje" también se refiere a un
polipéptido codificado por un alelo de tipo salvaje. Los alelos (polinucledtidos) y polipéptidos de tipo salvaje se
distinguen de los alelos y polipéptidos mutantes o variantes, que comprenden una o mas mutaciones y/o sustituciones
en relacion con la(s) secuencia(s) de tipo salvaje. Mientras que un alelo o polipéptido de tipo salvaje puede conferir un
fenotipo normal en un organismo, un alelo o polipéptido mutante o variante puede, en algunos casos, conferir un
fenotipo alterado. Las nucleasas de tipo salvaje se distinguen de las nucleasas recombinantes o no naturales. El
término "tipo salvaje" también puede referirse a una célula, un organismo y/o un sujeto que posee un alelo de tipo
salvaje de un gen particular, o una célula, un organismo y/o un sujeto utilizado con fines comparativos.

Tal y como se utiliza aqui, el término "modificado genéticamente" se refiere a una célula u organismo en el que, o en
un ancestro del mismo, se ha modificado deliberadamente una secuencia de ADN genémico mediante tecnologia
recombinante. Tal y como se utiliza aqui, el término "modificado genéticamente" engloba el término "transgénico”

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las proteinas recombinantes, el término "modificacion”
significa cualquier insercién, supresion o sustitucion de un residuo de aminoacido en la secuencia recombinante en
relacion con una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje o nativa).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia de reconocimiento” se refiere a una secuencia
de ADN que es unida y escindida por una endonucleasa. En el caso de una meganucleasa, una secuencia de
reconocimiento comprende un par de "semisitios" invertidos de 9 pares de bases que estan separados por cuatro
pares de bases. En el caso de una meganucleasa de cadena Unica, el dominio N-terminal de la proteina contacta con
un primer semi-sitio y el dominio C-terminal de la proteina contacta con un segundo semi-sitio. La escision por parte
de una meganucleasa produce cuatro "colgantes" 3' de pares de bases. Los "colgantes" o "extremos pegajosos" son
segmentos cortos de ADN de una sola hebra que pueden producirse por la escision de una endonucleasa de una
secuencia de ADN de doble hebra. En el caso de las meganucleasas y las meganucleasas de cadena Unica derivadas
de I-Crel, el colgante comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de bases. En el caso
de un TALEN compacto, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia CNNNGN que es
reconocida por el dominio I-Tevl, seguida de un espaciador inespecifico de 4-16 pares de bases de longitud, seguido
de una segunda secuencia de 16-22 pb de longitud que es reconocida por el dominio del efector TAL (esta secuencia
suele tener una base 5' T). La escision por un TALEN compacto produce dos sobrantes de pares de bases 3'. En el
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caso de un CRISPR, la secuencia de reconocimiento es la secuencia, normalmente de 16 a 24 pares de bases, a la
que se une el ARN guia para dirigir la escision de Cas9. La escision mediante CRISPR produjo extremos romos. En
el caso de un dedo de zinc, los dominios de unién al ADN suelen reconocer una secuencia de reconocimiento de 18
pb que comprende un par de "semisitios" de nueve pares de bases separados por 2-10 pares de bases, y la escision
por parte de la nucleasa crea un extremo romo o un colgante 5' de longitud variable (frecuentemente cuatro pares de
bases).

Tal como se utiliza aqui, el término "sitio diana" o "secuencia diana" se refiere a una region del ADN cromosémico de
una célula que comprende una secuencia de reconocimiento para una nucleasa.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "afinidad de union al ADN" o "afinidad de union" significa la
tendencia de una meganucleasa a asociarse de forma no covalente con una molécula de ADN de referencia (por
efemplo, una secuencia de reconocimiento o una secuencia arbitraria). La afinidad de unién se mide por una constante
de disociacion, Kq. Tal como se utiliza en el presente documento, una nucleasa tiene una afinidad de unién "alterada"
si la Ky de la nucleasa para una secuencia de reconocimiento de referencia aumenta o disminuye en una cantidad
estadisticamente significativa (p<0,05) en relacién con una nucleasa de referencia.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "especificidad" significa la capacidad de una meganucleasa
para reconocer y escindir moléculas de ADN de doble cadena sélo en una secuencia particular de pares de bases
denominada secuencia de reconocimiento, o sélo en un conjunto particular de secuencias de reconocimiento. El
conjunto de secuencias de reconocimiento compartira ciertas posiciones conservadas o motivos de secuencia, pero
puede ser degenerado en una o mas posiciones. Una meganucleasa altamente especifica es capaz de escindir sélo
una o muy pocas secuencias de reconocimiento. La especificidad puede determinarse por cualquier procedimiento
conocido en la técnica. Tal como se utiliza en el presente documento, una meganucleasa tiene una especificidad
"alterada" si se une a una secuencia de reconocimiento y la escinde, que no se une a una meganucleasa de referencia
(por ejemplo, una de tipo salvaje) ni la escinde en condiciones fisiologicas, o si la tasa de escisién de una secuencia
de reconocimiento aumenta o disminuye en una cantidad biolégicamente significativa (por ejemplo, al menos 2%, o0 2x-
10x) en relacion con una meganucleasa de referencia.

Tal y como se utiliza aqui, el término "recombinacion homéloga" o "HR" se refiere al proceso celular natural en el que
se repara una rotura de ADN de doble cadena utilizando una secuencia de ADN homoéloga como plantilla de reparacion
(véase, por ejemplo Cahill et al. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de ADN homéloga puede ser una
secuencia cromosomica enddégena o un acido nucleico exégeno que fue suministrado a la célula.

Tal y como se utiliza aqui, el término "unién de extremos no homologos" o "NHEJ" se refiere al proceso celular natural
en el que una rotura de ADN de doble cadena se repara mediante la unién directa de dos segmentos de ADN no
homologos (véase, por gjemplo Cahill et al. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La reparacion del ADN mediante la
union de extremos no homologos es propensa a los errores y con frecuencia da lugar a la adicién o eliminacion no
prevista de secuencias de ADN en el lugar de la reparacion. En algunos casos, la escision en una secuencia de
reconocimiento de la diana da lugar a NHEJ en un sitio de reconocimiento de la diana. La escision inducida por la
nucleasa de un sitio diana en la secuencia codificante de un gen, seguida de la reparacion del ADN por NHEJ, puede
introducir mutaciones en la secuencia codificante, como las mutaciones de desplazamiento de cuadro, que alteran la
funcién del gen. Asi, las nucleasas de ingenieria pueden utilizarse para eliminar eficazmente un gen en una poblacion
de células.

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos,
los términos "porcentaje de identidad", "identidad de secuencia", "porcentaje de similitud", "similitud de secuencia" y
similares se refieren a una medida del grado de similitud de dos secuencias basada en una alineaciéon de las
secuencias que maximiza la similitud entre los residuos de aminoacidos o nucleétidos alineados, y que es una funcion
del numero de residuos o nucledtidos idénticos o similares, el nimero de residuos o nucleétidos totales, y la presencia
y la longitud de las brechas en la alineacion de la secuencia. Existen diversos algoritmos y programas informaticos
para determinar la similitud de las secuencias utilizando parametros estandar. Tal como se utiliza aqui, la similitud de
la secuencia se mide utilizando el programa BLASTp para las secuencias de aminoacidos y el programa BLASTn para
las secuencias de acidos nucleicos, ambos disponibles a través del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/), y que se describen, por ejemplo, en, Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 Gish y
States (1993), Nature Genet. 3:266-272 Madden et al. (1996), Meth. Enzymol.266:131-141 Altschul et al. (1997),
Nucleic Acids Res. 25:33 89-3402) Zhang et al. (2000), J. Comput. Biol. 7(1-2):203-14. Tal y como se utiliza aqui, el
porcentaje de similitud de dos secuencias de aminoacidos es la puntuaciéon basada en los siguientes parametros del
algoritmo BLASTp: tamario de la palabra=3; penalizacion por apertura de brecha=-11; penalizacién por extension de
brecha=-1; y matriz de puntuacion=BLOSUM®62. Tal y como se utiliza aqui, el porcentaje de similitud de dos secuencias
de acidos nucleicos es la puntuaciéon basada en los siguientes parametros del algoritmo BLASTn: tamafio de la
palabra=11; penalizacién por apertura de brechas=-5; penalizacion por extensién de brechas=-2; recompensa por
coincidencia=1; y penalizacion por falta de coincidencia=-3.

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las modificaciones de dos proteinas o secuencias de
aminoacidos, el término "correspondiente a" se utiliza para indicar que una modificacion especificada en la primera
proteina es una sustitucion del mismo residuo de aminoacido que en la modificacion en la segunda proteina, y que la
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posicion de aminoacidos de la modificacién en las primeras proteinas corresponde o se alinea con la posicién de
aminoacidos de la modificacion en la segunda proteina cuando las dos proteinas se someten a alineaciones de
secuencia estandar (por ejemplo, utilizando el programa BLASTp). Asi, la modificacion del residuo "X" en el aminoacido
"A" en la primera proteina correspondera a la modificacion del residuo "Y" en el aminoacido "A" en la segunda proteina
si los residuos X e Y se corresponden entre si en un alineamiento de secuencias, y a pesar de que X e Y puedan ser
numeros diferentes.

Tal como se utiliza aqui, el término "semisitio de reconocimiento”, "semisitio de secuencia de reconocimiento" o
simplemente "semisitio" significa una secuencia de acido nucleico en una molécula de ADN de doble cadena que es
reconocida por un mondémero de una meganucleasa homodimérica o heterodimérica, o por una subunidad de una
meganucleasa de cadena Unica.

Tal como se utiliza aqui, el término "regién hipervariable" se refiere a una secuencia localizada dentro de un monémero
o subunidad de meganucleasa que comprende aminoacidos con una variabilidad relativamente alta. Una region
hipervariable puede comprender unos 50-60 residuos contiguos, unos 53-57 residuos contiguos, o preferentemente
unos 56 residuos. En algunas realizaciones, los residuos de una region hipervariable pueden corresponder a las
posiciones 24-79 o a las posiciones 215-270 de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-67, o
76-79. Una region hipervariable puede comprender uno o mas residuos que entran en contacto con bases de ADN en
una secuencia de reconocimiento y pueden ser modificados para alterar la preferencia de bases del monémero o
subunidad. Una regién hipervariable también puede comprender uno o mas residuos que se unen a la columna
vertebral del ADN cuando la meganucleasa se asocia con una secuencia de reconocimiento de ADN de doble cadena.
Dichos residuos pueden modificarse para alterar la afinidad de union de la meganucleasa con el esqueleto del ADN y
la secuencia de reconocimiento de la diana. En diferentes realizaciones de la invencion, una region hipervariable
puede comprender entre 1-20 residuos que presentan variabilidad y pueden ser modificados para influir en la
preferencia de bases y/o en la afinidad de unién al ADN. En particular, una region hipervariable comprende entre unos
15-18 residuos que presentan variabilidad y pueden ser modificados para influir en la preferencia de bases y/o en la
afinidad de union al ADN. En algunas realizaciones, los residuos variables dentro de una region hipervariable
corresponden a una o mas de las posiciones 24, 26, 28, 30, 32, 33, 38, 40, 42, 44, 46, 68, 70, 72, 73, 75y 77 de
cualquiera de las SEQ ID NO: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-67, 0 76-79. En otras realizaciones, los residuos variables
dentro de una region hipervariable corresponden a una o mas de las posiciones 215, 217, 219, 221, 223, 224, 229,
231, 233, 235, 237, 259, 261, 263, 264, 266 y 268 de cualquiera de las SEQ ID NO: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-
67, 0 76-79.

Tal y como se utiliza aqui, los términos "gen del Factor VIII", "gen F8" y similares, se refieren a un gen localizado en
el cromosoma X que codifica la proteina del Factor VIII de la coagulacion. En los seres humanos, el gen del Factor
VIIl, identificado por el NCBI con el niumero de identificacion del gen 2157, esta situado entre el par de bases
154.835.788 y el par de bases 155.026.934 en el cromosoma X. En los caninos, el gen del Factor VIII puede ser el
gen identificado por la Secuencia de Referencia del NCBI: NM_001003212.1. Se entiende que el término "gen del
Factor VIII" puede incluir tanto un gen del Factor VIl de tipo salvaje como un gen del Factor VIl que comprenda
polimorfismos y/o mutaciones de origen natural que permitan la produccion de una proteina del Factor VIII funcional.

Tal y como se utilizan aqui, los términos "int22h-1" y "secuencia int22h-1" se refieren a una secuencia situada dentro
del intron 22 del gen del Factor VIII que tiene un tamafio de aproximadamente 9,5 kb (Bagnall et al. (2006) Journal of
Thrombosis and Haemostasis 4:591-598) y puede referirse ademas a la secuencia humana identificada por el
GenBank como numero de acceso AY619999.1. La secuencia int22h-1 se caracteriza por comprender una isla CpG,
una secuencia codificante para la proteina histona H2AFB1 y una secuencia codificante para la proteina asociada al
factor VIII 1 (F8A1; también denominada proteina intrén 22). La secuencia int22h-1 se caracteriza ademas por ser
idéntica a, o tener una alta homologia con, al menos una secuencia repetida que se sitia teloméricamente al gen del
Factor VIl en el cromosoma X. En los seres humanos, dos secuencias repetidas, denominadas int22h-2 e int22h-3,
se situan en posicion telomérica respecto al gen del Factor VIII en el cromosoma X. En realizaciones particulares de
la invencion, la secuencia humana int22h-1 puede comprender la SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones particulares
de la invencion, la secuencia int22h-1 canina puede comprender la SEQ ID NO: 4.

Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "secuencia codificante de F8A1" y "secuencia codificante
de la proteina del intron 22" se utilizan indistintamente y se refieren a una secuencia posicionada dentro de la secuencia
int22h-1 que codifica la proteina F8A1. La secuencia codificadora del F8A1 no tiene intrones y se transcribe en la
direccion opuesta al gen del Factor VIII. En una realizacion, la secuencia codificante del F8A1 humano de tipo salvaje
puede comprender la SEQ ID NO: 5. En otra realizacion, la secuencia codificadora del F8A1 canino de tipo salvaje
puede comprender la SEQ ID NO: 6, que tiene ~75 % de homologia con la secuencia codificadora del F8A1 humano.
Se entiende que la referencia a una secuencia codificante de F8A1 incluye una secuencia de F8A1 de tipo salvaje y
una secuencia de F8A1 que comprende polimorfismos y/o mutaciones de origen natural que permiten la produccion
de una proteina F8A1 funcional.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "inversién" e "inversion de los exones 1-22" se refieren a
una mutacion de un gen del Factor VIl en la que se produce un evento de recombinacion homologa intracromosémica
entre la secuencia int22h-1 del gen del Factor VIIl y una secuencia repetida idéntica o estrechamente relacionada,
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orientada de forma inversa, situada teloméricamente al gen del Factor VIl en el cromosoma X, que da lugar a una
inversion de los exones 1-22 con respecto a los exones 23-26.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "reversion” se refiere a un evento de recombinacién homdloga
intracromosodmica en una célula que comprende una inversion de los exones 1-22 del gen del Factor VIII, en la que se
produce una rotura de doble cadena dentro de la secuencia int22h-1 para promover la recombinacién con una
secuencia repetida telomérica al gen del Factor VIII en el cromosoma X. Esta recombinacion da lugar a la orientacion
corregida de los exones 1-22 y a la produccion de un gen del Factor VIII funcional de tipo salvaje.

Los términos "constructo de ADN recombinante”, "constructo recombinante”, "casete de expresion”, "constructo de
expresion”, "constructo quimérico" y "fragmento de ADN recombinante" se utilizan indistintamente en el presente
documento y son fragmentos de acido nucleico. Un constructo recombinante comprende una combinacion artificial de
fragmentos de acido nucleico, incluyendo, sin limitacion, secuencias reguladoras y codificadoras que no se encuentran
juntas en la naturaleza. Por ejemplo, un constructo de ADN recombinante puede comprender secuencias reguladoras
y secuencias codificadoras derivadas de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificadoras
derivadas de la misma fuente y dispuestas de una manera diferente a la que se encuentra en la naturaleza. Este
constructo puede utilizarse por si mismo o junto con un vector.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "vector" o "vector de ADN recombinante" puede ser un constructo
que incluye un sistema de replicacion y secuencias que son capaces de transcribir y traducir una secuencia
codificadora de polipéptidos en una célula huésped determinada. Si se utiliza un vector, la eleccién del mismo depende
del procedimiento que se utilizara para transformar las células huésped, como es bien sabido por los expertos en la
materia. Los vectores pueden incluir, sin limitacion, vectores plasmidicos y vectores AAV recombinantes, o cualquier
otro vector conocido en ese arte adecuado para suministrar un gen que codifica una meganucleasa de la invencion a
una célula diana. El artesano experto conoce bien los elementos genéticos que deben estar presentes en el vector
para transformar, seleccionar y propagar con éxito las células huésped que comprenden cualquiera de los nucleétidos
aislados o secuencias de acido nucleico de la invencion.

Tal como se utiliza aqui, un "vector" también puede referirse a un vector viral. Los vectores virales pueden incluir, sin
limitacién, vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales adenoasociados (AAV).

Tal como se utiliza aqui, un "control" o "célula de control" se refiere a una célula que proporciona un punto de referencia
para medir los cambios en el genotipo o fenotipo de una célula modificada genéticamente. Una célula de control puede
comprender, por ejemplo: (a) una célula de tipo salvaje, es decir, del mismo genotipo que el material de partida para
la alteracion genética que dio lugar a la célula genéticamente modificada; (b) una célula del mismo genotipo que la
célula genéticamente modificada pero que ha sido transformada con un constructo nulo (es decir, c) una célula
genéticamente idéntica a la célula modificada genéticamente pero que no ha sido expuesta a condiciones o estimulos
0 a modificaciones genéticas adicionales que podrian inducir la expresion de un genotipo o fenotipo alterado.

Tal como se utiliza en el presente documento, un constructo de ADN recombinante "autoescindido" se refiere a un
constructo de ADN que comprende al menos una secuencia de codificacion para una endonucleasa y al menos una
secuencia de reconocimiento para la misma endonucleasa. Cuando se expresa en una célula (es decir, in vivo), la
endonucleasa reconoce y escinde la secuencia de reconocimiento, dando lugar a la linealizacién del constructo de
ADN.

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las modificaciones de dos proteinas o secuencias de
aminoacidos, el término "correspondiente a" se utiliza para indicar que una modificacion especificada en la primera
proteina es una sustitucion del mismo residuo de aminoacido que en la modificacion en la segunda proteina, y que la
posicion de aminoacidos de la modificacién en las primeras proteinas corresponde o se alinea con la posicién de
aminoacidos de la modificacion en la segunda proteina cuando las dos proteinas se someten a alineaciones de
secuencia estandar (por ejemplo, utilizando el programa BLASTp). Asi, la modificacion del residuo "X" en el aminoacido
"A" en la primera proteina correspondera a la modificacion del residuo "Y" en el aminoacido "A" en la segunda proteina
si los residuos X e Y se corresponden entre si en un alineamiento de secuencias, y a pesar de que X e Y puedan ser
numeros diferentes.

Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "tratamiento" o "tratar a un sujeto” se refieren a la
administracion de una nucleasa de ingenieria de la invencion, o un acido nucleico que codifica una nucleasa de
ingenieria de la invencion, a un sujeto que tiene hemofilia A con el fin de corregir una inversion de los exones 1-22 en
el gen del Factor VIII en células que normalmente expresan el Factor VIII en sujetos de tipo salvaje. Dicho tratamiento
tiene como resultado la correccion del gen del Factor VIII en un nimero de células suficiente para aumentar los niveles
circulantes de Factor VIl en el sujeto, y el alivio parcial o completo de uno o mas sintomas de la hemofilia A en el
sujeto. Los términos "tratamiento" o "tratar a un sujeto" pueden referirse ademas a la administracion de una célula
modificada genéticamente que comprende un gen de Factor VIl de tipo salvaje a un sujeto segun el procedimiento de
la invencion, en el que la célula modificada genéticamente se administra a un tejido diana y produce Factor VI, o se
diferencia en una célula que produce Factor VIII, en una cantidad suficiente para aumentar los niveles circulantes de
Factor VIl en el sujeto, dando como resultado el alivio parcial o completo de uno o mas sintomas de la hemofilia A.
En algunos aspectos, una nucleasa de ingenieria de la invencion, un acido nucleico que codifica la misma, o una célula
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genéticamente modificada de la invencion se administra durante el tratamiento en forma de una composicion
farmacéutica de la invencion.

Tal como se utiliza en el presente documento, la recitacion de un intervalo numérico para una variable pretende
transmitir que la invencion puede practicarse con la variable igual a cualquiera de los valores dentro de ese intervalo.
Asi, para una variable que es intrinsecamente discreta, la variable puede ser igual a cualquier valor entero dentro del
intervalo numérico, incluyendo los puntos finales del intervalo. Del mismo modo, para una variable que es
intrinsecamente continua, la variable puede ser igual a cualquier valor real dentro del intervalo numérico, incluyendo
los puntos finales del intervalo. A modo de ejemplo, y sin limitacion, una variable que se describe con valores entre 0
y 2 puede tomar los valores 0, 1 0 2 si la variable es intrinsecamente discreta, y puede tomar los valores 0,0, 0,1, 0,01,
0,001, o cualquier otro valor real o0 y o2 si la variable es intrinsecamente continua.

2.1 Principio de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se basa, en parte, en la hipétesis de que las nucleasas de ingenieria pueden utilizarse para
tratar la hemofilia A mediante la correccion de una inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIIl. Mas
especificamente, las nucleasas pueden ser de ingenieria para reconocer y escindir una secuencia de reconocimiento
presente dentro de una secuencia int22h-1 del gen del Factor VIIl para producir una ruptura de doble cadena. La
recombinacién homaloga intracromosémica puede producirse entonces entre la secuencia int22h-1 y una secuencia
repetida que es telomérica al gen del Factor VIII en el cromosoma X, lo que resulta en una reversion de los exones 1-
22 y la produccion de un gen del Factor VIII funcional y de tipo salvaje en las células diana del sujeto.

La invencién también se basa, en parte, en la hipotesis de que las células pluripotentes (por ejemplo, células madre
pluripotentes inducidas (iPS)) que comprenden una inversion de los exones 1-22 en el gen del Factor VIII pueden
obtenerse y ponerse en contacto con una nucleasa de ingenieria de la invencion (o un acido nucleico que codifica la
misma) para corregir el gen del Factor VIII por el mismo mecanismo descrito anteriormente. Dichas células
pluripotentes pueden ser administradas a un sujeto con hemofilia A, donde las células son suministradas a un tejido
diana (por ejemplo, el higado o el sistema circulatorio) y se diferencian en células que expresan el Factor VIII de tipo
salvaje en el sujeto.

Asi, la presente divulgacion abarca nucleasas de ingenieria, y particularmente meganucleasas recombinantes de
ingenieria, que reconocen y escinden una secuencia de reconocimiento dentro de la secuencia int22h-1 de un gen del
Factor VIII. La presente divulgacion también abarca procedimientos de uso de tales nucleasas de ingenieria para hacer
células modificadas genéticamente, y el uso de tales células en una composicion farmacéutica y en procedimientos
para tratar la hemofilia A. Ademas, la divulgaciéon abarca composiciones farmacéuticas que comprenden proteinas
nucleasas de ingenieria, acidos nucleicos que codifican nucleasas de ingenieria, o células modificadas genéticamente
y el uso de tales composiciones para el tratamiento de la hemofilia A

2.2 Nucleasas para reconocer y escindir secuencias de reconocimiento dentro de una secuencia int22h-1 del
gen del factor Vil

Es conocido en la técnica que es posible utilizar una nucleasa especifica de sitio para hacer una ruptura de ADN en
el genoma de una célula viva, y que tal ruptura de ADN puede resultar en una modificacion permanente del genoma
a través de la recombinacion homodloga del sitio diana escindido con una secuencia de ADN idéntica o altamente
homologa dentro del genoma.

Asi, en diferentes realizaciones, una variedad de diferentes tipos de endonucleasas son Utiles para practicar la
invencion. En una realizacion, la invencién puede practicarse utilizando meganucleasas recombinantes de ingenieria.
En otra realizacién, la invencién puede practicarse utilizando una nucleasa CRISPR o una nicasa CRISPR. Los
procedimientos para fabricar CRISPRs y nicasas CRISPR que reconocen sitios de ADN predeterminados son
conocidos en la técnica, por ejemplo Ran, et al. (2013) Nat Protoc. 8:2281-308. En otra realizacion, la invencion puede
practicarse utilizando TALENs o TALENs compactos. Los procedimientos para fabricar dominios TALE que se unen a
sitios predeterminados del ADN son conocidos en la técnica, por ejemplo Reyon et al. (2012) Nat Biotechnol. 30:460-
5. En otra realizacion, la invencién puede practicarse utilizando nucleasas de dedos de zinc (ZFNs). En otra realizacion,
la invencion puede practicarse utilizando megaTALs.

En realizaciones preferidas, las nucleasas utilizadas para practicar la invencién son meganucleasas de cadena simple.
Una meganucleasa de cadena unica comprende una subunidad N-terminal y una subunidad C-terminal unidas por un
péptido enlazador. Cada uno de los dos dominios reconoce la mitad de la secuencia de reconocimiento (es decir, un
semi-sitio de reconocimiento) y el sitio de escision del ADN se encuentra en el centro de la secuencia de
reconocimiento, cerca de la interfaz de las dos subunidades. Las roturas de la cadena de ADN estan desplazadas por
cuatro pares de bases, de modo que la escision del ADN por una meganucleasa genera un par de colgantes de una
sola cadena de cuatro pares de bases.

En algunos ejemplos, las meganucleasas recombinantes de la invencién han sido disefiadas para reconocer y escindir
la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7). La secuencia de reconocimiento F8R 1-2 se sitla dentro de
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la secuencia int22h-1 y de la secuencia F8A1. Estas meganucleasas recombinantes se denominan colectivamente en
el presente documento "meganucleasas F8R 1-2" Las meganucleasas F8R 1-2 ejemplares se proporcionan en las
SEQ ID NOs: 19-22.

En ejemplos adicionales, las meganucleasas recombinantes de la invencién han sido disefiadas para reconocer y
escindir la secuencia de reconocimiento F8R 3-4 (SEQ ID NO: 9). La secuencia de reconocimiento F8R 3-4 se sitla
dentro de la secuencia int22h-1 y de la secuencia F8A1. Estas meganucleasas recombinantes se denominan
colectivamente en el presente documento "meganucleasas F8R 3-4" Las meganucleasas F8R 3-4 ejemplares se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 28-31.

En ejemplos adicionales, las meganucleasas recombinantes han sido disefiadas para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11). Dichas meganucleasas recombinantes se denominan
colectivamente en el presente documento "meganucleasas F8R 9-10" Las meganucleasas F8R 9-10 ejemplares se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 40-43.

En ejemplos adicionales, las meganucleasas recombinantes han sido disefiadas para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13). Dichas meganucleasas recombinantes se denominan
colectivamente en el presente documento "meganucleasas F8R 11-12" Las meganucleasas F8R 11-12 ejemplares se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 52-55.

En otros ejemplos, las meganucleasas recombinantes han sido disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de
reconocimiento F8R 13-14 (SEQ ID NO: 15). Dichas meganucleasas recombinantes se denominan colectivamente en
el presente documento "meganucleasas F8R 13-14" Las meganucleasas F8R 13-14 ejemplares se proporcionan en
las SEQ ID NOs: 64-67.

En ejemplos adicionales, las meganucleasas recombinantes han sido disefiadas para reconocer y escindir la
secuencia de reconocimiento F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17). Dichas meganucleasas recombinantes se denominan
colectivamente en el presente documento "meganucleasas F8R 15-16" Las meganucleasas F8R 15-16 ejemplares se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 76-79.

Las meganucleasas recombinantes de la divulgacion comprenden una primera subunidad, que comprende una
primera region hipervariable (HVR1), y una segunda subunidad, que comprende una segunda regioén hipervariable
(HVR2). Ademas, la primera subunidad se une a un primer semisitio de reconocimiento en la secuencia de
reconocimiento (por ejemplo, el semisitio F8R1, F8R3, F8R9, F8R11, F8R13 o F8R15), y la segunda subunidad se
une a un segundo semisitio de reconocimiento en la secuencia de reconocimiento (por ejemplo, el semisitio F8R2,
F8R4, F8R10, F8R12, F8R14 o F8R16). Cuando la meganucleasa recombinante es una meganucleasa de cadena
Unica, las subunidades primera y segunda pueden orientarse de manera que la primera subunidad, que comprende la
region HVR1 y se une al primer semisitio, se sitie como subunidad N-terminal, y la segunda subunidad, que
comprende la regiéon HVR2 y se une al segundo semisitio, se sitie como subunidad C-terminal. Alternativamente, las
subunidades primera y segunda pueden orientarse de manera que la primera subunidad, que comprende la region
HVR1 y se une al primer semisitio, se posiciona como la subunidad C-terminal, y la segunda subunidad, que
comprende la region HVR2 y se une al segundo semisitio, se posiciona como la subunidad N-terminal. En la Tabla 1
se proporcionan ejemplos de meganucleasas F8R 1-2 de la invencién. En la Tabla 2 se proporcionan ejemplos de
meganucleasas F8R 3-4 de la invencién. En la Tabla 3 se presentan ejemplos de meganucleasas de referencia F8R
9-10. En la Tabla 4 se presentan ejemplos de meganucleasas de referencia F8R 11-12. En la Tabla 5 se presentan
ejemplos de meganucleasas de referencia F8R 13-14. En la Tabla 6 se presentan ejemplos de meganucleasas de
referencia F8R 15-16.

Tabla 1. Meganucleasas recombinantes ejemplares disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de
reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7)

Residuos . Residuos .
Meganucleasa é?EACJ de la ?:l;tél‘:nétéac;i "Subunidad de la ?:l;tél;nétéac;i *Subunidad
9 ID subunidad ID F8R1 % subunidad ID F8R2 %
F8R1 F8R2
F8R 1-2x.27 19 198-344 22 100 7-153 25 100
F8R 1-2x.15 20 7-153 23 95,24 198-344 26 95,24
F8R 1-2x.9 21 7-153 24 95,24 198-344 27 95,24

*"Subunidad F8R1 %" y "Subunidad F8R2 %" representan la identidad de la secuencia de aminoacidos entre
las regiones de la subunidad de unién a F8R1 y F8R2 de cada meganucleasa y las regiones de la subunidad
de union a F8R1 y F8R2, respectivamente, de la meganucleasa F8R 1-2x.27.
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Tabla 2. Meganucleasas recombinantes ejemplares disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de
reconocimiento F8R 3-4 (SEQ ID NO: 9)

AA 5:5“““ |3 Subunidad .o . oo 5:5“““ |5 Subunidad |*F8R4-
Meganucleasa ISDEQ subunidad rDSR3 SEQ F8R3 % subunidad rDSR4 SEQ OSA,ubunldad
F8R3 F8R4
F8R 3-4x.43 28 198-344 32 100 7-153 36 100
F8R 3-4x.70 29 198-344 33 98,64 7-153 37 91,16
F8R 3-4x.4 30 198-344 34 100 7-153 38 98,64
F8R 3-4L.5 31 198-344 35 98,64 7-153 39 97,28

*"Subunidad F8R3 %" y "Subunidad F8R4 %" representan la identidad de la secuencia de aminoacidos entre
las regiones de la subunidad de unién a F8R3 y F8R4 de cada meganucleasa y las regiones de la subunidad
de union a F8R3 y F8RA4, respectivamente, de la meganucleasa F8R 3-4x.43.

Tabla 3. Meganucleasas recombinantes ejemplares de referencia disefiadas para reconocer y escindir la secuencia
de reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11)

Residuos . Residuos
AA de la Subunidad *Subunidad de la
Meganucleasa |SEQ

ID subunidad F8R9 SEQ F8R9 % subunidad

Subunidad |[*F8R10
F8R10 SEQ |Subunidad

F8R9 D F8R10 D %
F8R 9-10x.70 |40 7-153 44 100 198-344 48 100
F8R 9-10x.38 |41 198-344 45 97,96 7-153 49 100
F8R 9-10x.2 42 198-344 46 94,56 7-153 50 91,84
F8R 9-10x.8 43 198-344 47 95,24 7-153 51 98,64

*"Subunidad F8R9 %" y "Subunidad F8R10 %" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a F8R9 y F8R10 de cada meganucleasa y las regiones de subunidad de
union a F8R9 y F8R10, respectivamente, de la meganucleasa F8R 9-10x.70.

Tabla 4. Meganucleasas recombinantes ejemplares de referencia disefiadas para reconocer y escindir la secuencia
de reconocimiento F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13)

Residuos Residuos

AA de la Subunidad |*F8R11 de la Subunidad |*F8R12
Meganucleasa |[SEQ . F8R11 SEQ |Subunidad . F8R12 SEQ |Subunidad
D subunidad ID % subunidad ID %
F8R11 o F8R12 o
F8R 11-12x.56 |52 7-153 56 100 198-344 60 100
F8R 11-12x.69 |53 7-153 57 91,84 198-344 61 95,24
F8R 11-12x.66 |54 7-153 58 92,52 198-344 62 90,48
F8R 11-12x.41 |55 7-153 59 91,84 198-344 63 92,52

*"Subunidad F8R11 %" y "Subunidad F8R12 %" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a F8R11 y de unién a F8R12 de cada meganucleasa y las regiones de
subunidad de unién a F8R11 y de unién a F8R12, respectivamente, de la meganucleasa F8R 11-12x.56.
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Tabla 5. Meganucleasas recombinantes ejemplares de referencia disefiadas para reconocer y escindir la secuencia
de reconocimiento F8R 13-14 (SEQ ID NO: 15)

Residuos Residuos

AA de la Subunidad |*F8R13 de la Subunidad |*F8R14
Meganucleasa |SEQ . F8R13 SEQ |Subunidad . F8R14 SEQ |Subunidad

ID subunidad ID % subunidad ID %

F8R13 o F8R14 o

F8R 13-14x.13 |64 7-153 68 100 198-344 72 100
F8R 13-14x.3 |65 198-344 69 94,56 7-153 73 92,52
F8R 13-14x.1 |66 198-344 70 93,88 7-153 74 93,2
F8R 13-14x.11 |67 198-344 71 93,2 7-153 75 93,2

*"Subunidad F8R13 %" y "Subunidad F8R14 %" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a F8R13 y de unién a F8R14 de cada meganucleasa y las regiones de
subunidad de unién a F8R13 y de unién a F8R14, respectivamente, de la meganucleasa F8R 13-14x.13.

Tabla 6. Meganucleasas recombinantes ejemplares de referencia disefiadas para reconocer y escindir la secuencia
de reconocimiento F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17)

AA Ezs'd““ | |F8R15 *F8R15 Ezs'd““ | Subunidad |*F8R16
Meganucleasa |SEQ . Subunidad |Subunidad . F8R16 SEQ |Subunidad
ID subunidad SEQ D % subunidad ID %
F8R15 o F8R16 o
F8R 15-16x.14 |76 198-344 80 100 7-153 84 100
F8R 15-16x.85 |77 198-344 81 99,32 7-153 85 93,88
F8R 15-16x.4 |78 198-344 82 95,24 7-153 86 91,84
F8R 15-16x.79 |79 198-344 83 94,56 7-153 87 92,52

*"Subunidad F8R15 %" y "Subunidad F8R16 %" representan la identidad de secuencia de aminoacidos entre
las regiones de subunidad de unién a F8R15 y de unién a F8R16 de cada meganucleasa y las regiones de
subunidad de unién a F8R15 y de unién a F8R16, respectivamente, de la meganucleasa F8R 15-16x.14.

2,3 Procedimientos de administracion y expresién de endonucleasas

Se divulgan procedimientos para producir células modificadas genéticamente utilizando nucleasas de ingenieria que
reconocen y escinden secuencias de reconocimiento que se encuentran dentro de una secuencia del intrén 22 de un
gen del Factor VIIl. Ademas, se divulgan procedimientos para tratar la hemofilia A en un sujeto administrando una
composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una nucleasa de ingenieria de
la invencion (o un acido nucleico que codifica la nucleasa de ingenieria). En cada caso, se requiere que una nucleasa
de ingenieria de la divulgacion pueda suministrarse a y/o expresarse a partir de ADN/ARN en células apropiadas que
comprendan una inversion de los exones 1-22 en un gen del Factor VIl y que tipicamente expresarian el Factor VI
en un sujeto sano (por ejemplo, células endoteliales sinusoidales hepaticas o células endoteliales hematopoyéticas, o
células progenitoras que se diferencian en las mismas).

Las nucleasas de ingenieria de la divulgacién pueden introducirse en una célula en forma de proteina o,
preferentemente, como un acido nucleico que codifica la nucleasa de ingenieria. Dicho acido nucleico puede ser ADN
(por ejemplo, ADN plasmidico circular o linealizado o productos de PCR) o ARN (por ejemplo, ARNm). En el caso de
las realizaciones en las que la secuencia codificante de la nucleasa modificada se suministra en forma de ADN, debe
estar vinculada de forma operativa a un promotor para facilitar la transcripcion del gen de la nucleasa. Los promotores
de mamiferos adecuados incluyen promotores constitutivos como el promotor del citomegalovirus temprano (CMV)
(Thomsen et al. (1984), Proc Natl Acad Sci USA. 81(3):659-63) o el promotor temprano del SV40 (Benoist y Chambon
(1981), Nature. 290(5804):304-10) asi como promotores inducibles como el promotor inducible por tetraciclina
(Dingermann et al. (1992), Mol Cell Biol. 12(9):4038-45). Una nucleasa de ingenieria de la divulgacion también puede
estar vinculada operativamente a un promotor sintético. Los promotores sintéticos pueden incluir, sin limitacion, el
promotor JeT (WO 2002/012514).

El ARNm que codifica una endonucleasa puede suministrarse a una célula porque esto reduce la probabilidad de que
el gen que codifica la nucleasa disefiada se integre en el genoma de la célula. Dicho ARNm que codifica una nucleasa
de ingenieria puede producirse mediante procedimientos conocidos en la técnica, como la transcripcion in vitro. El
ARNm puede ser tapado con 7-metil-guanosina. EI ARNm puede estar poliadenilado.
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Un acido nucleico que codifica una endonucleasa también puede introducirse en la célula utilizando una plantilla de
ADN monocatenario. EI ADN monocatenario puede comprender ademas una repeticion terminal invertida (ITR) 5' y/o
3' de AAV caorriente arriba y/o corriente abajo de la secuencia que codifica la nucleasa de ingenieria. EI ADN
monocatenario puede comprender ademas un brazo de homologia 5' y/o 3' corriente arriba y/o corriente abajo de la
secuencia que codifica la nucleasa de ingenieria.

Los genes que codifican una endonucleasa pueden introducirse en una célula utilizando una plantilla de ADN
linealizada. En algunos ejemplos, un ADN plasmidico que codifica una endonucleasa puede ser digerido por una o
mas enzimas de restriccion de manera que el ADN plasmidico circular se linealiza antes de ser introducido en una
célula.

Los genes que codifican una endonucleasa pueden ser introducidos en una célula en un constructo de ADN
recombinante que se autoescinde. Tal constructo puede comprender al menos una secuencia codificadora para una
endonucleasa y al menos una secuencia de reconocimiento para la misma endonucleasa. Cuando se expresa en una
célula (es decir, in vivo), la endonucleasa reconoce y escinde la secuencia de reconocimiento, dando lugar a la
linealizacion del constructo de ADN.

Las proteinas nucleasas purificadas pueden introducirse en las células para escindir el ADN genémico mediante una
variedad de mecanismos diferentes conocidos en la técnica, incluidos los que se detallan mas adelante.

El tejido(s) diana para la administracion de meganucleasas recombinantes de la divulgacién incluye, sin limitacion,
células del higado, preferentemente células endoteliales sinusoidales hepaticas o, alternativamente, células
progenitoras que se diferencian en células endoteliales sinusoidales hepaticas. Los tejidos diana también pueden
incluir, sin limitacién, células del sistema circulatorio, preferentemente células endoteliales hematopoyéticas o,
alternativamente, células progenitoras que se diferencian en células endoteliales hematopoyéticas. Como se ha
discutido, las endonucleasas de la divulgacion pueden suministrarse como proteina purificada o como ARN o ADN
que codifica las endonucleasas. En una realizacion, las proteinas endonucleasas, o el ARNm, o los vectores de ADN
que codifican las endonucleasas, se suministran a las células diana (por ejemplo, células del higado o células del
sistema circulatorio) mediante una inyeccion directamente en el tejido diana. Como alternativa, la proteina
endonucleasa, el ARNm o el ADN pueden administrarse sistémicamente a través del sistema circulatorio.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden formularse para la
administracion sistémica, o la administracion a los tejidos diana, en un portador farmacéuticamente aceptable de
acuerdo con las técnicas conocidas. Véase, por ejemplo Remington, The Science And Practice of Pharmacy (21st ed.
2005). En la fabricacion de una formulacion farmacéutica segun la invencion, las proteinas/ARN/ARNmM se suelen
mezclar con un portador farmacéuticamente aceptable. Por supuesto, el portador debe ser aceptable en el sentido de
ser compatible con cualquier otro ingrediente de la formulacién y no debe ser perjudicial para el paciente. El portador
puede ser un solido o un liquido, o0 ambos, y puede ser formulado con el compuesto como una formulacion de dosis
unitaria.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica la endonucleasa, se acoplan a un péptido penetrante en la
célula o a un ligando de orientacion para facilitar la captacion celular. Entre los ejemplos de péptidos penetrantes de
células conocidos en la técnica se encuentran la poli-arginina (Jearawiriyapaisarn, et al. (2008) Mol Ther. 16:1624-9),
el péptido TAT del virus del VIH (Hudecz et al. (2005), Med. Res. Rev. 25: 679-736), MPG (Simeoni, et al. (2003)
Nucleic Acids Res. 31:2717-2724), Pep-1 (Deshayes et al. (2004) Biochemistry 43: 7698-7706y HSV-1 VP-22
(Deshayes et al. (2005) Cell Mol Life Sci. 62:1839-49. Alternativamente, las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN
que codifica las endonucleasas, se acoplan de forma covalente o no covalente a un anticuerpo que reconoce un
receptor especifico de la superficie celular expresado en las células diana, de forma que la proteina
endonucleasa/ADN/ARN se une a las células diana y es internalizada por ellas. Alternativamente, la proteina
endonucleasa/ADN/ARNm puede acoplarse de forma covalente o no covalente al ligando natural (o a una porcion del
ligando natural) para dicho receptor de superficie celular. (McCall, et al. (2014) Barreras tisulares. 2(4):€944449 Dinda,
et al. (2013) Curr Pharm Biotechnol. 14:1264-74 Kang, et al. (2014) Curr Pharm Biotechnol. 15(3):220-30 Qian et al.
(2014) Expert Opin Drug Metab Toxicol. 10(11): 1491-508).

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden encapsularse dentro de
hidrogeles biodegradables para su inyeccion o implantacion dentro de la region deseada del higado (por ejemplo, en
proximidad a las células endoteliales sinusoidales hepaticas o a las células endoteliales hematopoyéticas, o a las
células progenitoras que se diferencian en las mismas). Los hidrogeles pueden proporcionar una liberacion sostenida
y ajustable de la carga util terapéutica en la regién deseada del tejido diana sin necesidad de inyecciones frecuentes,
y los materiales que responden a estimulos (por ejemplo, hidrogeles que responden a la temperatura y al pH) pueden
disefiarse para liberar la carga util en respuesta a sefiales ambientales o aplicadas externamente (Kang Derwent et
al. (2008) Trans Am Ophthalmol Soc. 106:206-214).

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden acoplarse de forma covalente
o, preferentemente, no covalente a una nanoparticula o encapsularse dentro de dicha nanoparticula utilizando
procedimientos conocidos en la técnica (Sharma, et al. (2014) Biomed Res Int. 2014). Una nanoparticula es un sistema
de suministro a nanoescala cuya escala de longitud es
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<1 um, preferentemente

<100 nm. Dichas nanoparticulas pueden disefarse utilizando un nucleo compuesto de metal, lipido, polimero o
macromolécula bioldgica, y multiples copias de las proteinas endonucleasas, ARNm o ADN pueden unirse o
encapsularse con el nucleo de la nanoparticula. Esto aumenta el nimero de copias de la proteina/ARN/ADN que se
suministra a cada célula y, por tanto, aumenta la expresion intracelular de cada endonucleasa para maximizar la
probabilidad de que se corten las secuencias de reconocimiento de la diana. La superficie de estas nanoparticulas
puede modificarse ademas con polimeros o lipidos (por ejemplo, quitosano, polimeros cationicos o lipidos cationicos)
para formar una nanoparticula con nucleo cuya superficie confiere funcionalidades adicionales para mejorar el
suministro celular y la captacion de la carga util (Jian et al. (2012) Biomateriales. 33(30): 7621-30). Ademas, las
nanoparticulas pueden acoplarse ventajosamente a moléculas de orientacion para dirigir la nanoparticula al tipo de
célula apropiado y/o aumentar la probabilidad de captacion celular. Ejemplos de tales moléculas de direccionamiento
incluyen los anticuerpos especificos para los receptores de la superficie celular y los ligandos naturales (o porciones
de los ligandos naturales) para los receptores de la superficie celular.

Las proteinas endonucleasas o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas pueden encapsularse dentro de
liposomas o acomplejarse utilizando lipidos cationicos (véase, por ejemplo, Lipofectamine™, Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA Zuris et al. (2015) Nat Biotechnol. 33: 73-80 Mishra et al. (2011) J Drug Deliv. 2011:863734). Las
formulaciones de liposomas y lipoplex pueden proteger la carga util de la degradacion, mejorar la acumulacion y la
retencion en el lugar de destino, y facilitar la captacion celular y la eficiencia del suministro a través de la fusion con
y/o la interrupcion de las membranas celulares de las células diana.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden encapsularse dentro de
andamios poliméricos (por ejemplo, PLGA) o acomplejarse utilizando polimeros catiénicos (por ejemplo, PEI, PLL)
(Tamboli et al. (2011) Ther Deliv. 2(4): 523-536). Los portadores poliméricos pueden disefiarse para proporcionar tasas
de liberacidn de farmacos sintonizables a través del control de la erosién del polimero y la difusion del farmaco, y las
altas eficiencias de encapsulacion del farmaco pueden ofrecer proteccion de la carga util terapéutica hasta el
suministro intracelular a la poblacion celular deseada.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica meganucleasas recombinantes, pueden combinarse con
moléculas anfifilicas que se autoensamblan en micelas (Tong et al. (2007) J Gene Med. 9(11): 956-66). Las micelas
poliméricas pueden incluir una cubierta micelar formada con un polimero hidrofilico (por ejemplo, polietilenglicol) que
puede evitar la agregacion, enmascarar las interacciones de carga y reducir las interacciones no especificas.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden formularse en una emulsiéon o
nanoemulsion (es decir, con un diametro promedio de particula de

< 1 nm) para su administracion y/o suministro a la célula diana. El término "emulsién" se refiere, sin limitacion, a
cualquier dispersion o gota de aceite en agua, de agua en aceite, de agua en aceite o de aceite en agua en aceite,
incluidas las estructuras lipidicas que pueden formarse como resultado de las fuerzas hidréfobas que alejan los
residuos apolares (por ejemplo, las cadenas largas de hidrocarburos) del agua y los grupos de cabeza polar hacia el
agua, cuando una fase inmiscible de agua se mezcla con una fase acuosa. Estas otras estructuras lipidicas incluyen,
entre otras, vesiculas lipidicas unilamelares, paucilamelares y multilamelares, micelas y fases laminares. Las
emulsiones estan compuestas por una fase acuosa y una fase lipofilica (que suele contener un aceite y un disolvente
organico). Las emulsiones también suelen contener uno o mas tensioactivos. Las formulaciones en nanoemulsion son
bien conocidas, por ejemplo, las descritas en Solicitud de patente estadounidense n° 2002/0045667 y 2004/0043041
y Pat. Numeros 6.015.832, 6.506.803, 6.635.676 y 6.559.189.

Las proteinas endonucleasas, o el ADN/ARN que codifica las endonucleasas, pueden estar unidas covalentemente, o
asociadas no covalentemente, a conjugados poliméricos multifuncionales, dendrimeros de ADN y dendrimeros
poliméricos (Mastorakos et al. (2015) Nanoescala. 7(9): 3845-56 Cheng et al. (2008) J Pharm Sci. 97(1): 123-43). La
generacion de dendrimeros puede controlar la capacidad y el tamafio de la carga util, y puede proporcionar una alta
capacidad de carga util de farmacos. Ademas, el despliegue de multiples grupos de superficie puede aprovecharse
para mejorar la estabilidad, reducir las interacciones inespecificas y mejorar el direccionamiento y la liberacion de
farmacos especifico en células.

Los genes que codifican una endonucleasa pueden suministrarse utilizando un vector viral. Tales vectores son
conocidos en la técnica e incluyen vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores de virus
adeno-asociados (AAV) (revisados en Vannucci, et al. (2013 New Microbiol. 36:1-22). Los vectores virales pueden
inyectarse directamente en los tejidos objetivo. Los vectores virales también pueden administrarse por via sistémica a
través del sistema circulatorio. Es conocido en la técnica que diferentes vectores AAV tienden a localizarse en
diferentes tejidos. En los tejidos diana del higado, se ha demostrado una transduccioén eficaz de los hepatocitos, por
ejemplo, con los serotipos 2, 8 y 9 del AAV (Sands (2011) Methods Mol. Biol. 807:141-157). Los vectores AAV también
pueden ser autocomplementarios, de modo que no requieren la sintesis de ADN de segunda cadena en la célula
huésped (McCarty, et al. (2001) Gene Ther. 8:1248-54).
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Un vector viral utilizado para el suministro del gen de la endonucleasa puede ser un vector viral autolimitado. Un vector
viral autolimitado puede tener un tiempo de persistencia limitado en una célula u organismo debido a la presencia de
una secuencia de reconocimiento para una meganucleasa recombinante dentro del vector. Asi, un vector viral
autolimitado puede ser disefiado para proporcionar la codificacion de un promotor, una endonucleasa descrita en el
presente documento y un sitio de reconocimiento de la endonucleasa dentro de las ITR. El vector viral autolimitante
suministra el gen de la endonucleasa a una célula, tejido u organismo, de manera que la endonucleasa se expresa y
es capaz de cortar el genoma de la célula en una secuencia de reconocimiento endégena dentro del genoma. La
endonucleasa suministrada también encontrara su sitio diana dentro del propio vector viral autolimitado y cortara el
vector en este sitio diana. Una vez cortados, los extremos 5' y 3' del genoma viral quedaran expuestos y seran
degradados por las exonucleasas, matando asi al virus y cesando la produccién de la endonucleasa.

Si los genes de la endonucleasa se suministra en forma de ADN (por ejemplo, plasmido) y/o a través de un vector viral
(por ejemplo, AAV), deben estar vinculados de forma operativa a un promotor. Puede tratarse de un promotor viral,
como los promotores enddgenos del vector viral (por ejemplo, el LTR de un vector lentiviral) o los conocidos promotores
tempranos del citomegalovirus o del virus SV40. Preferentemente, los genes de la meganucleasa estan vinculados de
forma operativa a un promotor que impulsa la expresion del gen preferentemente en las células diana. Ejemplos de
promotores especificos del higado incluyen, sin limitacién, el promotor de la alfa-1 antitripsina humana y el promotor
de la apolipoproteina A-II.

Se prevé que un solo tratamiento causara permanentemente una reversion de los exones 1-22 en el gen del Factor
VIII, resultando en un gen funcional de tipo salvaje en un porcentaje de las células diana del paciente. Sin embargo,
si la frecuencia de reversiéon es baja, o si es necesario corregir un gran porcentaje de células diana, puede ser
necesario realizar multiples tratamientos en cada paciente.

2,4 Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y un polinucleétido aislado que comprende un acido nucleico que codifica una nucleasa
de ingenieria de la divulgacién. También se divulga una composicion farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y una célula genéticamente modificada de la divulgacion que puede administrarse a un
tejido diana donde la célula puede diferenciarse en una célula que exprese el Factor VIl de tipo salvaje. Las
composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser Utiles para tratar a un sujeto que tenga hemofilia A, donde
la enfermedad se caracteriza por una inversion de los exones 1-22 en un gen del Factor VIII.

Dichas composiciones farmacéuticas pueden prepararse de acuerdo con técnicas conocidas. Véase, por ejemplo
Remington, The Science and Practice of Pharmacy (21st ed. 2005). En la fabricacion de una formulacion farmacéutica
segun la invencion, los polipéptidos de endonucleasas (o el ADN/ARN que los codifica) se suelen mezclar con un
portador farmacéuticamente aceptable y la composicion resultante se administra a un sujeto. Por supuesto, el portador
debe ser aceptable en el sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente de la formulaciéon y no debe ser
perjudicial para el sujeto. Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender ademas uno o mas
agentes adicionales o moléculas bioldgicas utiles en el tratamiento de una enfermedad en el sujeto. Asimismo, el/los
agente/s adicional/es y/o la/s molécula/s bioldgica/s puede/n ser coadministrada/s como una composicion separada.

2.5 Procedimientos para producir vectores AAV recombinantes

En algunas realizaciones, la invencion proporciona vectores AAV recombinantes para su uso en los procedimientos
divulgados. Los vectores AAV recombinantes suelen producirse en lineas celulares de mamiferos como HEK-293.
Dado que los genes virales cap y rep se eliminan del vector para evitar su autorreplicacion y dejar espacio al gen o
genes terapéuticos que se van a suministrar (por ejemplo, el gen de la endonucleasa), es necesario proporcionarlos
en trans en la linea celular de empaquetamiento. Ademas, es necesario proporcionar los componentes "ayudantes"
(por ejemplo, adenovirales) necesarios para apoyar la replicacion (Cots D, Bosch A, Chillon M (2013) Curr. Gene Ther.
13(5): 370-81). Con frecuencia, los vectores AAV recombinantes se producen utilizando una triple transfeccion en la
que una linea celular se transfecta con un primer plasmido que codifica los componentes "ayudantes”, un segundo
plasmido que comprende los genes cap y rep, y un tercer plasmido que comprende los ITR virales que contienen la
secuencia de ADN intermedia que se empaquetara en el virus. Las particulas virales que comprenden un genoma
(ITRsy gen(es) de interés) encerrado en una capside se aislan entonces de las células mediante ciclos de congelacion-
descongelacion, sonicacion, detergente u otros medios conocidos en la técnica. A continuacion, las particulas se
purifican mediante centrifugacion en gradiente de densidad con cloruro de cesio o cromatografia de afinidad vy,
posteriormente, se suministran al gen o genes de interés en células, tejidos u organismo, como un paciente humano.

Dado que las particulas recombinantes de AAV se producen (fabrican) tipicamente en células, deben tomarse
precauciones al practicar la presente invencion para asegurar que la endonucleasa especifica del sitio no se exprese
en las células de empaquetamiento. Dado que los genomas virales comprenden una secuencia de reconocimiento
para la endonucleasa, cualquier endonucleasa expresada en la linea celular de empaquetado sera capaz de escindir
el genoma viral antes de que pueda ser empaquetado en particulas virales. Esto dara lugar a una menor eficacia del
empaquetado y/o al empaquetado de genomas fragmentados. Se pueden utilizar varios enfoques para evitar la
expresion de endonucleasas en las células de empaquetado, incluyendo:
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1. La endonucleasa puede colocarse bajo el control de un promotor especifico del tejido que no esté activo en las
células de empaquetamiento. Por ejemplo, si se desarrolla un vector viral para el suministro de (un) gen(es) de
endonucleasa al tejido muscular, se puede utilizar un promotor especifico para el musculo. Entre los ejemplos de
promotores especificos para el musculo se encuentran el C5-12 (Liu, et al. (2004) Hum Gene Ther. 15:783-92),
el promotor de la creatina quinasa especifica del musculo (MCK) (Yuasa, et al. (2002) Gene Ther. 9:1576-88), o
el promotor del musculo liso 22 (SM22) (Haase, et al. (2013) BMC Biotechnol. 13:49-54). Algunos ejemplos de
promotores especificos del SNC (neuronas) son los promotores de NSE, Synapsin y MeCP2 (Lentz, et al. (2012)
Neurobiol Dis. 48:179-88). Algunos ejemplos de promotores especificos del higado son los promotores de la
albumina (como Palb), la a1-antitripsina humana (como Pa1AT) y la hemopexina (como Phpx) (Kramer, MG et
al., (2003) Mol. Terapia 7:375-85). Entre los ejemplos de promotores especificos para el ojo se encuentran la
opsina y los promotores K12 especificos para el epitelio corneal (Martin KRG, Klein RL y Quigley HA (2002)
Methods (28): 267-75) (Tong Y, et al., (2007) J Gene Med, 9:956-66). Estos promotores, u otros promotores
especificos de tejido conocidos en la técnica, no son altamente activos en las células HEK-293 y, por tanto, no se
espera que produzcan niveles significativos de expresion del gen de la endonucleasa en las células de
empaquetamiento cuando se incorporan a los vectores virales de la presente invencion. Del mismo modo, los
vectores virales de la presente invencién contemplan el uso de otras lineas celulares con el uso de promotores
especificos de tejidos incompatibles(es decir, la conocida linea celular HeLa (célula epitelial humana) y el uso del
promotor de hemopexina especifico del higado). Otros ejemplos de promotores especificos de tejidos son:
sarcomas sinoviales PDZD4 (cerebelo), C6 (higado), ASB5 (musculo), PPP1R12B (corazon), SLC5A12 (rifidn),
regulacion del colesterol APOM (higado), ADPRHL1 (corazon) y sindromes de malformacion monogénica TP73L
(musculo). (Jacox E, et al., (2010) PLoS One v.5(8):e12274).

2. Alternativamente, el vector puede empaquetarse en células de una especie diferente en la que no es probable
que se exprese la endonucleasa. Por ejemplo, las particulas virales pueden producirse en células microbianas,
de insectos o de plantas utilizando promotores de mamiferos, como los conocidos promotores tempranos del
citomegalovirus o del virus SV40, que no son activos en las células de envasado no mamiferas. En una realizacion
preferida, las particulas virales se producen en células de insectos utilizando el sistema de baculovirus descrito
por Gao, et al. (Gao, H., et al. (2007) J. Biotechnol. 131(2): 138-43). Es poco probable que una endonucleasa bajo
el control de un promotor de mamifero se exprese en estas células (Airenne, KJ, et al. (2013) Mol. Ther. 21(4):739-
49). Ademas, las células de los insectos utilizan motivos de empalme de ARNm diferentes a los de las células de
los mamiferos. Asi, es posible incorporar un intrén de mamifero, como el intrén de la hormona del crecimiento
humano (HGH) o el intrén del antigeno T grande del SV40, en la secuencia de codificacion de una endonucleasa.
Dado que estos intrones no se empalman eficazmente a partir de los transcritos de pre-ARNm en las células de
los insectos, éstas no expresaran una endonucleasa funcional y empaquetaran el genoma completo. Por el
contrario, las células de mamifero a las que se suministran las particulas recombinantes AAV resultantes
empalmaran correctamente el pre-ARNm y expresaran la proteina endonucleasa funcional. Haifeng Chen ha
informado del uso de los intrones del antigeno HGH y del antigeno T grande del SV40 para atenuar la expresion
de las proteinas téxicas barnasa y fragmento A de la toxina de la difteria en células de empaquetamiento de
insectos, lo que permite la produccion de vectores AAV recombinantes que portan estos genes de toxinas (Chen,
H (2012) Mol Ther Nucleic Acids. 1(11): e€57).

3. El gen de la endonucleasa puede estar vinculado de forma operativa a un promotor inducible de manera que
se requiera un inductor de molécula pequefia para la expresion de la endonucleasa. Algunos ejemplos de
promotores inducibles son el sistema Tet-On (Clontech Chen H., et al., (2015) BMC Biotechnol. 15(1):4)) y el
sistema RheoSwitch (Intrexon Sowa G., et al., (2011) Spine, 36(10): E623-8). Ambos sistemas, al igual que otros
similares conocidos en la técnica, se basan en factores de transcripcion inducibles por ligando (variantes del
represor Tet y del receptor Ecdysone, respectivamente) que activan la transcripcion en respuesta a un activador
de molécula pequefia (Doxiciclina o Ecdysone, respectivamente). La practica de la presente invencion utilizando
dichos activadores de transcripcion inducibles por ligando incluye: 1) colocar el gen de la endonucleasa bajo el
control de un promotor que responda al factor de transcripcién correspondiente, teniendo el gen de la
endonucleasa (un) sitio(s) de unién para el factor de transcripcion; y 2) incluir el gen que codifica el factor de
transcripcion en el genoma viral empaquetado. El Ultimo paso es necesario porque la endonucleasa no se
expresara en las células o tejidos diana tras el suministro recombinante de AAV si el activador de la transcripcion
no se proporciona también a las mismas células. El activador de la transcripcién induce entonces la expresion del
gen de la endonucleasa soélo en las células o tejidos que son tratados con el activador de molécula pequefia afin.
Este enfoque es ventajoso porque permite regular la expresion del gen de la endonucleasa de forma espacio-
temporal, seleccionando cuando y a qué tejidos se administra el inductor de moléculas pequefias. Sin embargo,
el requisito de incluir el inductor en el genoma viral, que tiene una capacidad de carga significativamente limitada,
crea un inconveniente para este enfoque.

4. En otro procedimiento, las particulas AAV recombinantes se producen en una linea celular de mamifero que
expresa un represor de la transcripciéon que impide la expresién de la endonucleasa. Los represores de la
transcripcion son conocidos en la técnica e incluyen el represor Tet, el represor Lac, el represor Cro y el represor
Lambda. Muchos receptores hormonales nucleares, como el receptor de la ecdisona, también actian como
represores de la transcripcion en ausencia de su ligando hormonal correspondiente. Para poner en practica la
presente invencion, las células de empaquetamiento se transfectan/transducen con un vector que codifica un
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represor de la transcripcion y el gen de la endonucleasa en el genoma viral (vector de empaquetamiento) se
vincula de forma operativa a un promotor que se modifica para que comprenda sitios de unién para el represor,
de forma que el represor silencie el promotor. El gen que codifica el represor de la transcripcion puede colocarse
en diversas posiciones. Puede codificarse en un vector separado; puede incorporarse en el vector de
empaquetado fuera de las secuencias ITR; puede incorporarse en el vector cap/rep o en el vector auxiliar
adenoviral; o, lo que es mas preferible, puede integrarse de forma estable en el genoma de la célula de
empaquetado de forma que se exprese constitutivamente. Los procedimientos para modificar promotores
comunes de mamiferos para incorporar sitios represores de la transcripciéon son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, Chang y Roninson modificaron los promotores fuertes y constitutivos del CMV y del RSV para que
incluyeran operadores para el represor Lac y demostraron que la expresion génica de los promotores modificados
estaba muy atenuada en las células que expresaban el represor (Chang BD, y Roninson IB (1996) Gene 183:137-
42). El uso de un represor de la transcripcion no humano garantiza que la transcripcion del gen de la endonucleasa
se reprimira soélo en las células de empaquetamiento que expresan el represor y no en las células o tejidos diana
transducidos con el vector AAV recombinante resultante.

2.6 Variantes de nucleasas de ingenieria

Se divulgan las nucleasas de ingenieria descritas en el presente documento y sus variantes. Ademas, se divulgan
polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica las endonucleasas descritas
en el presente documento, y variantes de dichos polinucleodtidos.

Tal y como se utiliza en este documento, "variantes" significa secuencias sustancialmente similares. Por polipéptido
"variante" se entiende un polipéptido derivado del polipéptido "nativo" por delecién o adicién de uno o mas aminoacidos
en uno o mas sitios internos de la proteina nativa y/o sustituciéon de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios del
polipéptido nativo. Tal y como se utiliza aqui, un polinucleétido o polipéptido "nativo" comprende una secuencia
parental de la que se derivan variantes. Las variantes de los polipéptidos comprendidas en las realizaciones son
bioldgicamente activas. Es decir, siguen poseyendo la actividad biolégica deseada de la proteina nativa; es decir, la
capacidad de reconocer y escindir secuencias de reconocimiento que se encuentran en una secuencia int22h-1 en un
gen del Factor VI, incluyendo, por ejemplo, la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7), la secuencia
de reconocimiento F8R 3-4 (SEQ ID NO: 9), la secuencia de reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11), la secuencia
de reconocimiento F8R 11-12 (SEQ ID NO: 13), la secuencia de reconocimiento F8R 13-14 (SEQ ID NO: 15), o la
secuencia de reconocimiento F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17). Estas variantes pueden ser el resultado, por ejemplo, de
la manipulacion humana. Variantes biolégicamente activas de un polipéptido nativo de las realizaciones (por ejemplo,
SEQ ID NOs: 19-21, 28-31, 40-43, 52-55, 64-67, o 76-79), o variantes biolégicamente activas de las subunidades de
unién a semisitio de reconocimiento descritas en el presente documento, tendran al menos alrededor del 40 %,
alrededor del 45 %, alrededor del 50 %, alrededor del 55 %, alrededor del 60 %, alrededor del 65 %, alrededor del 70
%, alrededor del 75 %, alrededor del 80 %, alrededor del 85 %, alrededor del 90 %, alrededor del 91 %, alrededor del
92 %, alrededor del 93 %, alrededor del 94 %, alrededor del 95 %, alrededor del 96 %, alrededor del 97 %, alrededor
del 98 %, o alrededor del 99 %, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido nativo o
de la subunidad nativa, tal como se determina mediante los programas de alineacion de secuencias y los parametros
descritos en el presente documento. Una variante biolégicamente activa de un polipéptido o subunidad de las
realizaciones puede diferir de ese polipéptido o subunidad en tan pocos como unos 1-40 residuos de aminoacidos, tan
pocos como aproximadamente 1-20, tan pocos como aproximadamente 1-10, tan pocos como aproximadamente 5,
tan pocos como 4, 3, 2, o incluso 1 residuo de aminoacido.

Los polipéptidos pueden ser alterados de varias maneras, incluyendo sustituciones de aminoacidos, deleciones,
truncamientos e inserciones. Los procedimientos para tales manipulaciones son generalmente conocidos en el arte.
Por ejemplo, se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos mediante mutaciones en el ADN. Los
procedimientos de mutagénesis y alteracion de polinucleétidos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 Kunkel et al. (1987) Methods in Enzymol. 154:367-382 Pat. de
EE.UU. N°4.873.192 Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company,
Nueva York) y las referencias citadas en él. En el modelo de Dayhoff et al. (1978) Atlas of Protein Sequence and
Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.). Las sustituciones conservadoras, como el cambio de un
aminoacido por otro con propiedades similares, pueden ser éptimas.

Se ha identificado previamente un numero sustancial de modificaciones de aminoacidos en el dominio de
reconocimiento de ADN de la meganucleasa I-Crel de tipo salvaje (por ejemploj, U.S. 8,021,867) que, por separado o
en combinacién, dan lugar a meganucleasas recombinantes con especificidades alteradas en bases individuales
dentro de la secuencia de reconocimiento de ADN de semisitio, de manera que las meganucleasas resultantes
disefiadas racionalmente tienen especificidades de semisitio diferentes de la enzima de tipo salvaje. La Tabla 7
proporciona las posibles sustituciones que pueden realizarse en un monémero o subunidad de meganucleasa
recombinante para mejorar la especificidad en funcién de la base presente en cada posicion de semisitio (-1 a -9) de
un semisitio de reconocimiento.
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Tabla 7.

Base de cadena en sentido favorecida
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Base de cadena en sentido favorecida

Posn. A |C G T AT |AC |ANG |CIT GIT |ANGIT AICIGIT
C33
-9 E32 R32 L32 D32 S32
K32 V32 132 N32
A32 H32
C32 Q32
T32

Las entradas en negrita son residuos de contacto de tipo salvaje y no constituyen "modificaciones" tal y
como se utilizan aqui. Un asterisco indica que el residuo entra en contacto con la base de la cadena
antisentido.

En el caso de los polinucleétidos, una "variante" comprende una supresion y/o adicion de uno o mas nucleétidos en
uno o mas sitios dentro del polinucleétido nativo. Un experto en la materia reconocera que las variantes de los acidos
nucleicos de las realizaciones se construiran de manera que se mantenga el marco de lectura abierto. Para los
polinucledtidos, las variantes conservativas incluyen aquellas secuencias que, debido a la degeneracion del codigo
genético, codifican la secuencia de aminoacidos de uno de los polipéptidos de las realizaciones. Los polinucleotidos
variantes incluyen polinucledtidos derivados sintéticamente, como los generados, por ejemplo, mediante el uso de
mutagénesis dirigida al sitio, pero que siguen codificando una meganucleasa recombinante de las realizaciones.
Generalmente, las variantes de un polinucleétido particular de las realizaciones tendran al menos el 95 %, alrededor
del 96 %, alrededor del 97 %, alrededor del 98 %, alrededor del 99 % o mas de identidad de secuencia con ese
polinucleétido particular como se determina por los programas de alineacion de secuencia y los parametros descritos
en otra parte del presente documento. Las variantes de un polinucleétido particular de las realizaciones (es decir, el
polinucleétido de referencia) también pueden evaluarse por comparacion del porcentaje de identidad de secuencia
entre el polipéptido codificado por un polinucleétido variante y el polipéptido codificado por el polinucleétido de
referencia.

No se espera que las supresiones, inserciones y sustituciones de las secuencias proteicas aqui englobadas produzcan
cambios radicales en las caracteristicas del polipéptido. Sin embargo, cuando es dificil predecir el efecto exacto de la
sustitucion, la supresion o la insercion antes de hacerlo, un experto en la materia apreciara que el efecto se evaluara
mediante el cribado del polipéptido para su capacidad de reconocer y escindir preferentemente secuencias de
reconocimiento que se encuentran dentro de una secuencia int22h-1 de un gen del Factor VIII.

EJEMPLOS

La presente invencion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos. Los
ejemplos que no estan comprendidos en el ambito de las reivindicaciones son sélo a titulo ilustrativo

EJEMPLO 1

Caracterizacion de meganucleasas que reconocen y escinden secuencias de reconocimiento F8R

1. Meganucleasas que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 1-2

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 19-21), denominadas colectivamente en el presente documento
"meganucleasas F8R 1-2", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ
ID NO: 7), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-1, y
mas especificamente en la secuencia F8A1. Cada meganucleasa recombinante F8R 1-2 comprende una sefial N-
terminal de anidamiento de la nucleasa derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia
enlazadora y una segunda subunidad de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 1-2 se
une al semi-sitio de reconocimiento F8R1 de la SEQ ID NO: 7, mientras que una segunda subunidad se une al semi-
sitio de reconocimiento F8R2 (ver, Fig. 2).

Las subunidades de unién a F8R1 y las subunidades de unién a F8R2 comprenden cada una una region hipervariable
de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de union a F8R1 estan muy
conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R2 también estan muy
conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de union a F8R1 de las SEQ ID NOs: 19-21 se proporcionan como
SEQ ID NOs: 22-24, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 22-24 comparten al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 22, que es la region de uniéon a F8R1 de la meganucleasa F8R 1-2x.27 (SEQ ID NO:
19). Regiones de union a F8R2 de las SEQ ID NOs: 19-21 se proporcionan como SEQ ID NOs: 25-27,

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2905791 T3

respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 25-27 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 25, que es la region de union a F8R2 de la meganucleasa F8R 1-2x.27 (SEQ ID NO: 19).

2. Meganucleasas gue reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 3-4

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 28-31), denominadas colectivamente en el presente documento
"meganucleasas F8R 3-4", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 3-4 (SEQ
ID NO: 9), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-1, y
mas especificamente en la secuencia F8A1. Cada meganucleasa recombinante F8R 3-4 comprende una sefal N-
terminal de anidamiento de la nucleasa derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia
enlazadora y una segunda subunidad de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 3-4 se
une al semi-sitio de reconocimiento F8R3 de la SEQ ID NO: 9, mientras que una segunda subunidad se une al semi-
sitio de reconocimiento de F8R4 (ver, Fig. 2).

Las subunidades de unién a F8R3 y las subunidades de unién a F8R4 comprenden cada una una region hipervariable
de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de union a F8R3 estan muy
conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R4 también estan muy
conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de union a F8R3 de las SEQ ID NOs: 28-31 se proporcionan como
SEQ ID NOs: 32-35, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 32-35 comparten al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 32, que es la region de union a F8R3 de la meganucleasa F8R 3-4x.43 (SEQ ID NO:
28). Regiones de union a F8R4 de las SEQ ID NOs: 28-31 se proporcionan como SEQ ID NOs: 36-39,
respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 36-39 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 36, que es la region de union a F8R4 de la meganucleasa F8R 3-4x.43 (SEQ ID NO: 28).

3. Meganucleasas de referencia que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 9-10

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 40-43), denominadas colectivamente en el presente documento
"meganucleasas F8R 9-10", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 9-10
(SEQ ID NO: 11), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-
1. Cada meganucleasa recombinante F8R 9-10 comprende una sefial de anidamiento de la nucleasa N-terminal
derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad
de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 9-10 se une al semi-sitio de reconocimiento
F8R9 de la SEQ ID NO: 11, mientras que una segunda subunidad se une al semi-sitio de reconocimiento F8R10 (ver,
Fig. 2).

Las subunidades de unidon a F8R9 y las subunidades de unién a F8R10 comprenden cada una una region hipervariable
de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de union a F8R9 estan muy
conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R10 también estan muy
conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de union a F8R9 de las SEQ ID NOs: 40-43 se proporcionan como
SEQ ID NOs: 44-47, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 44-47 comparten al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 44, que es la region de union a F8R9 de la meganucleasa F8R 9-10x.70 (SEQ ID
NO: 40). Regiones de uniéon a F8R10 de las SEQ ID NOs: 40-43 se proporcionan como SEQ ID NOs: 48-51,
respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 48-51 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 48, que es la region de union a F8R10 de la meganucleasa F8R 9-10x.70 (SEQ ID NO: 40).

4. Meganucleasas de referencia que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 11-12

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 52-55), denominadas colectivamente en este documento
"meganucleasas F8R 11-12", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 11-12
(SEQ ID NO: 13), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-
1. Cada meganucleasa recombinante F8R 11-12 comprende una sefial de anidamiento de la nucleasa N-terminal
derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad
de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 11-12 se une al semi-sitio de reconocimiento
F8R11 de la SEQ ID NO: 13, mientras que una segunda subunidad se une al semi-sitio de reconocimiento F8R12 (ver,
Fig. 2).

Las subunidades de union a F8R11 y las subunidades de unién a F8R12 comprenden cada una una region
hipervariable de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de unién a F8R11
estan muy conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R12 también estan
muy conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de unién a F8R11 de las SEQ ID NOs: 52-55 se proporcionan
como SEQ ID NOs: 56-59, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 56-59 comparten al menos un 90 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 56, que es la regién de unién a F8R11 de la meganucleasa F8R 11-12x.56
(SEQ ID NO: 52). Regiones de union a F8R12 de las SEQ ID NOs: 52-55 se proporcionan como SEQ ID NOs: 60-63,
respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 60-63 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 60, que es la region de unidon a F8R12 de la meganucleasa F8R 11-12x.56 (SEQ ID NO: 52).
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5. Meganucleasas de referencia que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 13-14

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 64-67), denominadas colectivamente en el presente documento
"meganucleasas F8R 13-14", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 13-14
(SEQ ID NO: 15), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-
1. Cada meganucleasa recombinante F8R 13-14 comprende una sefial de anidamiento de la nucleasa N-terminal
derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad
de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 13-14 se une al semisitio de reconocimiento
F8R13 de la SEQ ID NO: 15, mientras que una segunda subunidad se une al semi-sitio de reconocimiento F8R14 (ver,
Fig. 2).

Las subunidades de union a F8R13 y las subunidades de unién a F8R14 comprenden cada una una region
hipervariable de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de unién a F8R13
estan muy conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R14 también estan
muy conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de unién a F8R13 de las SEQ ID NOs: 64-67 se proporcionan
como SEQ ID NOs: 68-71, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 68-71 comparten al menos un 90 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 68, que es la regién de unién a F8R13 de la meganucleasa F8R 13-14x.13
(SEQ ID NO: 64). Regiones de union a F8R14 de las SEQ ID NOs: 64-67 se proporcionan como SEQ ID NOs: 72-75,
respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 72-75 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 72, que es la region de union a F8R14 de la meganucleasa F8R 13-14x.13 (SEQ ID NO: 64).

6. Meganucleasas de referencia que reconocen y escinden la secuencia de reconocimiento F8R 15-16

Meganucleasas recombinantes (SEQ ID NOs: 76-79), denominadas colectivamente en el presente documento
"meganucleasas F8R 15-16", fueron disefiadas para reconocer y escindir la secuencia de reconocimiento F8R 15-16
(SEQ ID NO: 17), que esta presente en el gen del Factor VIII humano y canino, concretamente en la secuencia int22h-
1. Cada meganucleasa recombinante F8R 15-16 comprende una sefial de anidamiento de la nucleasa N-terminal
derivada del SV40, una primera subunidad de meganucleasa, una secuencia enlazadora y una segunda subunidad
de meganucleasa. Una primera subunidad de cada meganucleasa F8R 15-16 se une al semi-sitio de reconocimiento
F8R15 de la SEQ ID NO: 17, mientras que una segunda subunidad se une al semi-sitio de reconocimiento F8R16 (ver,
Fig. 2).

Las subunidades de union a F8R15 y las subunidades de unién a F8R16 comprenden cada una una region
hipervariable de 56 pares de bases, denominada HVR1 y HVR2, respectivamente. Las subunidades de unién a F8R15
estan muy conservadas fuera de la region HVR1. Del mismo modo, las subunidades de union a F8R16 también estan
muy conservadas fuera de la region HVR2. Las regiones de unién al F8R15 de las SEQ ID NOs: 76-79 se proporcionan
como SEQ ID NOs: 80-83, respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 80-83 comparten al menos un 90 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 80, que es la regién de unién a F8R15 de la meganucleasa F8R 15-16x.14
(SEQ ID NO: 76). Regiones de union a F8R16 de las SEQ ID NOs: 76-79 se proporcionan como SEQ ID NOs: 84-87,
respectivamente. Cada una de las SEQ ID NOs: 84-87 comparten al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la SEQ ID NO: 84, que es la region de union a F8R16 de la meganucleasa F8R 15-16x.14 (SEQ ID NO: 76).

7. Escision de las secuencias de reconocimiento de F8R en un ensayo de reportero de células CHO

Para determinar si las meganucleasas F8R 1-2, F8R 3-4, F8R 9-10, F8R 11-12, F8R 13-14 y F8R 15-16 podian
reconocer y escindir sus respectivas secuencias de reconocimiento (SEQ ID NOs: 7, 9, 11, 13, 15 y 17,
respectivamente), cada meganucleasa recombinante se evalué mediante el ensayo reportero de células CHO descrito
anteriormente (véase, WO/2012/167192 y la Fig. 4). Para realizar los ensayos, se produjeron lineas de células CHO
reporteras que llevaban un casete de expresion del gen de la proteina verde fluorescente (GFP) no funcional integrado
en el genoma de las células. El gen de la GFP en cada linea celular fue interrumpido por un par de secuencias de
reconocimiento de tal manera que la escision intracelular de cualquiera de las secuencias de reconocimiento por una
meganucleasa estimularia un evento de recombinacion homdloga que daria lugar a un gen funcional de la GFP.

En las lineas de células reporteras CHO desarrolladas para este estudio, una secuencia de reconocimiento insertada
en el gen GFP fue la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 (SEQ ID NO: 7), la secuencia de reconocimiento F8R 3-4
(SEQ ID NO: 9), la secuencia de reconocimiento F8R 9-10 (SEQ ID NO: 11), la secuencia de reconocimiento F8R 11-
12 (SEQ ID NO: 13), la secuencia de reconocimiento F8R 13-14 (SEQ ID NO: 15), o la secuencia de reconocimiento
F8R 15-16 (SEQ ID NO: 17). La segunda secuencia de reconocimiento insertada en el gen GFP fue una secuencia de
reconocimiento CHO-23/24, que es reconocida y escindida por una meganucleasa de control llamada "CHO-23/24".
Las células reporteras CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento F8R 1-2 y la secuencia de
reconocimiento CHO-23/24 se denominan "células F8R 1-2" Las células reporteras CHO que comprenden la secuencia
de reconocimiento F8R 3-4 y la secuencia de reconocimiento CHO-23/24 se denominan "células F8R 3-4" Las células
reporteras CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento F8R 9-10 y la secuencia de reconocimiento CHO-
23/24 se denominan "células F8R 9-10" Las células reporteras CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento
F8R 11-12 y la secuencia de reconocimiento CHO-23/24 se denominan "células F8R 11-12" Las células reporteras
CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento F8R 13-14 y la secuencia de reconocimiento CHO-23/24 se
denominan "células F8R 13-14" Las células informadoras CHO que comprenden la secuencia de reconocimiento F8R
15-16 y la secuencia de reconocimiento CHO-23/24 se denominan "células F8R 15-16"
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Las células reporteras CHO se transfectaron con ADN plasmidico que codifica sus correspondientes meganucleasas
recombinantes (por ejemplo, las células F8R 1-2 se transfectaron con ADN plasmidico que codifica las meganucleasas
F8R 1-2) o que codifica la meganucleasa CHO-23/34. En cada ensayo, se transfectaron 4e5 células reporteras CHO
con 50 ng de ADN plasmidico en una placa de 96 pocillos utilizando Lipofectamine® 2000 (ThermoFisher) segun las
instrucciones del fabricante. A las 48 horas después de la transfeccion, las células se evaluaron por citometria de flujo
para determinar el porcentaje de células positivas a la GFP en comparacién con un control negativo no transfectado
(F8R bs). Como se muestra en las Figs. 5A-5G, se comprobd que todas las meganucleasas F8R producen células
positivas a la GFP en las lineas celulares que comprenden su correspondiente secuencia de reconocimiento en
frecuencias significativamente superiores al control negativo.

La eficacia de las meganucleasas PCS 7-8 también se determiné de manera dependiente del tiempo 2, 5,7, 9y 12
dias después de la introduccion de las meganucleasas en células reporteras CHO. En este estudio, las células F8R
1-2, F8R 3-4, F8R 9-10, F8R 11-12, F8R 13-14 o F8R 15-16 (1,0x10°) se electroporaron con 1x10° copias de su
correspondiente ARNm de meganucleasas por célula utilizando un BioRad Gene Pulser Xcell™ segun las
instrucciones del fabricante. En los puntos de tiempo designados después de la transfeccion, las células se evaluaron
mediante citometria de flujo para determinar el porcentaje de células positivas a la GFP. También se incluy6 una
meganucleasa CHO-23/24 en cada punto de tiempo como control positivo.

Como se muestra en las Figs. 6A-6F, el % de GFP producido por una serie de meganucleasas F8R diferentes fue
relativamente consistente a lo largo del curso temporal de cada estudio, lo que indica una actividad de escision
persistente y la ausencia de cualquier toxicidad sustancial en las células. Otras meganucleasas F8R mostraron cierta
variabilidad en el % de expresion de la GFP a lo largo del estudio.

8. Conclusiones

Estos estudios demostraron que las meganucleasas F8R englobadas en las composiciones de la invencion pueden
dirigirse y escindir eficazmente sus respectivas secuencias de reconocimiento en las células.

EJEMPLO 2

Inversion de los exones 1-22 en el gen del factor VIIl humano

1. Produccién de indels en secuencias de reconocimiento en células de mamiferos

Se comprobd la capacidad de las meganucleasas F8R 1-2 y F8R 3-4 para cortar y causar inserciones y/o deleciones
(indels) en sus sitios de reconocimiento mediante el ensayo de la endonucleasa T7. Se transfectaron células HEK 293
con 200ng de ARNm que codificaba cada nucleasa. Las células se recolectaron a los 7 dias después de la transfeccion
y se extrajo el ADNg. Este ADNg se utilizd6 como plantilla en las reacciones de PCR utilizando los cebadores F8R3-
4£.357 y F8R1-2r.467. El producto resultante de la PCR se analizé con la endonucleasa T7 para revelar la presencia
de indels (Fig. 7). La Fig. 7 ilustra un gel de agarosa cargado con reacciones de PCR/T7 endonucleasa de células
HEK 293 que fueron tratadas de forma simulada (carril 1) o tratadas con F8R 1-2x. 15 (carril 2), F8R 1-2x.27 (carril 3),
F8R 3-4x.43 (carril 4), o F8R 3-4x.70 (carril 5). Las bandas de menor peso molecular en los carriles 4 y 5 son indicativas
de un resultado positivo de la endonucleasa T7 y de la presencia de indels en las secuencias de reconocimiento
objetivo.

2. Inversién de los exones 1-22 en células de mamiferos

Para determinar si la escision del ADN gendmico por las meganucleasas F8R 1-2 y F8R 3-4 podria estimular una
inversion de los exones 1-22, primero se transfectaron células HEK 293 con 200ng de ARNm que codificaba las
meganucleasas F8R 1-2 o F8R 3-4 y se recolect6 el ADNg 7 dias después. El ADNg se analiz6 por PCR utilizando el
conjunto de cebadores H1R/H1F para detectar el posicionamiento normal del exén 1-22 y con el conjunto de cebadores
H1F/H2/3R para detectar el posicionamiento invertido del exén 1-22 (Fig. 8). La Fig. 8A ilustra un gel de agarosa
cargado con reacciones de PCR cebadas con H1R/H1F de células HEK 293 que fueron tratadas de forma simulada
(carril 1), o tratadas con F8R 1-2x.15 (carril 2), F8R 1-2x.27 (carril 3), F8R 3-4x.43 (carril 4), F8R 3-4x.70 (carril 5). El
carril 6 contiene una PCR de control utilizando una plantilla de ADNg de células humanas sin tratar. El carril 7 contiene
un control negativo de PCR sin plantilla. La Fig. 8B ilustra un gel de agarosa cargado con reacciones de PCR cebadas
H1F/H2/3R de células HEK 293 que fueron tratadas de forma simulada (carril 1), o tratadas con F8R 1-2x.15 (carril 2),
F8R 1-2x.27 (carril 3), F8R 3-4x.43 (carril 4), F8R 3-4x.70 (carril 5). El carril 6 contiene una PCR de control utilizando
una plantilla de ADNg de células humanas sin tratar. El carril 7 contiene un control negativo de PCR sin plantilla. La
presencia de fragmentos de PCR en la Fig. 8B es indicativa de una inversion exitosa del exon 1-22 utilizando las
meganucleasas F8R comprendidas en las composiciones de la invencion.

Para determinar si la escision del ADN genémico por las meganucleasas F8R 9-10, F8R 11-12, F8R 13-14 y F8R 15-
16 podria estimular una inversion de los exones 1-22, primero se transfectaron células HEK 293 con 200ng de ARNm
que codificaba cada nucleasa individual y se recolecté el ADNg al dia 2 y al dia 8 después de la transfeccion. EI ADNg
se analiz6 por PCR utilizando el conjunto de cebadores H1R/H1F, que detecta el posicionamiento normal del exon 1-
22,y con el conjunto de cebadores H1F/H2/3R, que detecta el posicionamiento invertido del exdn 1-22 (Fig. 9). La Fig.
9 ilustra un gel de agarosa cargado con reacciones de PCR cebadas H1R/H1F (arriba) y reacciones de PCR cebadas
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H1F/H2/3R (abajo) de células HEK 293 que fueron tratadas de forma simulada (carril 1), o tratadas con F8R 9-10x.38
(carril 2), F8R 9-10x.70 (carril 3), F8R 11-12x.56 (carril 4), F8R 11-12x.69 (carril 5), F8R 13-14x.3 (carril 6), F8R 13-
14x.13 (carril 7), F8R 15-16x.14 (carril 8), o F8R 15-16x.85 (carril 9). El carril 10 contiene una PCR de control utilizando
una plantilla de ADNg de células humanas sin tratar. El carril 11 contiene un control negativo de PCR sin plantilla. La
presencia de fragmentos de PCR en las reacciones de PCR cebadas con H1F/H2/3R (mitad inferior de la Fig. 9) es
indicativa de una inversidon exitosa del exdon 1-22 utilizando las meganucleasas F8R comprendidas en las
composiciones de la invencion.

EJEMPLO 3

Inversion del gen del Factor VIl por nucleasas F8R en células 293 y determinacion de la eficiencia por PCR
digital inversa

1. Materiales y procedimientos

Este estudio demostré que las nucleasas F8R englobadas en las composiciones de esta invencion pueden conducir a
la inversion del gen del Factor VIl especifico de la hemofilia A en células HEK293. Ademas, el procedimiento descrito
puede utilizarse para determinar la eficacia de la inversion del gen del Factor VIII mediada por la nucleasa F8R.

Se transfectaron células HEK293 (2 x 10*6) con ARNm (5 ug) que codificaba nucleasas F8R11-12x.69 o F8R13-
14x.13, respectivamente, utilizando un Bio-Rad GenePulser XCell de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
los 2 dias post-transfeccion, se aislo el ADN gendmico de las células y se realiz6 una PCR digital inversa para
determinar la edicion del genoma del Factor VIII. EI ADN gendmico aislado de células no transfectadas sirvié de control.

El ADN gendmico se digirié hasta el final con la endonucleasa de restriccion Bcll. EI ADN digerido se circularizd
utilizando la ADN ligasa T4 y se analizé6 mediante PCR digital inversa utilizando el sistema de PCR digital QX200 de
Bio-Rad de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En el ADN genémico humano normal, la digestion con Bcll
genera un fragmento de aproximadamente 21 kb que abarca la repeticion int22h-1 en el intrén 22 del gen del Factor
VIIl, asi como un fragmento de aproximadamente 16 kb que abarca una copia casi idéntica e inversamente orientada
de la repeticion int22h-1 situada aproximadamente 0,5 Mb corriente arriba de int22h-1.

En la PCR digital inversa, los dos fragmentos Bcll circularizados descritos anteriormente se amplifican con cebadores
que flanquean los sitios Bcll respectivos. Los cebadores U1 y D1 se unen corriente arriba y corriente abajo,
respectivamente, de la repeticion int22h-1 en el intron 22 del gen del Factor VII; el cebador U3 se une corriente arriba
de una copia casi idéntica e inversamente orientada de la repeticion int22h-1 situada a unos 0,5 Mb corriente arriba
de int22h-1. Todos los cebadores se unen al ADN gendmico en orientacion opuesta a la PCR convencional y generan
amplicones sdlo cuando los fragmentos Bcll estan circularizados.

U1: [6-CCTTTCAACTCCATCTCCAT-3'] (SEQ ID NO: 88)
D1: [5-ACATACGGTTTAGTCACAAGT-3" (SEQ ID NO: 89)
U3: [6'-TCCAGTCACTTAGGCTCAG-37 (SEQ ID NO: 90)

La PCR digital inversa del ADN gendémico de HEK293 con los cebadores U1/D1 produce un amplicon de
aproximadamente 0,5 kb que puede detectarse utilizando una sonda TagMan, mientras que la PCR con los cebadores
U3/U1 no genera un producto de amplificacion.

Tras la inversion exitosa del fragmento gendémico entre int22h-1 y su copia distal, el sitio de unién del cebador U1, que
se encuentra en el fragmento invertido, se reorienta en relacién con los sitios de unién del cebador D1 y U3. Ahora, la
PCR U1/D1 no genera un producto de PCR, mientras que la PCR U3/U1 produce un amplicén de aproximadamente
0,5 kb que puede detectarse con la misma sonda TagMan.

2. Resultados

El ADN gendmico de las células HEK293 y de las células HEK293 tratadas con nucleasas F8R11-12x.69 o F8R13-
14x.13, respectivamente, se analizé6 mediante PCR digital inversa. Sélo se amplificé el fragmento U1/D1 a partir de
ADN gendmico aislado de células HEK293 no tratadas, mientras que la PCR de U3/U1 no genero ninguna sefial (Fig.
10, simulacro). Utilizando ADN gendmico de células HEK293 tratadas con nucleasas F8R, se detectaron amplicones
tanto de U1/D1 como de U3/U1 (Fig. 10, F8BR11-12x.69 y F8R13-14x.13). El fragmento U1/D1 todavia se amplificd a
partir del ADN gendmico de las células HEK293 tratadas con nucleasas F8R porque el tratamiento con nucleasas
generod una poblacion mixta de células con genomas editados y no editados. Dado que la PCR digital permite el analisis
paralelo de cientos a miles de equivalentes cromosomicos, se podria calcular la eficiencia de la inversion del gen del
Factor VIII. Del total de genes del Factor VIl detectados por este ensayo, el 4 % y el 30 % mostraron una inversién
como resultado de la actividad de las nucleasas F8R13-14x.13 y F8R11-12x.69, respectivamente.
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3. Conclusiones

La PCR digital inversa detecté la inversion del gen del Factor VIII en células HEK293 tratadas con nucleasas F8R11-
12x.69 y F8R13-14x.13. Ademas, utilizando la PCR digital inversa, se pudo calcular la eficacia de la edicion.
Dependiendo de la nucleasa (F8R11-12x.69), se editaron hasta el 30 % de los genes del Factor VIl detectados en las
células HEK293. Es importante destacar que este estudio demuestra que las inversiones del gen del Factor VIII pueden
ser inducidas por roturas de doble cadena de ADN dentro de las repeticiones int22h. Ambas nucleasas se dirigen a
secuencias de reconocimiento dentro de las repeticiones int22h y pueden introducir hasta tres roturas de doble cadena
por cromosoma.

EJEMPLO 4

Inversion del gen del Factor VIl por nucleasas F8R en células T humanas primarias y determinaciéon de la
ediciéon por PCR de larga distancia

1. Materiales y procedimientos

Este estudio demostré que las nucleasas F8R abarcadas por las composiciones de esta invenciéon pueden conducir a
la inversion del gen del Factor VIII especifico de la hemofilia A en células T humanas normales de tipo salvaje. Se
transfectaron células T humanas normales (1 x 10"6) con ARNm (1 pg) que codificaba la nucleasa F8R3-4x.43
utilizando un nucleofector Lonza 4D segun las instrucciones del fabricante. A los 3 dias post-transfeccion, se aislo el
ADN gendmico de las células y se realizé una PCR de larga distancia para determinar la edicion del genoma del Factor
VIII. EI ADN gendmico aislado de células T humanas normales no transfectadas sirvioé de control.

En esta PCR de larga distancia, el ADN gendémico se amplifico entre los cebadores FWD1/REV1 y FWD3/FWD1,
respectivamente.

FWD1: [6-CCCTTACAGTTATTAACTACTCATGAGGTTCATTCC-3] (SEQ ID NO: 91)
REV1: [6'-CCCCGGCACTTGAAAGTAGCAGATGCAAGAAGGGCACA-37 (SEQ ID NO: 92)
FWD3: [5'-ACTATAACCAGCACCTTGAACTTCCCCTCATA-37 (SEQ ID NO: 93)

Los cebadores FWD1 y REV1 se unen corriente arriba y corriente abajo, respectivamente, de la repeticion int22h-1 en
el intron 22 del gen del Factor VIII; el cebador FWD3 se une corriente arriba de una copia casi idéntica e inversamente
orientada de la repeticién int22h-1 situada aproximadamente 0,5 Mb corriente arriba de int22h-1.

La PCR de larga distancia del ADN genémico humano normal con los cebadores FWD1/REV1 produce un amplicon
de aproximadamente 10 kb, mientras que la PCR con los cebadores FWD3/FWD1 no genera un producto de
amplificacion.

Tras la inversion exitosa del fragmento gendmico entre int22h-1 y su copia distal, el sitio de union del cebador FWD1,
que se encuentra en el fragmento invertido, se reorienta en relacion con los sitios de union del cebador REV1 y FWD3.
Ahora, la PCR FWD1/REV1 no genera un producto de PCR mientras que la PCR FWD3/FWD1 produce un amplicon
de aproximadamente 9,7 kb. Los fragmentos de la PCR se analizan mediante electroforesis en gel de agarosa y se
visualizan con bromuro de etidio.

2. Resultados

El ADN gendmico de células T humanas normales y de células T humanas normales tratadas con la nucleasa F8R3-
4x.43 se analizé6 mediante PCR de larga distancia (Fig. 11). Sélo se amplificé el fragmento FWD1/REV1 a partir de
ADN gendmico aislado de células T humanas normales no tratadas (carriles 2 y 5). Utilizando ADN gendmico de
células T humanas normales tratadas con nucleasas F8R3-4x.43 como plantilla de PCR, las combinaciones de
cebadores FWD1/REV1y FWD3/FWD1 producen sus amplicones caracteristicos de -10 kb y ~9,7 kb, respectivamente
(carriles 3 y 6). El fragmento FWD1/REV1 puede seguir amplificandose a partir de ADN gendémico de células T
humanas normales tratadas con F8R3-4x.43 porque el tratamiento con nucleasas generd una poblacién mixta de
células con genomas editados y no editados.

3. Conclusiones

La meganucleasa F8R3-4x.43 fue capaz de generar una inversion del gen del Factor VIl en células T humanas
produciendo una rotura de doble cadena dentro de las regiones int22h, y esta inversion pudo ser detectada por PCR
de larga distancia.
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EJEMPLO 5

Reversion del gen del Factor VIII por nucleasas F8R en células T primarias de pacientes humanos y
determinacion de la ediciéon por PCR de larga distancia

1. Materiales y procedimientos

Este estudio demostré que las nucleasas F8R englobadas en las composiciones de esta invencion pueden conducir a
la reversion de la inversion del gen del Factor VIl especifico de la hemofilia A en las células T de pacientes con
hemofilia A.

Las células T de pacientes con hemofilia A (1 x 10°6) se transfectaron con ARNm (1 ug) que codificaba las nucleasas
F8R3-4x.43, F8R11-12x.69 o F8R15-16x.14, respectivamente, utilizando un nucleofector Lonza 4D segun las
instrucciones del fabricante. A los 3 dias post-transfeccion, se aislé el ADN genémico de las células y se realiz6 una
PCR de larga distancia para determinar la edicién del genoma del Factor VIII. EIl ADN gendémico aislado de células T
de pacientes transfectadas con ARNm que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) sirvié de control.

En esta PCR de larga distancia, el ADN gendémico se amplificé entre los cebadores H1U/H1D y H3D/H1D,
respectivamente.

H1U: [5-GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC-317 (SEQ ID NO: 94)
HID: [5-GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA-3'] (SEQ ID NO: 95)
H3D: [5'-CACAAGGGGGAAGTGTGAGGGTGATAAGAA-3" (SEQ ID NO: 96)

Los cebadores H1U y HID se unen corriente arriba y corriente abajo, respectivamente, de la repeticion int22h-1 en el
intrén 22 del gen del Factor VIII; el cebador H3D se une corriente abajo de una copia casi idéntica e inversamente
orientada de la repeticién int22h-1, situada aproximadamente 0,5 Mb corriente arriba de int22h-1.

La PCR de larga distancia del ADN genémico humano normal con los cebadores H1U/H1D produce un amplicon de
aproximadamente 12 kb, mientras que la PCR con los cebadores H3D/H1D no genera un producto de amplificacion.
Por el contrario, la PCR de larga distancia del ADN gendmico de células de pacientes con la inversion del gen de la
hemofilia A con los cebadores H1U/H1D no genera un producto de PCR, mientras que la PCR H3D/H1D produce un
amplicon de aproximadamente 11 kb.

Tras la reversion exitosa del fragmento genémico en las células T del paciente entre dos repeticiones int22h orientadas
inversamente, el sitio de union del cebador H1U, que se encuentra en el fragmento invertido, se reorienta en relacion
con los sitios de union del cebador H3D y HID. Ahora, la PCR H1U/H1D produce el amplicon de 12 kb, lo que indica
una reversion a la configuracién de tipo salvaje del gen del Factor VIII. Los fragmentos de la PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa y se visualizaron con bromuro de etidio.

2. Resultados

El ADN gendmico de las células T de pacientes con hemofilia A tratados con ARNm que codifica las nucleasas F8R3-
4x.43, F8R11-12x.69 o F8R15-16x.14 (0 GFP como control) se analizé6 mediante PCR de larga distancia (Fig. 12).
Solo se pudo amplificar el fragmento H3D/H1D a partir del ADN gendmico aislado de células T de pacientes tratados
con ARNm de GFP (carriles 1a y 1b). Utilizando ADN gendmico de células T de pacientes tratados con nucleasas
F8R3-4x.43, F8R1 1-12x.69 o F8R15-16x.14 como plantilla de PCR, las combinaciones de cebadores H1U/H1D y
H3D/H1D produjeron sus amplicones caracteristicos de tipo salvaje (~12 kb) y de inversion (~11 kb), respectivamente
(carriles 3ay 3b): F8R3-4x.43; carriles 4a 'y 4b: F8R11-12x.69; carriles 5a 'y 5b: F8R15-16x.14). El fragmento H3D/H1D
seguia amplificandose a partir del ADN gendmico de las células T de pacientes tratados con nucleasas F8R porque el
tratamiento con nucleasas generaba una poblacion mixta de células con genomas editados y no editados.

3. Conclusiones

Las meganucleasas F8R englobadas en las composiciones de la invencion fueron capaces de inducir una reversion
del gen invertido del Factor VIII a una configuracion de tipo salvaje en células T de pacientes con hemofilia A in vitro,
y esta reversion pudo detectarse mediante PCR de larga distancia.
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cggcttecge
gtcceecggee
catgctegec
ggggcgacgt
gcccgagect
ccgggctgtg
gaaggtacgc
tctaggttge
tgaccctaat
ctactcagtc
gtcecccacce
ggcccacceg
gctcagaacc
ggagagactg
ctcecatcect
ccccacccca
cagaattaat
cgggggttca
caggggccgy

ttgaaaaggg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



tgctcagtag
ctcegetgtt
taaccgcagc
gtagactgcg
aggtcegecee
tgggcgttga
agttaccgceg
gagccgagac
acaagggaca
gcectgggect
cgcgctggtg
gtgggaaaga
catccatcac
cctgtaccta
cacaccctce
caacccctag
agatggaatt
atggtttcat
actgagtacg
gatggacagg
tacaggtttt
ctgctggete
agcagctgta
cctcatcaaa
tgggtgtcaa
ttgctgtggt
acatgttgat
gtgagacccce
catacacgcect
cttcececagte

gggtattcaa

cctgtegttg
ctgggccteg
gaggtagacc
ctccacctgg
ccggecgeca
gtgtgctatc
tccagtactg
caatgggcac
cacgtecegte
agaagtggct
accctctett
caaaggggtg
gaccacctag
taagcagtca
cacacacacc
tccatctget
atacgaccaa
cagggtgcat
attctgttgt
ttatttccce
tctttgaata
gtgtggtaat
atctttegea
acctgttttc
gtgctatctce
ttgagtgcat
tggaggcgcea
caggatgcga
cttgecectet
cccagaacgg

ttatggcaac
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tgaaccacca
ttgcecegeca
ggcgcegtge
ctcactgaaa
gcaccggagg
tcggettgge
tgtatcctag
gcacatccgg
aggtgacctce
ggagggccgt
tgccagtggg
ggcgagggga
ttccaaaacg
cttgececgeac
ccctgeccee
ttctgtccat
atgtgaggcce
ccatgtagag
atgaatagga
cttctggeta
tctettttea
tctgtttaac
ttcccaacag
tgtttgeccte
atggtggttt
cccccaaatt
gcctctgaga
ctggtggcett
cgeccegtgtga
taagaaataa

agaaaacaga

tgtccagcag
gctecegggac
gactcaggcg
acgaaagctce
acccteggeg
ccagctaggce
cgaccagggc
cgacgggcac
atcactttcce
gg9399tgggg
aactttccct
ggacgggtac
ttttcaacac
gcctecttec
gcccatacac
agaggttagc
gtgtgtgtct
gcatgaatca
ggccacattt
ttgtgagtgg
gttcttttgg
ttattgagga
tagtgcatga
attttgtttt
tcattecgtat
gtgtgtecttg
cggtaattag
tataagaata
taccctetge
atttctttte

ctaagacatc

39

caggggagtg
cttggeegte
ctgagcgtag
cgctecggacg
tctectecte
aagatggctc
ccagccecccte
gcatgtggtg
cattggcctce
tggggcgggg
ttctactgga
cacgccttceca
cccgaaaaga
acaccaccac
acgttcccga
ctgttctgga
ggctgecttte
ctacttccectt
tgtttaccca
cactgccatg
gtctatttet
accaccaaac
gagtcccaat
gtttacagta
ttcccaaatg
gaaacttaat
gattagataa
ggaagagagg
cgtcececcaga
tttataaatt

ttttcatgtg

atgttcecget
aggtactcaa
tggcecctcecee
gtgcgagage
cteggecatge
tcaagaggac
attggctagg
acggcccecte
gagggagcag
cagggggaat
tgggaacacc
caatgttgca
aaccgaaacc
taccagcccece
tagtccctga
gatttcctat
acttagcgta
cctttgaatg
ctcgtcagtt
accatctctce
agcagtcaaa
tgatttccac
ttcttcacag
gccatcctac
gctaatgatg
ccccaaatte
ggtcatcggg
cctgaaacga
tgccgggtcea
gttcagtgtc

cttcttggee

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780

6840



ctctgtacct
ttgattgtat
ttatcagata
tgcccaaaag
tttgcctttg
tctecegtttt
tttgaattaa
ctatccagtt
gggtgccgga
ctgagttctg
ttactgeggt
tttctgagat
cttgtcagtt
tattgccettg
aatgcctttce
agagtataca
gctactgtaa
agaaatacaa
tgctttgetg
agaactgcct
caggctgtac
ggcgaagggg
cacgcaaagqg
tcagaagaat
tccttcaaca
ccgtctecagt
tgccatctat
ttttatttcet
caagtggcat
tatctctggg
gtttgttgaa

atgattaaga

ctgetttgga
tttggctgtg
tgtgacttge
atttacattt
gtgtcatact
cttcttagag
ttctttacat
gtcccagege
actcttactg
taacattgac
tttgtagtac
tgttttgget
tttacaaaga
gagattatgg
gatttattta
tecttgtacac
aatgaatcat
ccgactgttg
agcatactca
gagaatgggt
aaggcttctg
aagcaagcac
gggaagcgct
agcaaggggg
ggtggggatt
tttttttttt
gcatctatga
ttttettgac
tectgatett
tttttcatgg
tttattttea

tgaccatgag
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ggaatgtcta
ggcttctaaa
aaatgtttct
ggatgtagtc
gaaggagctg
ttttatagtt
gatgtgaggt
agtttgttga
aaaataaact
ctaatgtatc
gttttgaaat
atctgagccc
aggcaggttg
gcatcttaac
ggtcttcttt
ctttagttaa
ttccttaatce
cagattgatc
gacagggttg
aattcctaaa
cttctgggca
cttcttcaca
gcacattttc
aagtccgecece
acaattcgac
ttettttgtt
atagagatgg
taattgececct
agggggaaat
atgccctcta
tgaaagggta

cceccctecee

ttcaagcecet
acttattcat
cccattcact
caacttgceca
ttgcctaatce
tcagcectta
aggggtccag
ggggattatt
ttacataaat
gatcacgatg
tgggaagtgt
cttacatttt
gattctgaca
aatattaagt
aatttatttt
atttattcect
ttattttcat
ttggatactg
gcatattagt
gaaaagaggt
ggcctcagga
tgttggagca
aaacaatcat
ccatgattca
atgagatttg
ggactcttta
ttttacttgt
gactagaact
caaccagtct
tcaggttgaa
ctgegttttg

cgececcceget
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ttgcccattt
atattctgga
ttctggatag
aatgaaaaga
caaggtcgtg
catttagatc
gggccttett
cttcecectee
atatgggttt
gcagtaccac
gagtccttca
cttatgaatt
ggcatcacga
gtcccaatcc
agcaacgtct
cgacatttta
gttattcatt
caactttgct
ccgttectac
ttaattgecct
aacgtgcaat
ggaggaagag
cagatcttgt
atcacctcece
ggtggggaca
gtgtcctcta
tcctttecga
ttgagtacga
ttcaccatta
gaagtttctt
tcaaatgatc

ccgecatgea

tttaattecgg
aaatagactc
agccetttgt
tatctgtgge
caaagttaca
tgtgatccat
ttgcatgtgg
acccattgag
attcctgact
ccttttegga
acttttttet
ttaggatcag
tgaatctgta
gttaacacaa
tgaaattttc
ttgtttegat
gctagggtgt
gagccgaata
actgctataa
catggttctg
catggcggaa
agagagaacg
gagcgctcta
actaggccct
cagagccaaa
tataagaaca
tectggatgee
tgttgagtta
agtatgatat
tctgttectg
ctttttgtac

ttcetgttaat

6900

6960

7020

7080

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



atggtgtatt
tcctatttgg
tggatctgge
aagccaaggc
gatgccagtg
atggaggttc
actgtggtct
gaagctgtgt
gagattggaa
aagacaatgg
aaatggcaca
atgataattc
ttaagcattg
<210>4
<211> 13008
<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<400> 4

aagattttat
tttagegect
aggctccttg
ttctcatgaa
ggagagatag
tcccacgacce
agccacccag
aattttcttt
tcatttattt
tcattcattt
ggggaagcta
ttaagaatgg
ttgtggectg
ctggtctgge

ccccacagcet

atataaattg
tcatagtgta
aagcttcttg
accggtggga
gagcagtagt
tattatgcca
ttcagcttgg
ggagaataga
ttagaaagct
cattggtaga
cagtagacac
atgtgctcat

agacaacacc

ttttatttat
gcectttggee
catggagctt
taaataaata
agaatctaaa
ctgagatcgt
gcgeccectgg
tactttcttt
tcagtcttte
aataaacagt
gagcccatce
tttttacagg
aaaagactaa
ctaaaggcag

tgcctaatgt
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attttcacat
taaagagtgg
gaggacaatg
ggaggggagt
ggttgatgtg
tgctcaggtt
gagtgacgtg
acagagagga
gctgtattat
taagactagg
tcactacata
tcttcaaaaa

aacgagaaat

ttgaaagaga
cagggcgtga
gcttcteecet
aattttcaaa
gcagactctg
gacctgagcc
agttgttttc
cggttttgtc
tcattcagta
tactgagtaa
ttgaatttgg
tttaaagttg
aatattgcca
tagagatgcc

gcagatttca

gttgaaccaa
tcaataaaca
tgtgtgttaa
tgcaaccaat
gctgggaaag
ttagaatacc
gtctgatttg
ttgtgtgtgg
accagtcaag
ggacagagtc
ttactcatac
atattgaagg

at

gcatgagggg

tecctggagac
ctgecectgtgt
agagagagag
tgctgagcag
aaaaacaaga
taactcatta
tttcctaaaa
tgataaaaga
ctgctatgtt
actaccactt
caaaaacaaa
tctggtecett
taggcagtgce

atcttagtca

41

ccttacattt
tttcgttgaa
agaatctgta
tcattaaggc
aggtaggcag
ctgtaggcta
cctctagaaa
agaatagaac
aaatgacaga
cataaaaagt
tggcgaacct

gtagtgccag

atccctgggt
ccgggatcga
ctccacctct
agcatgagta
gaacccaaca
gtcagatgct
atttctgttce
catggagttg
gttaactact
ctagattcta
gecttttgtac
cattatgcaa
tacagaaagt
catgaagcag

tcgtcececca

gtgggataaa
agaataggag
gcatgatgag
tggagagtac
gagccaagac
cactgaaccc
tatcaccctg
agagaggact
tatctcaact
ttaggtagta
agctggagac

gtatactgtg

ggctcagecgg

gtcccacatce
ctctgtgtgt
agagggagag
cagggctcaa
taaccaactg
aaaactttaa
aatgactagt
ctcatgaagg
gtacagagat
ggactgtgac
cgaagatcat
ttgcagactg
gactcttcat

gtgtagtgat

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9512

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



tctcagatgt
ttcttatcat
actgccaccg
atttatttat
ggctcecatge
actaaaggcg
aagattttac
agcaggcttc
ctgagccaaa
ttgatatatc
agaagagtat
ttattttgac
aaatctagcce
gccaatgaca
ccaggctcte
ccaagggtgce
cctatacatt
aattcttgag
ccatgggcag
atcctatgga
tctggctatt
gaagattcat
ctttgctett
ggggtgggag
tttgctecet
actgggtgtt
aaaaaaagac
ctgcaaagga
taattaatgt
catttcccag

tcceccacace

ttttatatct
ggatgtccca
ttctcaatag
tcacgaaaga
agggagcccg
gcgctaaacc
ttatttatcc
atgcagtgag
ggcagatgct
aatgaacatt
ttttaatgtc
ataaagttga
ttagcccage
aatggaaaac
tggcaaaccce
ttttccttaa
gttgttgtag
actttttcag
aaagacctgc
ggggagggtyg
gatgattgcet
gtcgtgeatg
gggcagcecag
gggggcagtt
catcaataag
actctagatg
tactggccag
ccatgcaccc
agtgttacat
ggctcatgat

tacaccccat

ES 2905791 T3

ttgttttget
cataaagagg
tgtagaataa
cacagagaga
acatgggact
gctgagccac
atgagagaca
cccgatgegg
cagccactga
tcagtgatgt
ctttaaaaat
taattaccaa
tatctatget
aactttcatg
tccectctac
gcccaaaccce
tgatgtgatt
tgcaaaaaat
actggggttg
atgttaaggt
ttttttectt
actgtgatct
gagtgcctge
gttgcggagt
actactggcce
ttggcaaatt
gcctgtagee
taaccacttt
tagtttcagg
gattacgtgce

ctggtgacca

cacagacaaa
gagaggggaa
tgtaaatgtt
gaggcacaga
ccatcetggg
ctgggetgece
cagagaggca
gactcgatcc
gccacccagg
ggctttttet
atttattttt
gggatttgte
ttgaagtttce
ttttctaaaa
atcctcaatg
aaatactgcc
tgaagtgagg
gctgttttaa
cgaggagtgg
cccaggaaat
gtaaatcatt
ctgtcagtta
acaacatcac
attagcgtgt
agactgaggg
gaacaccaat
cgggttgaga
tttaaaaaat
tgtacaacat
actcttaatc

tcagtttctg

42

atcttgttca
cctttaagga
aactttttta
cagaggcaga
gccccagceat
ctaacttttt
gagacacagg
caggacccca
tgccectgta
ctctggtttt
ggttgtgtta
aaagcctatg
tgagggagag
ttatacttgt
caaggagtta
accagtcaca
tttgggagcc
ttacagcaca
ctgattatgt
tgagtatagg
aagacagttg
agcatttgtt
acctttccca
gctttaccct
gggcacttga
aaaaaataaa
gtataccaag
gtttttcaaa
ggtgactcaa
cccatcatgt

gtctatattt

tcagagatat
ccacagctac
tttttttaag
gggagaagca
cacgccctgg
tattttttaa
cagagggagg
ggatcatgac
tatgttaact
caagttaaaa
gaaatcagtg
aaaattgcag
ctataaagga
atacccaaca
gaccagaggt
tatcaaaact
aatggcgaag
gggacaggac
aagattttcc
gttcgggagg
caaactgatg
ttteccecette
cctggtgggt
cagcttgecct
cgggatgage
tgtataaaaa
aaaagtaaaa
aattccagta
cacctctata
atttcaccca

aggagtctgg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



tttttttatce
atacagtatt
atgttgcaaa
tgtgtgtgtg
gacacttgga
tgtgtatctt
ttacatggtc
acagtggccg
atcctcacca
tatctcattg
atgtgtctga
gacccttcca
cctettttgt
actacctaac
tcccccaaca
tcaccccacc
agaaggactg
aaggcaagtg
aaagccttga
ggtctcgeag
ttacctacca
cgtctgagaa
cagtcgaacg
cacgcggeca
gaccgctgeg
gctgectece
agaggcatca
ctagtgetce
ctggagagac
ggcgtgtgea
gggtgggggt

cgceteggtgt

tetttttttt
tgtctttctce
tggcaagatt
tgtgtgtgtg
ttgcttecat
tcttcgaatt
atatggtggt
caacagctgg
acacctgtge
tggttttcac
taccctaaca
ggcagccacg
attttcttac
cgtcccaccce
cacacacaca
agatcagttc
agagggagat
gaatgtaaaa
aaatgtagga
accgaggacce
gtggcgggaa
tggaacctag
tgggccectg
aggttgtctg
agtgaacgac
gacaggtgga
gaacggcettt
ccaggggtac
accggcctge
acatccaacc
gggggcecge

ccegtggece
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ctttecatctt
tgacttattt
gaattectttt
tgtgtgtgtg
atattgactg
agtgttctca
tctattttta
cattcacacc
tttcectgtgg
ttgcatttcc
cttttgcaat
tgagtgcgeca
ctactgactg
atttacaggc
ctaaaggcaa
cgtacacagc
tacattctgg
acacgcggct
ttctgaaaca
acgcaatagg
ggcgcccagg
gcccacaacc
ctttgegecag
tggattgact
cacactgcgg
gcagctattc
attgtggatt
gcgtggggeg
gctaaagcag
gtccgacttg
aggggagttg

gtcttgggga

ttgtttcetta
cacataacat
tcagggcteca
tgtgtgtgtg
ttgtaaataa
ttttegttgg
atttttaaag
aatagtgcat
ttttgatttt
ctgatgatta
aagttagact
ggactggtgg
cttcececegtt
gcttaactca
aacagaactg
ctcaggctaa
agagttctca
agtaacgttt
ggatgctgtc
tcggaagcac
acaagtaagt
ctgagttcca
gacacattcg
gtgcggcaca
cccgaagcac
cgcegttacgg
tagggcagca
tgggcaacaa
atccececgacg
caacagaggt
ggtgcaagaa

agagagccaa

43

aattccacag
tatacattct
aaaatactcc
tcttgatcect
tgctgetgta
gtaaataccc
gaacctccat
gaaggctcct
agccattctg
gtgatgttga
aggcttttag
cggagtctgt
gctgaaatgg
cggtgaccac
cccaaccgca
agggtgcatt
ctggcectee
gcacgcgaca
ctecttgggca
gctgattcaa
cccagegtgg
aggcacgcca
ccttggegee
gcccgageag
agccacccgce
aggaaggcga
gccececgaggg
aggagaacct
aacaaaaaac
gtacgggagg
gaggccaggg

gtccteccagg

gagtgaaatc
agatccatcc
attttggatc
ttcatctatg
aacatagggg
agttggggaa
actattttce
ttttetecac
acagatgtga
gcatctttte
ggctccgaaa
gtcagatggg
cggcatgagyg
cgcctacaca
tccttaaacce
ttccgaaage
caaaccccta
tttggaccaa
agaaaggcgce
cacatctgag
cccaggccca
gacacctcga
gaggaaggcc
caggcgcacyg
tcttccecett
accgcaggcg
ccegtgecat
gggtgagcac
ggaaccgaga
gtgggggtgg
gtaaaggggc

ctgaccccgt

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



gatgctgggg
agtcccgecag
cccctgeceg
ggcccgeggt
cggggctgge
gaacgaggtg
gcgacttgac
ggaacagctc
aggagtactt
gcaggagcag
ccagcgtgge
gcagggcecgg
aggccgacga
gcagcggcgyg
gctececgege
ccagcagctg
gcaggtgcag
cgcgecaggge
ccaggtgcag
aggccgeggg
cggeccteggt
ccacggccag
ccagctgege
gcagcttgcet
ccgcgecgec
ggccgcecge
tcccecggece
gccceccgece
cgeggeccett
gccectgeeg

ggccggagte

tggttgcege
cgtceggtgg
tcggtcegtg
ccaacggcgg
gcgegegagt
cagcaggtgg
ggccteegtg
gtcgggaage
ctccagegtg
cagcagcacg
gggcgcegggce
ggcggcggcg
ggtcgaggecc
ggcgggcggce
caggcgcetge
gcaggaggcg
ctgcgeggeg
ggcggccage
gcgcacggeg
gcaggcgagg
cagcgccage
ctggcaccac
gaactgctcg
cgacacctgc
gccgecgecg
cgccgccgec
ccgeccectg
gtceegeegg
ccgaggegac
gcccccegage

aggatggtcc
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gccagggacg
aggcgggcgyg
ggcaccgccg
ggcagcagca
ggtcagacge
ttctgcteeg
tccttetegt
tggceggege
tgggcgtget
cgggacacct
gtgggcgtgg
gcggggecca
gaggccgacg
ggcggggccyg
atgcgegtga
gcgtegecca
cgcaggaagt
tcgaggcaca
gcgcccagcg
cgctggeggg
gccteecegg
gcggcgtacg
cccgecteeg
cggtagcggg
ccgecgecge
gccatettge
cgggccccge
acggaaccga
cccggecccee
taacgtcgeg

ccgececece

gcacgaagcc
gcgaagagca
ccecgecggec
ggccacgggyg
cctgeecega
cactgagcag
gggtggccat
cgtcgggece
cgggcagcag
cgcagecggac
gcgegggege
gcggggcegga
aggtcgacge
ggggcggetg
agacggccag
gcgcectgecag
ggceggegge
ggccggegge
cgctggecggce
cgtegegete
gccegtggaa
gcaggcactc
ccacgttecgg
ccaggaagtc
cgcccgggec
ccgcacgcege
ccecececgegyg
gcgegeggge
gggtcggecce
gcgecggecce

agccttecegt

44

tgtgggatge
agacaggtgc
ggccggccgg
ccagaggcgg
cggggacacg
cggccacatg
gaccagggac
gtggcegteg
cttggeggge
cagcacgtcce
ggcaggcage
ggccgacgag
cgcegecgge
ccgcagceggyg
ggcgeecgetg
cgcggccagg
ggcggceegge
ggcggcegge
ggcctgcagc
ctgcecgecagg
cagcgectge
ctgcgegege
cttcecgecagg
cccggecteg
gccgecegecg
gcacgcccga
accccgcgcea
cggcgcggag
gcgeccceceg
gcctggeccee

caaagccctg

gggaggctge
gagtgccggg
ccggecggec
aaagcggctt
gcttectgea
tccacctgea
tggagcagca
aaggcctcce
ggcggctgea
gagaaggcgc
agggcggegyg
gacgaggccg
ggggccaggg
tggctgeegt
tagtcgegeg
ggcagctgeg
tggcccaggt
tggcccaget
ggctccecegt
aagaggcgeg
tggcagcgeg
agctcecegge
aaccgcttac
ggccceggge
ccgecgeceg
cgtgececegeg
tgcgtgegee
cctgggegge
gcecccteceg
gaggccgett

tececectegag

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



tcegegeegg
tcegegecgg
caccccatca
acgggactgg
gccaccccect
ccacccectge
ccggaccgea
aaatcctcca
agccccgeac
ccececccgece
tgtctctgeg
gggcggeggce
acggtggtca
agctccgggg
acggtggccg
cgettggegt
ccegegeggyg
cccctgagec
gctgeggece
ggagaccccg
ggagaccccg
agagacatcg
ggctgcagac
aactcgggcet
acgggcctcg
agagacgggc
ctgcagagac
cgggctgcag
gagcgccggg
cgggcgagga
cgcggtgaca

cccgccagaa

cacctgtgte
caggtgtgtc
ccacgcecgea
ccegtgeggt
gtcctgacce
accccagccg
tgaccgaacc
tcacccccat
ccccacccca
tccececegag
ccttttattg
gggcatcagg
tcgtgaacaa
tgatgtacgc
tcaggaactg
agcggccgge
cgctgecgega
gcgcgcgggg
ggctggggac
ggctgeggac
ggctgcggac
ggctgcggac
agacgggcct
gcagagtgtc
ggctgcagaa
ctcgegetge
cgaccteggg
agagacgggc
gtgcacegece
ggcceegete
cgcaggectg

aagccegetgg
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ccccaacagt
ccectecatce
ggcatggtcc
999999999t
cgagcagtcc
gaccccgcca
ccgcaccaca
cgtgcacege
acctecgcceca
gcgegteeceg
cggggacgcg
ggccgggggce
gccgcectgage
ggtgcgectg
gatgacggcc
ccgecaggagg
gcggcacgac
cctcggecgge
gctcegggegt
gctegggegt
ggtcgggegt
agagagacac
caggctgcag
tgaccteggg
agtccgacct
agagagaccg
ctgcagagag
ctecgggetge
gtgcggegeg
cgtatccgag
atgaggtcac

cgggaagtceg

ccgegecgge
ccgcagccag
tgagctccag
cttctatgee
ccgteeccege
cagccccegt
cccacgaacce
cgagggcacc
caaccccaaa
cacccagtga
ggggtcaccg
ggctagtacc
agctcgtggt
tgcecgggect
gccaggaaga
cgctccatcet
ctcgggegge
gctcggegeg
cgggccgcgg
cgggccgegg
cgggccgcgg
cggcctcggg
agagaccgac
ctgcagagac
cgggctgcag
acctcggget
tcegaccteg
gctgccgaaa
ctgggccgge
ggacacaccc
cgegtecceca

ctggectetge
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agctgtgtce
gttgttactg
ccccacacac
ccagcgtcac
accccagcecg
ccctgcecaccee
cgcgcceccac
ccaaccccece
ccccaaccte
gccaggcgcea
agccccececg
gggccggggc
tgtgcagcege
cgtcgcecge
tgggggcgga
ggcacacgga
cggcccgece
gggcctcggg
agccacgggce
agccacgggce
ggacatgggg
ctgcggagag
ctegggetge
cgaccteggg
agaccgacct
gtagagagac
ggctgcagag
cagcgtcggg
tgcaccecgag
cctececgee
ttggcecegge

gccgegegga

ccccattcac
caccggegtt
accatcgtcece
tcccagecca
gaccccacca
caacaatgct
gccacacccec
gtcatccceeg
ccceccegece
cacgtctggt
gcggcetecee
cacctgggac
ccggtcecacg
cagccccage
cgcegeccagg
gaaggccagce
tccacggcete
ctgcggecccg
ctegggetge
ctegggetge
cttgggctge
acggggcaag
agagagaccg
ctgcggagag
caggctgegg
tgacctcggg
agtccgacct
gcgcagagag
ccctcagecag
ccgetgegea
ccggececteg

cggcatgggg

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460



cgccaccgac
ctcteggetg
ccccectgeac
cttggegtee
cgcecggecge
accggggtce
tcggggcacce
gaatcggggce
ggaatcgggc
gaatcggggc
cgggagcagg
gcgggaattg
cggacctcgg
cttccgaaag
gctgggeegg
gcgacacccece
gcgtectceat
cgcgcggacg
acccccgaca
gccgecgege
ggcctectgt
ccagtaggtg
ttctecgagg
ccccccgage
ccccgaggga
ccaagggaca
gggacaggag
ggatcgccect
gaggggcacc
ctcecgggege

tgacceggee

gagcgtgcag
cacacgcggce
ccecgtectge
gctggacacc
gttececetegg
ctcceecega
cccceccagyg
ccctececte
ccctececct
accccccece
aatcggggcc
gggtcecctece
gctgeggaga
acggcgtcgg
ctgctececga
ctccecteece
tggececeggece
gcatggggcg
tgtcggccct
gctcactgece
ccctgeeget
gcecgtgtgeg
gagcgggaac
gatcaggaag
tcaggaatcg
ggagtcaggg
tcggggteeg
gcacgtccat
tgcgggegga
gggatggggg

ccctgetece
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gagctegege
accgecccege
cceccggggac
tgctgcaggg
caccgtgtte
gagagcagga
gagcaggaat
aagggagcag
gagggagcag
ccagggagca
cctecececteg
gccecgaggga
gaccgacctce
ggcgcagaga
gctctgageca
cgctgegecac
ctecgeecgee
ccacccacga
ctcggctgca
ccctgecacce
tggecgtecege
ccggecgegt
ccgggtecce
cggggtccct
gggtcectee
tecectecece
tcceccecegag
cgaggggcac
cgtgecgegge
gcccgacggce

gcecgegecge

gcccccacgt
acagacggcc
cgaccgctce
gccaccctgg
tcaggagggce
atcgggcccece
aacggcctct
gagtcggggt
gaatcggggt
ggaataacgg
agggagcagyg
gcaaaagacg
gggctgcegga
ggagcgecgg
gcgggcgagyg
gcggtgacac
agaaaaggcg
gcgtgcagga
cacgcggcag
cgtecctgece
tggacacctg
tceccteggea
ccccccaagg
ccaccaaggg
accaagggat
aagggacagg
ggagcaggaa
tcgeeccecac
ggcggcggceg
agggcgacac

cccactggece
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gcacccccga
cggccgecge
tcggectect
gaccagtagg
tgttctetga
tccecectgag
tceeccecece
cccteeccce
ccctectece
cctctteecce
aatccgggac
gacctecggge
gagaccaacc
ggtgcaccge
aggccccgcet
gcagatctga
ggaagtcgcet
gctecgegege
cgccccgcac
ccggggacceg
ctgecagggge
cegtgttcete
gagcaggaat
acaggagtcg
caggagttgg
agtcggggte
taggccccce
tgcgegecce
gcgaaggtceg
ccgetgtcetg

ctggcccgeg

catgtcggece
gcgctcactg
gtcecctgeceg
tggcegtgtg
gggagcggga
ggagcaggaa
cagggagcag
cgagagagca
gagggagcag
cccececeeee
ccccaaggga
tgcagaaaga
tecgggetgeg
cgtgcggege
ccgtataaaa
tgaggtcacc
ggctctgege
ccccacgtge
agacggcccg
accgctecte
caccctggga
aggagggctg
tggggtcccet
gggtccctcece
ggtcecctecece
cctececgecaa
gaggcagcgg
ccectggegge
cgecggggcecec
ggcagcgcge

cctgetecte

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320



ccggtgegge
actgtccccce
ctgcagececg
tgcecgaceeg
cecgggetgg
cgggtcggeg
gtgececccetee
gagggggtge
tgacaccggg
gactttcagc
tattcctagg
ttaactgatc
cctaatttct
tgtttcgtga
ggttttoctt
ctagccagga
tgattagggg
cataaatgcc
tttgtcagga
tgggttttte
gtattcctgg
ttccgtetge
aggtactatt
cccactgage
ctgaaagcgg
acattctgca
ctagtgtatt
cgccatggtt
ttatttattc
agcaggctcc
ctgggccgaa

ctatcacatt

ctcgegagece
gtgtgtaggg
ctgacccggg
agcceggget
gcctgtegeg
cggcgggagce
aggcggcccc
ggcctgtetg
9999999999
aatgttccgt
gatgtaattg
aattaatcag
gcacgttggt
attctttagg
cttecetttee
tttccattac
aaaagctttc
ctttattatg
aaaggtggat
ccectttatt
gacagttcct
taaaatcatt
tgagagacca
agggagcctg
atgcttcacc
cgatactgta
caagcataca
taaaccgagg
atgagagaca
atgcagggag
ggcaggtgece

tctcaaactg
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cccgegecgg
aggggcaggg
cceccegtgga
gcaggcggge
ccecegggte
gctgcaggtg
tgcactcggg
tcgeetggge
ggagcggggyg
gactttcegt
cacgtgatcc
tttegtttga
ctcatatcct
actttttctg
aatttaaata
aatgtcggtt
agtcctccac
tttggtgatt
tttagtcaat
ttattaacgt
ttttggacat
tgaggatttc
tgaatgatca
acgecgggect
gactgagcca
atgctgatgt
caaagcctag
ccttetgagt
cagagagaga
cccgacgegg
aagccactga

tgttececettt

ctgtgeegeg
cggggcccga
gcctgeggge
gcccagcectga
ccgagcgcecg
cgccgggace
ctgegecaggg
gcgactegge
ggctteecege
gcacacgccc
cgatttgaat
ggttcgtege
gaagtttgtt
tgtaaggtta
ccctttattt
agaggcaggg
cagtgagtat
ccecttctat
gotttttotg
agagttattt
gaaatgtcac
tgcacctata
g99g9gcggag
cgatcteeeg
ccaggcaccc
gtcatcatat
gagatcattt
aggtgttecet
gagagaggca
ggctcgatcc
gccccccagg

cctttgaaga

47

gcacctggeca
gggacaggga
tccecececegeg
tcecececeege
ccececgeggtg
gggcggggcc
€ggggcgggg
gatgggacac
gtattcgggg
tgcacgtcct
aaaattattc
cgctgecgeg
gaattcacta
tgtcatctga
ctttctettg
aaagcgcgga
gaccttagcect
tcctagtttg
catgaatcaa
tcttaagttg
ttttataatg
ttctttttta
ggagaggatg
acccgggate
gggcaaaaca
aacacacact
taaactttce
tttttattta
gagacccagg
caggtctcca
gatcccctga

tgcegtgtac

cctgggggte
gctcgggcag
ccecccaggge
cceeccecece
ccagcagcgyg
ctcectetgg
gagcttececeg
gttcaggtce
ccteeccgagt
ccgectacgtg
aatcagttag
tggaaaaccc
actctgecgg
gaacacagat
catcattget
ttettgttee
atgggtattt
ctgagtgttt
gacagtcatg
aagcatcttt
tactgctgga
aagatttttt
aagcagactc
atgacctgag
atttcttaca
gattcctatt
gtagecctgta
aagattttat
cagagggaga
ggttcatgece
ctaggtgtte

tttetetgea

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240



ccctagactg
ccatacacaa
acacacagag
gcctgecage
cggttgtatg
tgcaatgggg
ctccccacag
ccctecgatt
tecttegeatg
ttcegtgtece
atgtcccagg
cttggtcatt
tcaaagtgcce
<210>5
<211> 1116
<212> ADN

ctcaaggtcc
ggaatcatta
agagaccaca
accctctcag
tgagcgctge
agcaattgct
gtcttcetttg
attgctcagt
gagctcttgg
cagcccceggg
acacagaacc
gtaaccatgg

cccgaactga

<213> Homo sapiens

<400> 5

atggcggcag
gacttcctgg
ccgaacgtgg
gagtgtctge
ttccacggge
gagcgcgacg
gccgccagceg
gccgecgece
gcecgecggte
ctgcaggcge
ctggcggtcet
tcactgececge
ccggcecgcege
geccttetegg

caaccaccgce

cggctgecagg
cccgctacceg
cggaggccgg
cctacgegge
ccggggaggc
cgcgccageg
ccctgggege
tctgectega
acttccagcecg
ttggcgagge
tcacgcgcecat
cgcccecgece
tgcttectee
acgtgctggt

ccgeccaagcet
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gaacccccac
attaaagcct
gtcttggaag
atgtggaaca
gtgctgtcga
ttgtaccctg
gcaacgtgga
acatccgttt
gctgtgactt
tgggatgaat
acgaatgcta
gattccctag

gaagagctga

cctgggecgge

gctggtatceg
cgagcagttc
ctggtgccag
gctggecectce
cctggtcetge
cgcggtgegt
gctggeegece
cgccgeccag
cgcctectge
gcagcgcectg
gccggcacce
gaactccgge
ccgctgegag

gctgeecggag

atgttggatg
cacagttcat
attatcctga
gggcccgaca
gagaagcaca
tctgcacctg
ttcatctggg
gcacccaacc
caacagtaag
gactgtccta
agagcagcgce
gggcagccac

ccagaaggcg

ggcggcgecg
aacaagctga
ggacagctgg
ctggeggtgg
accgaggccg
cccgecgect
ctgcacctceg
gcectgegeg
ctccagcetge
cagctgetgg
gcgegggage
cagcccggge
teggeggege
gtgtcecegeg

cacgcccaga

48

ttaacacgtg
gcacatgtge
ggccagggtg
tacaggactt
aagcaaaatt
gcatgtacct
atcaaacaca
cattacagca
tgcccagtca
gtecttctega
agtcccgage
ctcectecgge

cggggcag

gcccgggace
agaagcggtt
gccgggaget
cgcgcetgeca
cccgectcett
acggggagcc
agctgggcca
acctgggcca
cccagctgece
cgcgcgacta
acggcagcca
ccggggegac
cctcteeege
tgctgetget

ccctggagaa

tcttacaaat
acacacacac
gtagggtggt
ctagctacga
agagggaaga
gtgctaatcce
atatttttaa
tcecgecagecac
tcacgtgecce
gggcagggcyg
aaacgcaggc

actcttaagg

cgaggccggg
cctgcggaag
gcgegeccag
gcaggcgctc
cctgecggecag
gctgcaggece
gccggecgece
gccggecgece
cctggecgeg
caccggcgcce
ccecggtgecag
gcccgeccta
cgcectggge
gctectectg

gtactcctgg

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13008

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

gaggcttttg
ctgcteccagt
caggtggaga
caagaaacca
<210> 6
<211> 1349
<212> ADN

<213> Canis lupus familiaris

<400> 6
atgcgcgggg
gtegggegtg
gcggcggcgg
ccgaggceegg
tcctgeggaa
tgcgecgegea
agcaggcgct
tcctgeggea
cgctgcagge
agccggecge
agccggcecge
ccctggeege
acagcggcgce
acccgetgeg
cgccggegge
cctegtegge
tgctgectge
cggacgtgcet
cgcccgcecaa
tcgacggcca
agtccetggt
acatgtggce
ccgtgtceece
<210>7
<211> 22
<212> ADN

acagccacgg
ctttggtcat
tgtggccact

tctececeecte

tcegeggggg
cgcgegtgeg
cggcecggge
ggacttcctg
gccgaacgtg
ggagtgcctg
gttccacggg
ggagcgcgac
cgccgecage
cgccgecgge
cgccgecgge
gctgecaggeg
cctggeegte
gcagccgcce
ggcgtcgacce
ctecegececeg
cgcgeccgeg
ggtccgetge
gctgetgece
cgggcccgac
catggccacc
gctgcetcagt

gtcggggcag

<213> Homo sapiens
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gcaggagagc
ggctacccac
gttgactgct

aggacaggga

ggcggggccce
ggcaagatgg
ggcggceggceyg
gccegetace
gcggaggcgyg
ccgtacgeceg
cccggggagyg
gcccgccage
gcgetgggeg
ctgtgecteg
cacttcctge
ctgggcgacg
ttcacgecgeca
ccggecccge
tcgteggect
ctgggcceeg
cccacgecca
gaggtgtcce
gagcacgccce
ggcgccggec
cacgagaagg
gcggagcaga

ggcgtctga

agcggccagce ttcccgagga gctctttetg

gaaaaggaca cggaagccat caagtcgetg

gagcagaacc acctccttca cctcgttcectg

gtctga

gcagggggcyg
cggcggegge
gcggcggcegg
ggcaggtgte
gcgagcagtt
cgtggtgecca
cgctggeget
gcctegectg
ccgeegtgeg
agctggeege
gcgecgegea
ccgectectg
tgcagcgect
cgccgeccge
cggcctcecgac
ccgecgecge
cgcccgegec
gcgtgetget
acacgctgga
agcttcccga
acacggaggc

accacctgcet

49

gggccggggg
ggcgggegge
cggcggcgeg
gagcaagctg
cgcgecagetg
gctggecegtg
gaccgaggcece
cccecgeggec
cctgcacctg
cgcectgege
gctgcacctg
ccagctgetg
ggcgegggag
ccecgecgetg
ctegteggec
cccggecctg
cgccacgetg
gctgcetectg
gaagtactcc
cgagctgttce
cgtcaagteg

gcacctegtt

acgcgggcac
ccgggceggceg
ggcecggggce
cgtaageggt
ggccgggage
gcgcegcetgece
gcgegectet
tacggggagce
gagctgggcece
gacctgggcce
ccgecagcetge
gcgecgegact
cacggcagcc
ccecectggece
tcggectegt
cccgecgece
ggcgcecttcet
ctgcagecege
tgggaggcct
ctgctgetce
ctgcaggtgg

ctgcaggaag

960

1020

1080

1116

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1349
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<400> 7

ccaggcgctg catgcgg aa 22
<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 8

ggtccgegac gtacgegac tt 22
<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 9

gcagcagcag cacgcgggac ac 22
<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 10

cgtcgtegte gtgeecectg tg 22
<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 11

caggattgg tgcaacttcg gc 22
<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 12

gtcctaacac acgttgaagc cg 22
<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

50



10

15

20

25

30

35

ES 2905791 T3

ctgcaggctg tacaaggctt ct 22
<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 14

gacgtccgac atgttccgaa ga 22
<210> 15

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 15

ggaggacggg taccacgcct tc 22
<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 16

cctectgecc atggtgcgga ag 22
<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 17

ggccgtcagg tactcaataa cc 22
<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 18

ccggcagtcc atgagttatt gg 22
<210> 19

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

51
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<400> 19

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe
1 5 10 15

Val Asp Gly Asp Gly Ser Ile Phe Ala Cys Ile Gln Pro Arg Gln Gln
20 25 30

Ser Lys Phe Lys His Ser Leu Gln Leu Trp Phe Tyr Val Thr Gln Lys
35 40 45

Thr Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val
50 55 60

Gly Tyr Val Thr Asp Tyr Gly Ser Val Ser Asn Tyr Arg Leu Ser Glu
65 70 75 80

Ile Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys

Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Gly Gln Leu
100 105 110

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp
115 120 125

Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr
130 135 140

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Pro Gly Ser Val Gly
145 150 155 160

Gly Leu Ser Pro Ser Gln Ala Ser Ser Ala Ala Ser Ser Ala Ser Ser
165 170 175

Ser Pro Gly Ser Gly Ile Ser Glu Ala Leu Arg Ala Gly Ala Gly Ser
180 185 190

Gly Thr Gly Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val
195 200 205

Asp Gly Asp Gly Ser Ile His Ala Cys Ile Ser Pro Asp Gln Ala Cys
210 215 220

Lys Phe Lys His Tyr Leu Arg Leu Arg Phe Tyr Val Ile Gln Lys Thr
225 230 235 240

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly
245 250 255

Tyr Val Glu Asp Ser Gly Ser Val Ser Arg Tyr Val Leu Ser Glu Ile
260 265 270

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu
275 280 285
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Lys Gln Lys Gln Ala
290

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Val Arg Ala
340

Ser Pro

<210> 20

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 20

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Met Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Glu Asp
65

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Pro Ser Ala Lys Glu
115

Asn

Pro

310

Leu

Val

Asn

Ser

Gln

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser
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Asn

Leu
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Ile

Leu

Leu
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Phe
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Pro

val

Lys

Asp

Asp

Glu

Phe

Arg
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Asp
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Leu

Leu

Asp
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Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala
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Leu

Lys

Val

Thr

val
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Lys

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu
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Ser

Arg

Leu

Ser

Gln
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Leu

Phe

53

Ile Ile Glu

300

Glu Val Cys

315

Thr Arg Lys

Ser Glu Lys

Leu

Ile

Phe

Val

Arg
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Leu

Lys

Leu

Tyr

Thr

Tyr

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Leu

Pro

Val

45

Glu

Val

Pro

Ile

Val
125

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Ser

30

Ile

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Leu Pro

Trp Val
320

Thr Ser
335

Lys Ser

Gly Phe
15

Gln Val

Gln Lys

Gly Val

Ser Glu

80

Leu Lys
95

Gln Leu

Thr Trp



Val

Ser
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Gly

Ser

Gly
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Lys
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Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser
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Asp

Glu

Ser

Asp
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Glu
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Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val
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Gln
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Ala

Gln

Thr

Pro
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Thr
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Gly
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Arg
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Leu
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Ile
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile
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Ser
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Tyr

Gly
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Trp
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Glu

Ala

Arg
340

<223> Sintetizado
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Arg

Ser
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Gly

Asn

Ser

Ser

Phe

245

Trp

Asn

Ala

Ser

Ala
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Ala
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Leu
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Phe
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Leu
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ES 2905791 T3

Leu

135

val

Ala

Ser

Glu

Phe

215

Gln

Asp

Gly

Leu

Leu
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Leu
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Ser

Glu
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Leu

Lys
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Asp
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Leu
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Trp
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Ser
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Gln
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Phe

Ser

Ser
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Leu

Leu
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Phe
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Thr

Leu

Lys

Leu

Lys
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Leu
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Lys

Leu
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Arg

Tyr
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Tyr
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Tyr
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Ile

Glu

315

Thr

Ser
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140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro
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Val

Glu

Arg

Pro

Ile

300
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Arg

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Thr

Ile

Leu

Phe
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Glu

Cys

Lys

Lys

Lys

Ser

Ala
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Gly

Gln

Gln

Gly

Ser
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Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Thr
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Gly

Phe
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Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335
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Gly
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Ser
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Val
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Thr
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Thr

Gly
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Pro
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Ser
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Ser
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Gln
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Tyr

Lys
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Ser
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Glu
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Thr

Gly
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Thr

Gly

Phe

35

Arg
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Pro

Gln

Ala
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Gln

Thr

Ser

Gly

Gly
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Lys

Asp
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Arg
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Leu

Lys
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Lys
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Val
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Ser
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Tyr

Gly

Tyr
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Trp

Asp
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Gln
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Gly
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Tyr
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Ala
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Ile

Lys

Ile
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Leu

55

Gly

Phe
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Leu
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Ala
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Leu
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Ala
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Leu

Cys

Leu
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Cys
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Leu
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Leu

Phe
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Ala
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Leu

Leu

Ile
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Leu
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Leu
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Arg

Tyr

Gln

Tyr

Ser

Asn

Asp

60

Tyr
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Cys

Lys
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Gln
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Thr
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Trp
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225

Gln

Tyr
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Glu
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Phe

Arg

Val
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Gln
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Ala

Gln

Thr

Pro
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Lys

Arg
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Leu
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Lys

Lys
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Val
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Trp
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Arg
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Phe

245

Trp
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Ala
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Ala
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Lys
1
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Leu Arg

Leu Asp
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Phe
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Leu

35

Lys
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Arg
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Leu
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Phe

Val

Arg

Leu
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Leu
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Phe
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Leu
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Tyr
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Tyr
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Tyr
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Thr
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Val
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Leu

Trp

Leu

Ser
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Leu

Phe
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Ser
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Gly

Gln
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Gln
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Phe

Val
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Gln

Leu

Lys

Leu

Lys
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Leu

Phe
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Lys

Val

Glu
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Tyr

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Val

Cys
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Gly

Ile

val

Glu

Arg

Pro

Ile
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Vval

Arg

Glu

Asp
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Tyr
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Thr

Ile

Leu

Phe
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Cys

Lys
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Gly

Phe

Arg
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Gln
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Ser
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Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
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Asp

Lys
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Arg

Glu

Leu

Lys

Ala
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Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly
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Trp
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Leu

Pro
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Ser
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Tyr
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Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp
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<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 23

Lys Glu Phe Leu Leu
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Ile Phe Ala Ser Ile
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Leu Arg Leu Arg Phe

Leu Asp Lys Leu Val
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Gly Ser Val Ser Arg
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Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
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70

Gln
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Glu

Thr

Tyr

Thr

Tyr

Asp

Tyr
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Gln

Ile

Glu
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Arg
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Leu

Pro

Val

Glu
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Glu

Cys
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Lys

Ala
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Leu

Phe
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Leu

Gln
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Thr

Thr

Gly
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Ser

Leu

Gln
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Thr
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Lys Leu Lys
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Gln Lys Gln Ala
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Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
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Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala

125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
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Val

Lys
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Glu

Lys
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Leu

Trp
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Val
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Gly

Ile
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Leu

Pro

Val
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Gln

Tyr
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Arg
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Gln

Ala
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Glu

Leu

Lys
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Trp

Asp
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Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
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Val Leu Asp
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado
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65
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Asn
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Leu
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Arg
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Leu
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Trp
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<400> 25
Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Phe Ala Cys Ile Gln Pro Arg Gln Gln Ser Lys Phe Lys His Ser
20 25 30

Leu Gln Leu Trp Phe Tyr Val Thr Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Thr Asp Tyr

Gly Ser Val Ser Asn Tyr Arg Leu Ser Glu Ile Lys Pro Leu His Asn
65 70 75 80

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Gly Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp

145

<210> 26

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 26

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1 5 10 15

Ile Phe Ala Cys Ile Gln Pro Arg Gln Gln Ser Lys Phe Lys His Ser
20 25 30
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Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

Gln

Asp

50

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 27

<211> 147

Leu

35

Lys

Ala

Thr

Vval

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

Trp

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

Phe

Val

Thr

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 27

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly
65

Glu

Phe

Gln

Asp

50

Gly

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Ala

Leu

Cys

20

Trp

Leu

Ser

Leu

Ile

Phe
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Gln

Tyr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Gln

Tyr

Asp

Tyr
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Glu
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Arg

Pro

Ile

vVal

Arg
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Leu

Pro

Val
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55

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys
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Lys

Ala

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

Lys

Val

Gln

Lys
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Leu

Trp

Thr

Phe
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Gln

Lys

Ala

Glu
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Thr

Gly

Ile
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Leu

Pro

val

Ser

Val

Ser

Gln

Tyr
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Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
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Thr

Gly

Phe

Thr Gln Arg

45

Gly Tyr Val

Ile
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60

Lys

Pro

Arg

Asn

Leu

Lys

Lys

110

Ile

val

Asp

Lys

30

Arg

Asn

Leu

Trp Phe

Asp Trp

His Asn

80

Gln Ala
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Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala

Gly Ser
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His Ser

Trp Phe

Asp Trp

His Asn
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Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 28

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 28

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Ser Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Tyr Asp

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Pro Ser Ala Lys Glu
115

Gln

Ile

Glu

Thr

Asn

Ser

val

Phe
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70

Asn

Ala

Ser
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val

Arg
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Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Glu

Tyr

Arg

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp
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Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

val
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Lys

Lys Leu Lys

90

Leu Pro Ser

Trp Val Asp

Thr Ser Glu

Leu
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Lys

Arg

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

61

Leu

Ile

Phe

Val

His
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Leu

Lys

Leu

140

Tyr

Asp

Asp

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Gln Lys Gln Ala

95

Ala Lys Glu Ser

110

Gln Ile Ala Ala

125

Thr Val Arg Ala

Leu

Pro

Val

45

Glu

Thr

Pro

Ile

Val
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Ala

Asn

30

Ala

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Gly
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Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Phe

Lys

Lys

Val

Gln
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Lys
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Ser
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Gly

Ser

Gly
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Lys
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Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro
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Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Arg

Leu
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Lys

Lys

Ile

val
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<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

val
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Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
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<223> Sintetizado
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Arg

Ser
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Gly

Asn

Ser

Gln

Phe

245

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala
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150

Gln
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Lys
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Leu

230
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Gly

Phe
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Leu

val
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Arg
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Leu

Leu
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Asp

Asn

Leu

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe
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Ala

Leu

Lys

Val

Thr
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Val
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Asp

Asp

Asp
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Ser

Ala
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Leu

Ser

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
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Ser

Ser

Ala
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Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Val

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

62

Lys

Leu
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Ala

Arg

Tyr

Arg

Glu

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Thr
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Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Thr

Pro

Ile

300

val

Arg

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala
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Ser

Gly
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Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Lys

Ser

Ala

Ala
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Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Thr

val

Ser

175

Gly

Phe

Thr

Lys

Val

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335
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Thr

Gly
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Ser

Ser

Val

Met

Thr

240

Gly
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Pro

Val
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val

Cys
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Gly
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Leu
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val

Ser
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Gly

Ser

Gly

Asp

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp
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Glu

Leu

Pro

Thr

Gly
210

Thr

Gly

Phe

35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys
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20

Lys

Arg

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val
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Ser

180

Tyr

Gly

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Asn

Ser

Ala

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile
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Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Phe
215

Glu

Tyr

Cys

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Phe

Ala

25

Leu

Lys

vVal

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Leu

10

Arg

Thr

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

63

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Arg

Tyr

Arg

Ser

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro
220

Leu

Pro

val

45

Glu

Ser

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Ser

Ala

Asn

30

Arg

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Thr

Phe

Arg

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

val

Met



Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

<210> 30

<211> 354

Lys

Arg

Arg

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Val

<212> PRT

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

Gln

Phe

245

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 30

Met

1

Val

Ser

Thr

Gly

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Thr

Gly

Phe

35

Arg

val

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Tyr

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Asn

Ser

val

Phe

His
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Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Tyr

Arg

40

Asp

Ser

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Ala

Phe

Val

250

Val

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Lys

Arg

Leu

Ser

64

Glu

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

His

val

Glu

Asp

Pro

Ile

300

Vval

Arg

Glu

Tyr

Asp

Asp

Asp

Tyr

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu

Pro

val

45

Glu

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Asn

30

Ala

Ile

Leu

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

val

320

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Val

Gln
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65 70 75 80

Ile Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys
85 90 95

Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu
100 105 110

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp
115 120 125

Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr
130 135 140

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Pro Gly Ser Val Gly
145 150 155 160

Gly Leu Ser Pro Ser Gln Ala Ser Ser Ala Ala Ser Ser Ala Ser Ser
165 170 175

Ser Pro Gly Ser Gly Ile Ser Glu Ala Leu Arg Ala Gly Ala Gly Ser
180 185 190

Gly Thr Gly Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val
195 200 205

Asp Gly Asp Gly Ser Ile Phe Ala Ser Ile Arg Pro Ser Gln Thr Met
210 215 220

Lys Phe Lys His Gln Leu Arg Leu Gly Phe Glu Val Gly Gln Lys Thr
225 230 235 240

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly
245 250 255

Tyr Val Arg Asp Asn Gly Ser Val Ser Val Tyr Thr Leu Ser Glu Ile
260 265 270

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu
275 280 285

Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro
290 295 300

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp lLys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val
305 310 315 320

Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser
325 330 335

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser
340 345 350

Ser Pro

<210> 31

65



<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 31

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Ala Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Tyr Asp
65

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Pro Ser Ala Lys Glu
115

Val Asp Gln Ile Ala
130

Ser Glu Thr Val Arg
145

Gly Leu Ser Pro Ser

Asn

Ser

Val

Phe

His

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln
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Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Glu

Tyr

Arg

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Leu

10

Lys

Arg

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

66

Leu

Ile

Phe

Val

His

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Tyr

Ser

Asp

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Leu

Pro

Val

45

Glu

Thr

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Ala

val

30

Ala

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

vVal

Ser

Phe

Lys

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser



Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

<210> 32

<211> 147

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Arg

Leu

275

Lys

Lys

Ile

val

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<223> Sintetizado

<400> 32

165

Gly

Asn

Ser

Gln

Phe

245

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

val
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Ser

Glu

Phe

215

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ala

185

Leu

Ser

Gly

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Val

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Arg

Tyr

Glu

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Ala

Leu

Pro

220

val

Glu

Asp

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Gly

Ala

205

Ser

Gly

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

175

Gly

Phe

Thr

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Ser

val

Met

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1

5

10

67

15



Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

val
145

Phe

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 33

<211> 147

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

Ser

20

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

Ile

Phe

vVal

Val

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 33

Lys Glu Phe

1

Leu

Leu
5

Ile Phe Ala Ser Ile

20

Leu Arg Leu Gly Phe

35

Leu Asp Lys

50

Leu

val

Arg

Glu

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Arg

Glu

Asp
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Pro

Val

Glu

55

Thr

Pro

Ile

vVal

Arg
135

Leu

Pro

val

Glu
55

Ser

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Ser

Gly

40

Ile

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Thr

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Lys

30

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Vval

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gln

Phe

Asn

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

10

15

Gln Thr Met Lys Phe Lys His Gln

25

30

Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe

45

Gly Val Gly Tyr Val Arg Asp Asn

68

60



Gly Ser Val Ser Val

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 34

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 34

Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Phe Ala Ser Ile
20

Leu Arg Leu Gly Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Val
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Arg

Glu

Asp

Tyr

70

Gln

Ile
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Asp

Pro

Ile

val

Arg
135

Leu

Pro

val

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Ser

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Thr

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

69

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Met

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys
110

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Gln

Phe

Asn

Asn

80

Ala

Ser



10
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Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp
145

<210> 35

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 35

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1 5 10 15

Ile Phe Ala Ser Ile Arg Pro Ser Gln Thr Met Lys Phe Lys His Gln
20 25 30

Leu Arg Leu Gly Phe Glu Val Gly Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Arg Asp Asn
50 55 60

Gly Ser Val Ser Val Tyr Asp Leu Ser Gln Ile Lys Pro Leu His Asn
65 70 75 80

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp
145

<210> 36
<211> 147
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

70



10

<220>

<223> Sintetizado

<400> 36

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

val
145

Glu

Tyr

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 37

<211> 147

Phe

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Lys

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<223> Sintetizado

<400> 37

Leu

Ile

Phe

Vval

His

Leu

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr
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Leu

Pro

vVal

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Asn

Ala

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Lys

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Ser

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

Val

Phe

His

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

1

5

10

71

15



Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

Tyr

Cys

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 38

<211> 147

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

Val

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

Arg

20

Thr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

Ile

Phe

vVal

Glu

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 38

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Glu

Tyr

Arg

Asp

50

Ser

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Ala

Leu

Lys

20

Arg

Leu

Ser

Leu

Ile

Phe

val

His

Arg

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Asp

Asp

Asp

Tyr
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Pro

val

Glu

55

Ser

Pro

Ile

vVal

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Gln

Asn

Arg

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Asn

Ala

40

Ile

Leu

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Lys

Lys

val

Gln

72

Cys

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Gly

Ile

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

val

Pro

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

His Ala

Trp Phe

Asp Ser

His Asn

80

Gln Ala

95

Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala

Gly Ser

15

His Val

Trp Phe

Asp His

His Asn



65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 39

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 39

Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Tyr Ala Lys Ile
20

Leu Arg Leu Arg Phe

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser His
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Ser

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu
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Pro

Ile

val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Val

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Val

Ala

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys
120

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

75

Lys Leu Lys

90

80

Gln Lys Gln Ala

95

Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser

110

Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala

125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala

Phe

10

Lys

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

73

Val

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Gly

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

Gln
125

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Ser

Val

Phe

His

Asn

80

Ala

Ser

Ala
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Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala

130
Val Leu Asp
145
<210> 40
<211> 354
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 40
Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Tyr Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
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Gly Tyr Val Ala Asp
65
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Trp
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Gln
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Asn

Pro

310

Leu
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Glu

Tyr
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Ala

Asp

Ser

Leu
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Asn

Leu

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val
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ES 2905791 T3

Phe

215

Lys

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Leu

Pro

Ile Val

Asp

Glu

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

val

Lys

Asp

Asp

Ala

Glu

Ser

40

Ile

Ser

Gln

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Ile

Phe

Val

250

Phe

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Glu

Glu

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Gly Phe Val

10

Gln Arg Tyr

25

Gln Lys Thr

Gly Val Gly

80

Pro

220

val

Glu

Arg

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Glu

Tyr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Arg

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Tyr

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Asp Gly Asp Gly Ser

15

Lys Phe Lys His Arg

30

Gln Arg Arg Trp Phe

45

Tyr Val Ala Asp Leu



50

Gly Ser Val Ser Glu

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 45

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 45

Lys Glu Phe Leu Leu
1 5

Ile Phe Ala Ser Ile
20

Leu Arg Leu Tyr Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val

Gly Ser Val Ser Glu

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Tyr

70

Gln

Ile

Glu
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Ser

Ile

Phe

Val

His

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 49

Lys Glu Phe

1

Leu

Ile Tyr Ala Ser

Leu Ala Leu

35

Leu Asp Lys

50

20

Ile

Leu

Leu

Ile

Phe

val

Glu

Gln

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Pro

vVal

Glu

55

Ala

Pro

Ile

Val

Arg
135

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Lys

Lys

val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Tyr

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Phe

Arg

45

val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Lys

30

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys

110

Ile

vVal

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Arg

Phe

Thr

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

10

Glu Pro Arg Gln Lys

25

Gln Val Thr Gln Lys

40

Asp Glu Ile Gly Val

55

84

15

Tyr Lys Phe Lys His Arg

30

Thr Gln Arg Arg Trp Phe

45

Gly Tyr Val Arg Asp Thr

60



Gly Ser Val Ser His

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 50

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 50

Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Tyr Ala Ser Ile
20

Leu Arg Leu Trp Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Tyr
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Cys

Asn

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

ES 2905791 T3

Ala

Pro

Ile

val

Arg
135

Leu

Pro

val

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Ala

Ala

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln
105

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Lys

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

85

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Leu

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Cys

Leu

Lys

Lys
110

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Glu

Phe

Lys

Asn

80

Ala

Ser



10

ES 2905791 T3

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp

145

<210> 51

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 51

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Tyr Ala Ser Ile Glu Pro Arg Gln Lys Tyr Lys Phe Lys His Arg
20 25 30

Leu Ala Leu Ile Phe Gln Val Thr Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Arg Asp Ala
50 55 60

Gly Ser Val Ser His Tyr Val Leu Ser Glu Ile Lys Pro Leu His Asn
65 70 75 80

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
85 90 95

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
100 105 110

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp
145

<210> 52
<211> 354
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

86



<220>

<223> Sintetizado

<400> 52

Met

1

val

Gly

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly
210

Thr

Gly

Phe

35

Arg

vVal

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Thr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Asn

Ser

Arg

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

ES 2905791 T3

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr
215

Glu

Tyr

Ser

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Phe

Ala

25

Leu

Lys

val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Thr

Leu

10

Cys

Ser

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

87

Leu

Ile

Phe

Val

Asn

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ile

Tyr

Arg

Gln

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro
220

Leu

Pro

val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Ser

Ala

Cys

30

Thr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Trp

Phe

Trp

Lys

Val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

val

Arg



Lys Phe Lys His Gln
225

Gln Arg Arg Trp Phe
245

Tyr Val His Asp Ala
260

Lys Pro Leu His Asn
275

Lys Gln Lys Gln Ala
290

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Val Arg Ala

340

Ser Pro

<210> 53

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 53

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Leu Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Asn

Ser

Arg

Phe

ES 2905791 T3

val

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu
55

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Trp

Tyr
40

Asp

Arg

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Phe

Vval

250

Thr

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Ser

Glu

Leu

88

Thr

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

val

Glu

Tyr

Pro

Ile

300

Vval

Arg

Glu

Ala

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu Tyr Leu

Ile Ser Pro

Phe Asn Val

45

Val Asp Glu

60

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Leu

30

Thr

Ile

Lys

Val

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

val

320

Ser

Ser

Phe

Cys

Lys

Val



ES 2905791 T3

Gly Tyr Val Arg Asp Thr Gly Ser Val Ser Gln Tyr Arg Leu Ser Glu

Ile Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys

Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu
100 105 110

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp
115 120 125

Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr
130 135 140

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Pro Gly Ser Val Gly
145 150 155 160

Gly Leu Ser Pro Ser Gln Ala Ser Ser Ala Ala Ser Ser Ala Ser Ser
165 170 175

Ser Pro Gly Ser Gly Ile Ser Glu Ala Leu Arg Ala Gly Ala Gly Ser
180 185 190

Gly Thr Gly Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val
195 200 205

Asp Gly Asp Gly Ser Ile Tyr Ala Cys Ile Ile Pro Ser Gln Gly Arg
210 215 220

Lys Phe Lys His Gln Leu Ile Leu Arg Phe Thr Val Ala Gln Lys Thr
225 230 235 240

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly
245 250 255

Tyr Val Ser Asp Thr Gly Ser Val Ser Thr Tyr Val Leu Ser Gln Ile
260 265 270

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu
275 280 285

Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro
290 295 300

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val
305 310 315 320

Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser
325 330 335

Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu Ser Glu Lys Lys Lys Ser
340 345 350

Ser Pro

<210> 54

89



<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 54

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Met Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Arg Asp

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Pro Ser Ala Lys Glu
115

Val Asp Gln Ile Ala
130

Ser Glu Thr Val Arg
145

Asn

Ser

Arg

Phe

Thr

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala
150

ES 2905791 T3

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Glu

Tyr

Leu

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Phe

Ala

25

Leu

Lys

val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Leu

10

Ser

Glu

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

90

Leu

Ile

Phe

vVal

Gln

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu
155

Tyr

Arg

Asn

Asn

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

val

125

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Phe

Gln

Lys

val

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly
160



Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

<210> 55

<211> 354

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Ser

Leu

275

Lys

Lys

Ile

Vval

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<223> Sintetizado

<400> 55

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Leu

Phe

245

Ser

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

ES 2905791 T3

Ala

Ser

Glu

Cys

215

Gln

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Val

Arg

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Gln

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

91

Ala

Arg

Tyr

Lys

Gln

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Arg

Pro

Ile

300

vVal

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

205

Gln

Ala

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ser

175

Gly

Phe

Tyr

Lys

vVal

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Ser

Ser

val

Asn

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser



Met

val

Met

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

Val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Thr

Gly

Phe

35

Arg

val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Arg

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Gln

Phe
245

Asn

Ser

Arg

Phe

Thr

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Leu

Asp

ES 2905791 T3

Glu

Tyr

Leu

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Phe

Ala

25

Leu

Lys

val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Thr

Arg

Leu

Leu

10

Ser

Glu

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

val
250

92

Leu

Ile

Phe

val

Gln

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Ile

Arg

235

Asp

Tyr

Arg

Asn

Asn

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Leu

Pro

val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Asn

Tyr

Ile

Ala

Ser

30

Thr

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

val

Ser

175

Gly

Phe

Cys

Lys

val
255

Phe

Gln

Lys

Val

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

His

Thr

240

Gly



Tyr Val

Lys Pro

Lys Gln
290

Ser Ala
305

Asp Gln

Glu Thr

Ser Pro

<210> 56

<211> 147

Glu

Leu

275

Lys

Lys

Ile

val

<212> PRT

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

Gln

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 56

Lys Glu
1

Ile Tyr

Leu Ser

Leu Asp

50

Gly Ser

Phe Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Leu

Cys

20

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu

Ile

Phe

Val

Asn

Leu
85

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

val

Tyr

Arg

Gln

Asp

Tyr

70

Gln

ES 2905791 T3

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ala

Cys

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Ser

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Phe

10

Trp

Lys

Val

Glu

Lys
90

93

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Val

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Thr

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Asp

Lys

30

Arg

Thr

Leu

Lys

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln
95

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Ser

Arg

Phe

Ser

Asn

80

Ala
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Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln

100

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys

115

120

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys

130
Val Leu Asp
145
<210> 57
<211> 147
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 57
Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Trp Ala Ser Ile
20

Leu Tyr Leu Glu Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Gln
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 58

Tyr

Ser

Asn

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

vVal

Arg
135

Ala

Leu

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser

110

Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala

125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala

Phe

10

Cys

Lys

val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

94

Val

Leu

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Arg

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg
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Tyr

Leu

Asp

50

Ser

Leu
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Asn
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Leu
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Thr
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Phe
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Leu
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Lys Glu Phe Leu Leu

Ile Tyr Ala Ser Ile
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Leu Leu Leu Glu Phe
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Leu Asp Lys Leu Val

Gly Ser Val Ser Gln
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Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
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Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp
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<213> Secuencia artificial
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<223> Sintetizado

<400> 60
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Thr
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Trp
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Tyr
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Gln
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Trp
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Asn Leu Val Leu Lys
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Leu Asn Asp Ser Lys
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Val Leu Asp
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Lys Glu Phe Leu Leu
1 5
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35
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Trp

Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu
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Trp
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115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
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<400> 62

Lys Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser
1 5 10 15

Ile Cys Ala Val Ile Lys Pro Gln Gln Tyr Asn Lys Phe Lys His Leu
20 25 30

Leu Gln Leu Arg Phe Gln Val Ala Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe
35 40 45

Leu Asp Lys Leu Val Asp Glu Ile Gly Val Gly Tyr Val Ser Asp Ser
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Gly Ser Val Ser Gln Tyr Arg Leu Ser Gln Ile Lys Pro Leu His Asn

Phe Leu Thr Gln Leu Gln Pro Phe Leu Lys Leu Lys Gln Lys Gln Ala
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Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser
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Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys Thr Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala
115 120 125

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys Thr Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala
130 135 140

Val Leu Asp
145

<210> 63
<211> 147
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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Tyr

Leu

Asp

50

Ser

Leu
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Phe
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Trp
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Gln
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Thr

Asp
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Arg

Glu
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Val

Gly
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His

Trp
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Gln
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Glu

Ala

Arg

Ser

Gln

Phe
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Tyr
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Gly
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Ile

Leu
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Ser
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Ser
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Lys
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Gln

Tyr

Asp

Lys

Gln

50

Tyr
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Ser

Asp
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Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Vval

Gly
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35

Arg

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Ser

Asp
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Lys

Arg

Val

Leu

Lys

100

Lys

Ile

val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Asn

Phe

245

His

Ser

Gln

Phe

Ser

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val
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Ser

Glu

Phe

215

Arg

Asp

Ser
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Tyr

Arg

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val
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Lys

Asp

Asp

Ser

Ala
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Leu

Arg

Ser

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Leu

Ser

Gln
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Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Ser

100

Ile

Phe

Val

Asn

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu
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Arg

Tyr

Val
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235

Asp

Tyr

Gln

Asp

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr
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Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

vVal

Glu
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Pro

Val
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Glu
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Pro
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Val
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Ser
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Ala

205
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Tyr
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Leu

Arg
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Thr
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Leu
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Glu
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Lys

Ser

Ala
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Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

Gln
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Leu
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Gln

Thr

Thr

val
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175

Gly

Phe

Thr

Lys

Val
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Glu

Thr

Lys

Val

Gln
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Lys

Leu

Trp

Thr

Gly
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Ser
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Gly

Thr
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Lys Pro Leu His Asn
275

Lys Gln Lys Gln Ala
290

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Val Arg Ala

340

Ser Pro
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<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 65

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Gly Lys Phe Lys His

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Thr Asp
65

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Phe

Asn

Pro

310

Leu

val

Asn

Ser
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Phe
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70

Asn

Ala
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Leu

Leu
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Leu
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Leu

Leu
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Phe

Asn

Thr
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Val
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Asp

Asp

Glu

Tyr

Arg

40
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Ser

Leu

Leu

265

Gln

Leu

Phe
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345
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Leu
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val

Thr

vVal
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Leu

Lys

Leu
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Leu

Leu
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Arg
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Leu

Ser

Gln
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Leu
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Ile

Glu
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Thr

Ser

Leu

Ile
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Val

Gly
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Leu

Lys

Pro

Ile
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Val

Arg

Glu

Tyr

Gly

Ser
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Tyr

Gln

Ile

Phe
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Glu

Cys

Lys
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Leu

Pro

Vval

45

Glu
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Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Leu

30

Tyr
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Leu

Phe

Glu
110

Lys

Leu

Trp
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335
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Gly
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Leu
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Gln

Leu

Pro

Val
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Pro Ser Ala Lys Glu
115

Val Asp Gln Ile Ala
130

Ser Glu Thr Val Arg
145

Gly Leu Ser Pro Ser
165

Ser Pro Gly Ser Gly
180

Gly Thr Gly Tyr Asn
195

Asp Gly Asp Gly Ser
210

Lys Phe Lys His Gln
225

Gln Arg Arg Trp Phe
245

Tyr Val His Asp Asn
260

Lys Pro Leu His Asn
275

Lys Gln Lys Gln Ala
290

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Val Arg Ala
340

Ser Pro
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<213> Secuencia artificial
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Ile

Leu
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Gly
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Pro
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Leu

val

Pro
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val
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Ser
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Tyr

215

Arg

Asp
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Leu

Leu
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Asp

Asn

Leu
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Leu
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Glu

Phe
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Ala

Leu

Lys
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Thr
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val
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Asp

Asp
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Asp
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Ala
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Leu

Ser

Tyr
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Ser
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Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ser

Ser

Ala
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Leu

Leu

Ile

Phe
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Ser

Leu

Lys

Leu
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330

Leu
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Leu

Lys
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Glu
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Asp
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Glu
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Thr

Ser

Glu
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140

Pro
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Ala
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Glu
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Thr
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Trp
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Asn

Pro

Leu

135

vVal

Ala

Ser

Glu

Glu
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Leu
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Val
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Leu
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Leu
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Leu
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Ile

Phe
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Leu
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Cys
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Trp
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Asp Gly Asp Gly Ser
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Lys Phe Lys His Gln
225

Gln Arg Arg Trp Phe
245

Tyr Val His Asp Asn
260
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275

Lys Gln Lys Gln Ala
290

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Val Arg Ala
340

Ser Pro
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<223> Sintetizado
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230
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Pro
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Leu
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Leu

Phe

Ser

Ser
345

Ile His Pro
220

Phe Asp Val
235

Val Asp Glu
250

Ser Tyr Lys

Leu Gln Pro
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Trp
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45



Thr

Gly

Ile
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245
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Phe

215

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu
295

ES 2905791 T3

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Val

Thr

val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Ser

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Leu Val

Ser Ser

Gln Leu

90

Leu Lys

Phe Leu

Ser Lys

Ser Leu

155

Ala Ala

170

Leu Arg

Leu Tyr

Ile Gln

Phe Asp

235

Val Asp

250

Trp Tyr

Leu Gln

Lys Ile

105

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Val

Glu

Arg

Pro

Ile
300

Glu

Thr

Pro

Ile

val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Ser

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Ser

Lys

val

255

Glu

Lys

Leu

Vval

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Tyr

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro



10

Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Vval Arg Ala
340

Ser Pro

<210> 68

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 68

Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Tyr Ala Tyr Ile
20

Leu Arg Leu Tyr Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Asn

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys

130

Val Leu Asp
145

<210> 69
<211> 147
<212> PRT

ES 2905791 T3

Pro Asp Lys Phe

310

Leu

Leu Asn Asp Ser Lys

330

Val Leu Asp Ser Leu

Tyr

Gln

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Leu

Pro

Val

Glu

55

Lys

Pro

Ile

val

Arg
135

Ala

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

345

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Thr

Lys

Vval

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

106

Glu Val Cys Thr Trp Val

315

320

Thr Arg Lys Thr Thr Ser

Ser Glu Lys Lys

Val

Tyr

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

350

Asp

Lys

30

Arg

Vval

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

335

Lys

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Ser

Gln

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 69

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

val
145

Glu

Tyr

Arg

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 70

<211> 147

Phe

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

20

Tyr

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<223> Sintetizado

Leu

Ile

Phe

Vval

Ser

Leu

Lys

Leu

Lys

Tyr

Glu

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Leu

Pro

vVal

Glu

55

Lys

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Lys

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Asn

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

107

vVal

Arg

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

His

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

Gln

Phe

Asn

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



<400> 70
Lys Glu Phe Leu Leu
1 5

Ile Tyr Ala Ser Ile
20

Leu Arg Leu Tyr Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Ser

Phe Leu Thr Gln Leu

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 71

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 71

Lys Glu Phe Leu Leu
1 5

Ile Phe Ala Ser Ile
20

Leu Arg Leu Ser Phe
35

Tyr

His

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Leu

Pro

vVal

Glu

55

Lys

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Ser

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe Val Asp
10

Pro Lys Lys

Lys Thr Gln

Val Gly Tyr
60

Glu Ile Lys
75

Lys Leu Lys
90

Leu Pro Ser

Trp Val Asp

Thr Ser Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

His

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly Ser
15

His Gln

Trp Phe

Asp Asn

His Asn

80

Gln Ala

95

Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala

Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

10

15

Gln Pro Arg Gln Ser Tyr Lys Phe Lys His Gln

25

30

Asp Val Ser Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe

40

108

45



Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

Val Leu

145

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

<210> 72

<211> 147

Lys

Val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

Val

Trp

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 72

Lys
1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Glu

Phe

Arg

Asp

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

Leu

20

Ser

Leu

Ser

Gln

Leu

Ile

Phe

vVal

Ser

Leu

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

val

Ala

Asp

Tyr

70

Gln

ES 2905791 T3

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

Val

Glu

55

His

Pro

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Ala

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Thr

Lys

Val

Glu

Lys
90

109

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Val

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Gln

Ala

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Ser

Leu

Lys

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

Arg

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Asn

Phe

His

Asn

80

Ala
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ES 2905791 T3

Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln

100

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys

115

120

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys

130
Val Leu Asp
145
<210> 73
<211> 147
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 73
Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Tyr Ala Arg Ile
20

Leu Arg Leu Thr Leu
35

Leu Asp Lys Leu Val
50

Gly Ser Val Ser Gly
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 74

Tyr

Gly

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

135

Leu

Pro

vVal

Glu

55

His

Pro

Ile

val

Arg
135

Ala

Leu

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser

110

Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala

125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala

Phe

10

Gln

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

110

Val

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

vVal

Ser

140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Thr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Ser

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



10

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 74

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

Glu

Tyr

Arg

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 75

<211> 147

Phe

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<223> Sintetizado

<400> 75

Leu

Ile

Phe

Val

Ser

Leu

85

Lys

Leu

Lys

Tyr

Leu

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Leu

Pro

vVal

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Gln

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Ser

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

111

vVal

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Ser

Leu

Lys

Lys

110

Ile

val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Gly

Phe

His

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys Glu Phe Leu Leu

Ile Ala Ser Ile

20

Tyr

Leu Phe

35

Leu Arg Arg

Leu Asp Lys Leu Val

Gly
65

Ser Val Ser Ser

Phe Thr Gln Leu

85

Leu

Val Leu

100

Asn Leu Lys

Pro Asp Lys Phe Leu

115

Asn Ser

130

Leu Asp Lys

val
145

Leu Asp

<210> 76

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 76

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

His Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp

Tyr

Leu

Ser

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Asn

Ser

Thr

Phe

ES 2905791 T3

Leu

Pro

vVal

Glu

55

Thr

Pro

Ile

Val

Arg
135

Lys

Ile

Leu

Leu

Ala

Gln

Tyr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Ser

Lys

Val

Gln

Lys

90

Leu

Trp

Thr

vVal

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

val

Ser

Asp Gly Asp Gly Ser

15

Lys Phe Lys His

30

Gly

Gln Arg Phe

45

Arg Trp

Tyr Val Ser His

60

Asp

Asn
80

Lys Pro Leu His

Gln Gln

95

Lys Lys Ala

Ser Ala Lys Glu Ser

110

Gln
125

Asp Ile Ala Ala

Glu
140

Thr Val Arg Ala

Glu Phe Leu Leu Tyr Leu Ala Gly Phe

10

Phe Ala Cys Ile

25

Ser Leu Arg Phe

40

Asp Lys Leu Val

112

15

Leu Pro Lys Gln Ser
30

Thr Val Gly Gln Lys
45

Asp Glu Ile Gly Val



Gly

Ile

Leu

Pro

val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

val

Pro

Gln
290

Val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Tyr

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

245

Ser

Asn

Ala

Leu

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

val

Ala

Ser

Glu

Phe

215

Asp

Asp

Ser

Leu

Leu
295

ES 2905791 T3

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

val

Thr

280

Val

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Arg

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Gln

Leu

Lys

113

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Arg

Asp

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

vVal

Glu

Arg

Pro

Ile
300

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Thr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Vval

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Val

255

Glu

Lys

Leu

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Gly

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro



Ser Ala Lys Glu Ser
305

Asp Gln Ile Ala Ala
325

Glu Thr Vval Arg Ala
340

Ser Pro

<210> 77

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 77

Met Asn Thr Lys Tyr

1 5

Val Asp Gly Asp Gly
20

Ala Lys Phe Lys His
35

Thr Gln Arg Arg Trp
50

Gly Tyr Val Ile Asp
65

Ile Lys Pro Leu His
85

Leu Lys Gln Lys Gln
100

Pro Ser Ala Lys Glu
115

Val Asp Gln Ile Ala
130

Ser Glu Thr Val Arg

ES 2905791 T3

Pro Asp Lys Phe

310

Leu Asn Asp Ser

Val Leu Asp Ser

Asn

Ser

Gly

Phe

Leu

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Glu

Phe

Ile

40

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Thr

Trp

Leu

Ser

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser

114

Glu Val Cys Thr

315

Thr Arg Lys Thr

Ser Glu Lys Lys

Leu

Ile

Phe

val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

Tyr

Gln

Thr

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

Val

125

Arg

Gly

350

Ala

Arg

30

Gly

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

Val

val
320

Ser

Ser

Phe

Ser

Lys

Ala

Glu

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly



145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Tyr

Lys

Lys

Ser

305

Asp

Glu

Ser

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Val

Pro

Gln

290

Ala

Gln

Thr

Pro

<210> 78

<211> 354

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Tyr

Leu

275

Lys

Lys

Ile

val

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

260

His

Gln

Glu

Ala

Arg
340

<223> Sintetizado

<400> 78

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Thr

Phe

245

Ser

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

ES 2905791 T3

Ala

Ser

Glu

Phe

215

Asp

Asp

Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Arg

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

250

Gln

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

115

155

Ala

Arg

Tyr

Arg

Asp

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

220

val

Glu

Arg

Pro

Ile

300

val

Arg

Glu

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Thr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

Val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

160

Ser

Ser

Val

Gly

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser



Met

Val

Pro

Thr

Gly

65

Ile

Leu

Pro

val

Ser

145

Gly

Ser

Gly

Asp

Lys

225

Gln

Asn

Asp

Lys

Gln

50

Tyr

Lys

Lys

Ser

Asp

130

Glu

Leu

Pro

Thr

Gly

210

Phe

Arg

Thr

Gly

Phe

35

Arg

val

Pro

Gln

Ala

115

Gln

Thr

Ser

Gly

Gly

195

Asp

Lys

Arg

Lys

Asp

20

Lys

Arg

Leu

Leu

Lys

100

Lys

Ile

Val

Pro

Ser

180

Tyr

Gly

His

Trp

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His

85

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

165

Gly

Asn

Ser

Ser

Phe

Asn

Ser

Asp

Phe

Leu

70

Asn

Ala

Ser

Ala

Ala

150

Gln

Ile

Lys

Ile

Leu

230

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Asn

Pro

Leu

135

Val

Ala

Ser

Glu

Tyr

215

Glu

Asp
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Glu

Phe

Val

40

Asp

Gly

Leu

Leu

Asp

120

Asn

Leu

Ser

Glu

Phe

200

Ala

Leu

Lys

Phe

Ala

25

Leu

Lys

val

Thr

Val

105

Lys

Asp

Asp

Ser

Ala

185

Leu

Ser

Lys

Leu

Leu

10

Thr

Trp

Leu

Ser

Gln

90

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

170

Leu

Leu

Ile

Phe

Val

116

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Gln

Asp

235

Asp

Tyr

Arg

Thr

Asp

60

Tyr

Gln

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

Vval

Glu

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ile

val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Thr

Ile

Ala

Arg

30

Gly

Ile

Leu

Phe

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

95

Gln

Thr

Thr

val

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

val

Phe

Arg

Lys

Ala

Gln

80

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Arg

Thr

240

Gly



Tyr Val Tyr Asp
260

Lys Pro Leu His
275

Lys Gln Lys Gln
290

Ser Ala Lys Glu
305

Asp Gln Ile Ala

Glu Thr Val Arg
340

Ser Pro

<210> 79

<211> 354

<212> PRT

245

Ser

Asn

Ala

Ser

Ala

325

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado
<400> 79

Met Asn Thr Lys

1

Val Asp Gly Asp
20

Ala Lys Phe Lys
35

Thr Gln Arg Arg
50

Gly Tyr Val Val
65

Ile Lys Pro Leu

Tyr

Gly

His

Trp

Asp

His
85

Gly

Phe

Asn

Pro

310

Leu

Val

Asn

Ser

Gln

Phe

Ala

70

Asn
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Ser

Leu

Leu

295

Asp

Asn

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

55

Gly

Phe

Val

Thr

280

Val

Lys

Asp

Asp

Glu

Phe

val

40

Asp

Ser

Leu

Ser

265

Gln

Leu

Phe

Ser

Ser
345

Phe

Ala

25

Leu

Lys

Val

Thr

250

Ser

Leu

Lys

Leu

Lys

330

Leu

Leu

10

Thr

Trp

Leu

Ser

Gln
90

117

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Leu

Ile

Phe

Val

Glu

75

Leu

Arg

Pro

Ile

300

vVal

Arg

Glu

Tyr

Trp

Ala

Asp

60

Tyr

Gln

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Leu

Pro

Val

45

Glu

Arg

Pro

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys
350

Ala

Arg

30

Gly

Ile

Leu

Phe

255

Glu

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Gly

15

Gln

Gln

Gly

Ser

Leu

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser

Phe

Ser

Lys

Ala

Glu

80

Lys



ES 2905791 T3

Leu Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu
100 105

Pro Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe
115 120

Val Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser
130 135

Ser Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser
145 150

Gly Leu Ser Pro Ser Gln Ala Ser Ser Ala
165 170

Ser Pro Gly Ser Gly Ile Ser Glu Ala Leu
180 185

Gly Thr Gly Tyr Asn Lys Glu Phe Leu Leu
195 200

Asp Gly Asp Gly Ser Ile Tyr Ala Ser Ile
210 215

Lys Phe Lys His Ser Leu Glu Leu Lys Phe
225 230

Gln Arg Arg Trp Phe Leu Asp Lys Leu Val
245 250

Tyr Val Tyr Asp Ser Gly Ser Val Ser Ser
260 265

Lys Pro Leu His Asn Phe Leu Thr Gln Leu
275 280

Lys Gln Lys Gln Ala Asn Leu Val Leu Lys
290 295

Ser Ala Lys Glu Ser Pro Asp Lys Phe Leu
305 310

Asp Gln Ile Ala Ala Leu Asn Asp Ser Lys
325 330
Glu Thr Val Arg Ala Val Leu Asp Ser Leu

340 345

Ser Pro
<210> 80
<211> 147
<212> PRT

118

Lys

Leu

Lys

Leu

155

Ala

Arg

Tyr

Gln

Asp

235

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

315

Thr

Ser

Ile

Glu

Thr

140

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

220

val

Glu

Arg

Pro

Ile

300

Val

Arg

Glu

Ile

Val

125

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Arg

Thr

Ile

Leu

Phe

285

Glu

Cys

Lys

Lys

Glu

110

Cys

Lys

Ser

Ala

Ala

190

Gly

Gln

Gln

Gly

Ser

270

Leu

Gln

Thr

Thr

Lys

350

Gln

Thr

Thr

Val

Ser

175

Gly

Phe

Gly

Lys

val

255

Gln

Lys

Leu

Trp

Thr

335

Lys

Leu

Trp

Thr

Gly

160

Ser

Ser

Val

Arg

Thr

240

Gly

Ile

Leu

Pro

Val

320

Ser

Ser
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 80

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

val
145

Glu

Phe

Asp

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 81

<211> 147

Phe

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Ser

20

Arg

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<223> Sintetizado

<400> 81

Leu

Ile

Phe

Vval

Gln

Leu

Lys

Leu

Lys

Tyr

Arg

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr
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Leu

Pro

vVal

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

119

vVal

Gly

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Thr

Phe

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys Glu Phe Leu Leu

Ile Phe Ala Ser Ile
20

Leu Asp Leu Arg Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val

Gly Ser Val Ser Gln
65

Phe Leu Thr Gln Leu

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 82

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 82

Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Tyr Ala Ser Ile
20

Leu Glu Leu Lys Phe

Tyr

Arg

Asp

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr
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Leu

Pro

vVal

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe Val Asp
10

Gly Gly Lys

Lys Thr Gln

Val Gly Tyr
60

Gln Ile Lys
75

Lys Leu Lys
90

Leu Pro Ser

Trp Val Asp

Thr Ser Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly Ser
15

His Thr

Trp Phe

Asp Ser

His Asn

80

Gln Ala

95

Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala

Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

10

15

Gln Pro Arg Gln Gly Arg Lys Phe Lys His Ser

25

30

Asp Val Thr Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe

120



Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

Val
145

Asp

50

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 83

<211> 147

35

Lys

Val

Thr

val

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

Val

Ser

Leu

85

Lys

Leu

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 83

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

Phe

Glu

Tyr

Glu

Asp

50

Ser

Leu

Phe

Ala

Leu

35

Lys

Val

Thr

Leu

Ser

20

Lys

Leu

Ser

Gln

Leu

Ile

Phe

Val

Ser

Leu
85

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

Tyr

Gln

Asp

Asp

Tyr

70

Gln
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Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Leu

Pro

val

Glu

55

Arg

Pro

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Ala

Arg

Thr

40

Ile

Leu

Phe

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

val

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

Phe

10

Gly

Lys

Val

Gln

Lys
90

121

Gly

Ile

75

Leu

Pro

val

Ser

Val

Arg

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Gly

Phe

Arg

45

vVal

Pro

Gln

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln
95

Ser

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Ser

Phe

Ser

Asn

80

Ala
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Asn Leu Val Leu Lys Ile Ile Glu Gln

100

Pro Asp Lys Phe Leu Glu Val Cys

115

120

Leu Asn Asp Ser Lys Thr Arg Lys

130
Val Leu Asp
145
<210> 84
<211> 147
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizado
<400> 84
Lys Glu Phe Leu Leu

1 5

Ile Phe Ala Cys Ile
20

Leu Ser Leu Arg Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val

Gly Ser Val Ser Glu
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp
145

<210> 85
<211> 147
<212> PRT

Tyr

Leu

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

135

Leu

Pro

Val

Glu

55

Arg

Pro

Ile

vVal

Arg
135

Ala

Lys

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

105

Thr

Thr

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Leu Pro Ser Ala Lys Glu Ser

110

Trp Val Asp Gln Ile Ala Ala

125

Thr Ser Glu Thr Val Arg Ala

Phe

10

Ser

Lys

Vval

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

122

Val

His

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

140

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Tyr

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ser

Thr

Phe

Leu

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 85

Lys

1

Ile

Leu

Leu

Gly

65

Phe

Asn

Pro

Leu

val
145

Glu

Phe

Ile

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Asn

130

Leu

<210> 86

<211> 147

Phe

Ala

Leu

35

Lys

val

Thr

vVal

Lys

115

Asp

Asp

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Thr

20

Trp

Leu

Ser

Gln

Leu

100

Phe

Ser

<223> Sintetizado

<400> 86

Leu

Ile

Phe

Vval

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

Tyr

Gln

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr
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Leu

Pro

vVal

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe

10

Ser

Lys

Ala

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

123

vVal

Ala

Thr

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Asp

Lys

Gln

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Ile

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly

15

His

Trp

Asp

His

Gln

Glu

Ala

Arg

Ser

Gly

Phe

Leu

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala



Lys Glu Phe Leu Leu

Ile Phe Ala Thr Ile
20

Leu Val Leu Trp Phe
35

Leu Asp Lys Leu Val

Gly Gly Val Ser Glu
65

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 87

<211> 147

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado
<400> 87

Lys Glu Phe Leu Leu
1 5

Ile Phe Ala Thr Ile
20

Leu Val Leu Trp Phe
35

Tyr

Arg

Thr

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Leu

Pro

vVal

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ala

Arg

Gly

40

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Gln

25

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Phe Val Asp
10

Arg Pro Lys

Lys Thr Gln

Ala Gly Tyr
60

Gln Ile Lys
75

Lys Leu Lys
90

Leu Pro Ser

Trp Val Asp

Thr Ser Glu
140

Gly

Phe

Arg

45

Vval

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Asp

Lys

30

Arg

Leu

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Gly Ser
15

His Asp

Trp Phe

Asp Leu

His Asn

80

Gln Ala

95

Glu Ser

Ala Ala

Arg Ala

Tyr Leu Ala Gly Phe Val Asp Gly Asp Gly Ser

10

15

Trp Pro Arg Gln Ser Ala Lys Phe Lys His Gln

25

30

Ala Val Gly Gln Lys Thr Gln Arg Arg Trp Phe

40

124

45



10

15

20

Leu Asp Lys Leu Val

Gly Ser Val Ser Glu

Phe Leu Thr Gln Leu
85

Asn Leu Val Leu Lys
100

Pro Asp Lys Phe Leu
115

Leu Asn Asp Ser Lys
130

Val Leu Asp

145

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 88

cctttcaact ccatctccat 20
<210> 89

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 89

acatacggtt tagtcacaag t 21
<210> 90

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Sintetizado

<400> 90

Asp

Tyr

70

Gln

Ile

Glu

Thr

ES 2905791 T3

Glu

55

Arg

Pro

Ile

Val

Arg
135

Ile

Leu

Phe

Glu

Cys

120

Lys

Gly

Ser

Leu

Gln

105

Thr

Thr

Ala

Glu

Lys

90

Leu

Trp

Thr

125

Gly

Ile

75

Leu

Pro

Val

Ser

Tyr

60

Lys

Lys

Ser

Asp

Glu
140

val

Pro

Gln

Ala

Gln

125

Thr

Val

Leu

Lys

Lys

110

Ile

Val

Asp

His

Gln

95

Glu

Ala

Arg

Ala

Asn

80

Ala

Ser

Ala

Ala
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20
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35
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tccagtcact taggctcag 19

<210> 91

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 91

cccttacagt tattaactac tctcatgagg ttcattcc 38
<210> 92

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 92

ccccggceact tgaaagtage agatgcaaga agggcaca 38
<210> 93

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 93

actataacca gcaccttgaa cttccect cata 34
<210> %4

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 94

gccctgectg tccattacac tgatgacatt atgctgac 38
<210> 95

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

126
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<220>

<223> Sintetizado

<400> 95

ggccctacaa ccattctgec tttcactttc agtgcaata 39
<210> 96

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 96 cacaaggggg aagagtgtga gggtgtggga taagaa 36

127
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento de la hemofilia A caracterizada por una inversion de
los exones 1-22 en un gen del Factor VIII, comprendiendo dicha composicion farmacéutica un portador
farmacéuticamente aceptable y un acido nucleico que codifica una nucleasa de ingenieria, en la que dicha nucleasa
de ingenieria se expresa in vivo, en la que dicha nucleasa de ingenieria tiene especificidad para una secuencia de
reconocimiento situada dentro de una secuencia int22h-1 de dicho gen del Factor VIII, en la que dicha secuencia
int22h-1 de dicho gen del Factor VIl tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 o la SEQ
ID NO: 4, en la que dicha secuencia de reconocimiento esta dentro de una secuencia codificante F8A1 que tiene al
menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 6, y en la que dicha nucleasa de
ingenieria es una meganucleasa de ingenieria, una TALEN, una nucleasa de dedos de zinc, una TALEN compacta,
una CRISPR o una megaTAL.

2. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha secuencia int22h-1 de
dicho gen del Factor VIIl comprende la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

3. La composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que dicha
secuencia codificante F8BA1 comprende la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 6.

4. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
dicho acido nucleico es un ARNm.

5. La composicién farmacéutica para su uso e acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
dicha composiciéon farmacéutica comprende un constructo de ADN recombinante que comprende dicho acido nucleico

6. La composicion farmacéutica para su uso e acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
dicha composiciéon farmacéutica comprende un vector viral que comprende dicho acido nucleico, y/o en la que dicho
vector viral es un vector AAV recombinante.

7. La composicién farmacéutica para su uso e acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dicha
nucleasa de ingenieria es una meganucleasa de ingenieria.

8. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicha secuencia de
reconocimiento consiste en la SEQ ID NO: 9.
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Primera subunidad Segundasubunldad
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Fig. 8A

Cebadores H1R y HIF

Fig. 8B

Cebadores H1F y H2/3R
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carriles 1y 4: estandar de peso molecular
carriles 2 y 5: celulas T humanas
carriles 3 y 6: celulas T humanas tratadas con nucleasa F8R3-4x.43

Fig. 11
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Fig. 128

carriles 1ay 1b:
carriles 2a 'y 2b:
carriles 3a y 3b:
carriles 4a y 4b:
carriles 5a y 5b:
carriles 6a y 6b:

ES 2905791 T3

estandar de peso molecular

celulas T de pacientes tratados con GFP

celulas T de pacientes tratados con nucleasa F8R3-4x.43
celulas T de pacientes tratados con nucleasa F8R11-12x.69
celulas T de pacientes tratados con nucleasa F8R15-16x.14
control sin plantilla
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