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DESCRIPCION

Método in vitro para fusionar dos 0 mas células, método in vitro para administrar un gen de interés y composicién
farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de |a solicitud provisional de los EE. UU. nim. 62/458.634, presentada el 14 de
febrero de 2017 titulada “INDUCTION OF CELL FUSION BY A NOVEL FUSION FACTOR™.

Derechos gubernamentales

Esta invencion se realiz6 con el apoyo del gobierno bajo NIH RO1AR068286 otorgado por los Institutos Nacionales
de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes

La fusion de las membranas plasmaticas parece necesaria para numerosos procesos bioloégicos de la concepcion
hasta el desarrollo del musculo esquelético, osteoclastos, trofoblastos y células gigantes. La regulacion molecular de
la fusién no se entiende todo lo bien que podria ser y la reconstituciéon de la fusogenicidad no se ha logrado con
proteinas de mamiferos. Especificamente, no se han identificado ciertos factores que participan en la coalescencia de
la membrana. También, los descubrimientos de proteinas de fusién especificas y el desarrollo de sistemas de
reconstitucién han sido histéricamente Utiles para descifrar miltiples tipos de fusién de membranas; sin embargo,
faltan estos sistemas para la fusién celular de mamiferos.

La fusion de mioblastos es un proceso altamente regulado esencial para la formacién muscular durante el desarrollo
y la regeneracién. Si bien se ha demostrado que numerosas proteinas contribuyen a la fusién de mioblastos de
mamiferos, la myomaker es la Unica proteina especifica del musculo conocida absolutamente necesaria para este
proceso. La expresion de myomaker en fibroblastos o células estromales mesenquimales (MSC, por sus siglas en
inglés) induce su fusion con células musculares. Los fibroblastos que expresan myomaker no se fusionan entre si,
indicando que estas células albergan la capacidad de fusionarse, pero solo en presencia de una célula fusogénica (tal
como una célula muscular). Por lo tanto, parece que se requieren factores miociticos adicionales que confieren
fusogenicidad para la reconstitucion de fusién en los fibroblastos myomaker-+.

Yan-Mei Chen y col.: “Molecular Cloning and Functional Analysis of ESGP, an Embryonic Stem Cell and Germ Cell Specific
Protein”, ACTA BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA SINICA, vol. 37, nim. 12, 1 de diciembre de 2005 (2005-12-01), paginas
789-796, describe la identificacién de varios genes corriente abajo Oct-4 putativos de las células madre embrionarias (ES)
de ratén usando el método de hibridacion supresora-sustractiva. En este estudio, uno de los genes nuevos que codifican
una proteina especifica de células ES y células germinales (ESGP) se clondé mediante una amplificacion rapida de los
extremos de ADNc. WO 2007/128984 A2 describe un método para la deteccion de la presencia o el riesgo de cancer en un
paciente, que comprende, con referencia a un control normal, la etapa para: (i) detectar el nivel de expresion de un gen
caracterizado por secuencias dadas, en una muestra aislada de un paciente, en donde un nivel de expresién aumentado
del gen caracterizado por cualquiera de una secuencia dada, o un nivel de expresién reducido del gen caracterizado por
cualquiera de las secuencias dadas, indica la presencia o el riesgo de cancer en el paciente del que se aislé la muestra.

Douglas P. Millay y col.: “Structure-function analysis of myomaker domains required for myoblast fusion”,
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, vol. 113, nim. 8, 8 de febrero de 2016 (2016-02-
08), paginas 2116-2121, describe el enfoque para explorar la estructura y las propiedades bioquimicas de myomaker
al alterar la expresién de myomaker en las lineas celulares musculares C2C12. El articulo presenta un modelo de
topologia de myomaker dentro de la membrana y describe la base mecanica de la funcion de los mioblastos.

WO 2014/210448 A1 se refiere a composiciones y métodos relacionados con la fusion de células musculares
inducida por myomaker. La seccion de métodos de este articulo se refiere a la generacién de ratones con
myomaker-/- y a métodos moleculares como la PCR en tiempo real, hibridaciones en el sitio, y asi sucesivamente.

S. M. Abmayr y col.: “Myoblast fusion: lessons from flies and mice”, DEVELOPMENT, vol. 139, nim. 4, 24 de enero de
2012 (24 de enero de 2012), paginas 641-656, describe un estudio en el que los datos indican que la mayoria de
myomaker esta incrustado en la membrana plasmatica con siete regiones que abarcan la membrana y una cola C-terminal
intracelular requerida. El estudio describe que la funcién de myomaker se conserva en otros ortélogos de mamiferos; sin
embargo, los miembros de la familia relacionados (TMEM8a y TMEMS8b) no presentan actividad fusogénica.

Pengpeng Bi y col.: “Control of muscle formation by the fusogenic micropeptide myomixer”, SCIENCE, vol. 356,
nam. 6335, 21 de abril de 2017 (21 de abril de 2017), paginas 323-327, concluyen en su estudio que el par
Myomixer-Myomaker controla la etapa critica de formacion de miofibras durante el desarrollo muscular.
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Qiao Zhang y col.: “The microprotein Minion controls cell fusion and muscle formation”,NATURE
COMMUNICATIONS, vol. 8, 1 de junio de 2017 (2017-06-01), pagina 15664, describe

Malgorzata E. Quinn y col.: “Myomerger induces fusion of non-fusogenic cells and is required for skeletal muscle
development”, NATURE COMMUNICATIONS, vol. 8, 1 de junio de 2017 (2017-06-01), pagina 15665, describe un
estudio que identifica al myomerger como una proteina de fusion de mioblastos fundamental y establece un sistema
que comienza a reconstituir la fusién de células de mamiferos.

Sampath y col.: “Myoblast fusion confusion: the resolution begins”, SKELETAL MUSCLE, vol. 8, nim. 1, 31 de
enero de 2018 (31 de enero de 2018), revisa los hallazgos con respecto a la biologia de Myomaker y Minion-
Myomerger, coloca estos hallazgos en el contexto de las vias conocidas en la fusiéon de mioblastos de mamiferos
y resalta las areas que requieren investigacion adicional.

WO 2018/087720 A1 proporciona composiciones, métodos y usos terapéuticos relacionados con la proteina
fusogénica MINION (microproteina inductora de fusion).

WO 2018/156397 A1 describe la actividad promotora fusogénica de la proteina de Myomixer.

Ciertas realizaciones de la invencién abordan una o mas de las deficiencias descritas anteriormente. Por ejemplo, algunas
realizaciones de la invencion segun las reivindicaciones independientes incluyen polipéptidos que comprenden un
polipéptido de myomerger. Otras realizaciones de la invencién segun las reivindicaciones independientes incluyen
moléculas de acido nucleico de myomerger que codifican polipéptidos que comprenden un polipéptido de myomerger.
Aun otras realizaciones de la invencién segun las reivindicaciones independientes incluyen células modificadas que
comprenden una molécula de acido nucleico de myomerger y un polipéptido de myomerger. Aun otras realizaciones de
la invencién segun las reivindicaciones independientes incluyen métodos para usar células modificadas. También se
describen realizaciones adicionales de la invencion seguin las reivindicaciones independientes en la presente descripcion.

Resumen

La invencién comprende un método in vitro para fusionar dos o mas células segun la reivindicacién 1, un método in
vitro para administrar un gen de interés segun la reivindicacién 5 y una composicién farmacéutica para uso en el
tratamiento de una enfermedad segun la reivindicacion 10. Las realizaciones preferidas de la invencion se describen
en las reivindicaciones dependientes.

llustrativamente, el polipéptido de myomerger puede ser un polipéptido de myomerger silvestre o un polipéptido de
myomerger mutante, y puede comprender al menos una modificacién de aminoé&cidos en relacién con un polipéptido
de myomerger silvestre. En aun otros ejemplos, el polipéptido puede comprender al menos una modificacion de
aminoécidos en relacién con un polipéptido de myomerger silvestre y la al menos una modificacion de aminoacidos
es una insercion, una eliminacion o una sustitucion. El polipéptido de myomerger de una primera célula y un
polipéptido de myomerger opcional de una segunda célula se seleccionan de las sec. con nims. de ident.: 36-38.
En ciertos ejemplos, el polipéptido de myomerger silvestre se selecciona de las sec. con nims. de ident.: 36-38. La
secuencia de polipéptidos tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con una o mas de la sec. con num.
de ident.: 36, sec. con num. de ident.: 37 y sec. con nim. de ident.: 38. La secuencia de polipéptidos puede tener
ilustrativamente al menos un 90 % de identidad de secuencia con un polipéptido de myomerger silvestre.

La molécula de acido nucleico de myomerger codifica un polipéptido de myomerger. La secuencia de acido nucleico
de myomerger de una primera célula tiene al menos un 80 % de identidad con una o méas secuencias seleccionadas
de las sec. con nums. de ident.: 43-45. La molécula de acido nucleico de myomerger esté en una primera célula
que es una célula modificada y una célula no muscular.

La composicion farmacéutica inventiva es una primera célula que es una célula modificada que comprende un acido nucleico
de myomerger, un primer polipéptido de myomerger, un primer polipéptido de myomaker y un gen de interés, y en donde la
primera célula es una célula no muscular. La composicion farmacéutica inventiva también comprende una segunda célula
que comprende un segundo polipéptido de myomaker y que comprende, opcionalmente, un segundo polipéptido de
myomerger, en donde la secuencia de acido nucleico de myomerger tiene al menos un 80 % de identidad con una o mas
de la sec. con num. de ident.: 43, sec. con num. de ident.: 44 o sec. con num. de ident.: 45; y la primera secuencia de
polipéptidos de myomerger y la segunda secuencia de polipéptidos de myomerger tienen cada una al menos un 80 % de
identidad con una o mas de la sec. con nim. de ident.: 36, sec. con nim. de ident.: 37 y sec. con num. de ident.: 38.

El método in vitro inventivo para fusionar dos o mas células comprende poner en contacto la primera célula con una
segunda célula para formar una tercera célula. La tercera célula es una célula multinucleada. En ciertas
realizaciones, la segunda célula comprende el segundo polipéptido de myomerger. En algunos realizaciones, la
segunda célula es una célula muscular, preferentemente un mioblasto.

El método in vitro inventivo para administrar un gen de interés comprende poner en contacto la primera célula con
la segunda célula in vitro, que se fusionan para formar una tercera célula. La tercera célula es una célula
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multinucleada y el gen de interés se administra a la tercera célula tras la fusién de la primera célula con la segunda
célula. En algunas realizaciones, la segunda célula comprende el segundo polipéptido de myomerger. En algunos
casos, la puesta en contacto ocurre ex vivo. En otras realizaciones, la segunda célula subexpresa el gen de interés,
no expresa el gen de interés o expresa una version defectuosa del gen de interés.

Breve descripcion de las figuras
Las siguientes figuras forman parte de la presente especificacién y se incluyen para demostrar ademas ciertos

aspectos. La invencién puede entenderse mejor por la referencia a una o mas de estas figuras en combinacién con
la descripcion de realizaciones especificas presentadas en la presente descripcion.

FIGURA 1:Induccion de la fusion de fibroblastos por myomerger. (A) Expresién de genes regulados por MyoD en

fibroblastos myomaker*. Analisis por qRT-PCR de los genes indicados 72 horas después de la expresion en fibroblastos.
Para Gm7325, usamos cebadores especificos para el transcrito largo. (B) Esquema que muestra un ensayo funcional para
detectar genes musculares que podrian activar la fusion de fibroblastos myomakert GFP*. Imagenes representativas de
células y nucleos GFP+ después de la expresion de los genes indicados. Las flechas representan células con mltiples
nicleos. (C) Diagrama que muestra el locus de Gm7325 en el cromosoma 17. El transcrito corto se genera mediante el
empalme del ex6n 1 (no codificante) con el exén 3, llevando a una proteina de 84 aminoacidos. El transcrito largo se produce
mediante el empalme del exén 2 con el exén 3 y da como resultado una proteina de 108 aminoacidos. (D) La pista del
navegador del genoma de la UCSC muestra multiples transcritos y la conservacion a través de especies de vertebrados. El
transcrito corto esta muy conservado en multiples especies, incluyendo humanos, pero no esta presente en el pez cebra. El
exoén corriente arriba que produce el transcrito mas largo no estd muy conservado. Notese que esta anotacion muestra el
gen en la cadena inversa. (E) Los transcritos myomerger cortos (S) o largos (L) se expresaron en fibroblastos 10T 4
myomaker* y ambos indujeron la fusion (n=3). (F) Myomerger también indujo la fusion de fibroblastos NIH/3T3 myomaker+
(n=3) y células estromales mesenquimales myomaker* (n=3). (G) llustracion del enfoque de mezcla celular para mostrar la
fusion entre las poblaciones de fibroblastos. La colocalizacion de GFP y NLS-TdTomato (NLS-Tom) en el nicleo representa
la fusion. Las imagenes representativas muestran la fusion de fibroblastos myomakert myomerger* pero no fibroblastos
myomaker* infectados vacios. Las flechas indican la fusién entre los fibroblastos GFP+ y NLS-Tom*. (H) El porcentaje de
nlcleos en los sincitios después de la expresion de vacio o myomerger (n=3). Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0,05 se comparod con vacio usando una prueba t no apareada. Las flechas indican la fusion. Barras de escala, 50 um.

FIGURA 2: Papel del myomerger y myomaker en la fusion celular. (A) Diagrama que muestra el enfoque de

mezcla celular para evaluar la fusion entre las poblaciones de fibroblastos. La colocalizacion de GFP y NLS-
TdTomato (NLS-Tom) en el nicleo representa la fusion (flechas). Las imagenes representativas muestran la fusion
de fibroblastos GFP+ myomaker+ myomerger* con fibroblastos NLS-Tom* myomaker*, pero no fibroblastos NLS-
Tom* myomerger*. (B) Cuantificacion del porcentaje de sincitios NLS-Tom* GFP* y del porcentaje de nucleos en
sincitios (n=3). La linea punteada en el panel derecho representa la fusion lograda cuando ambas células expresan
tanto myomaker como myomerger (de la Figura 1B). (C & D) Experimento de fusién heterdloga entre mioblastos
C2C12 y fibroblastos GFP+* infectados con vacio, myomaker o myomerger. Imagenes inmunofluorescentes
representativas para visualizar la colocalizacion de la miosina y la GFP (flechas), indicando la fusién. Cuantificacién
del porcentaje de células de miosina* GFP+* (n=3). Los datos se presentan como media + SEM. *P<0,05 se comparo
con los fibroblastos NLS-Tom* myomerger* en (B) o vacios en (C). #P<0,05 entre myomaker y myomerger. Una
prueba t no apareada se us0 para determinar la significacion. Barras de escala, 50 pum (A) y 100 um (C).

FIGURA 3: Diseiio de cebadores de qRT-PCR y comparacion de variantes de proteinas myomerger y expresion

especifica de los musculos y regulacion del myomerger. (A) Esquema que muestra la ubicacion de los cebadores para
distinguir los transcritos cortos y largos. (B) qRT-PCR para transcritos largos (L) y cortos (S) del Gm7325 de varios tejidos
posnatales (P) del dia 5. (C) Inmunotelectrotransferencia para myomerger que compara el muisculo P5 con el musculo P28.
(D) Inmunoelectrotransferencia para myomerger que compara diafragmas WT con mdx*™ (8 semanas de edad). (E)
Inmunoelectrotransferencia para myomerger que compara plantares simulados con plantares sobrecargados
mecanicamente (MOV) (3 meses de edad). (F) qRT-PCR para variantes de transcritos del Gm7325 y myomaker en células
C2C12 en los dias de diferenciacién indicados (n=3 para cada intervalo de tiempo). (G) Inmunoelectrotransferencia para
myomerger durante la diferenciacion de mioblastos C2C12. GAPDH se us6é como un control de carga. (H) Alineacion de
secuencias de ambos productos proteinicos myomerger de ratdn con multiples ortélogos de mamiferos usando Clustal
Omega. Una regién hidréfoba potencial esta resaltada en gris. (I} Inmunoelectrotransferencia de células C2C12 infectadas
con vacio, myomerger corto (S), myomerger largo (L) del dia 2 de la diferenciacion. EI myomerger migra como una sola
banda de alrededor de 12 kDa cuando se produce endégenamente (al vacio). La sobreexpresién de myomerger-S conduce
a un aumento en la banda endégena y una banda inferior también se detecta sugiriendo que los transcritos myomerger
pueden someterse a un procesamiento intrincado del ARNm o modificaciones postraslacionales. (J) Grafico que muestra
las regiones de myomerger-S y myomerger-L segun lo predicho por SignalP y Phobius. (K) Fraccionamiento de lisados
C2C12 del dia 2 de la diferenciacion seguido de inmunoelectrotransferencia. (L) Inmunotincién representativa de fibroblastos
infectados con vacio, myomerger corto (S), o myomerger largo (L). Barra de escala, 10 pm.

FIGURA 4: Alteracion de CRISPR/Cas9 del locus de Gm7325y funcion del myomerger en la fusion de mioblastos

in vitro. (A} Esquema que muestra el locus de Gm7325 y la localizacion especifica de los ARNgu. (B) Estrategia de
genotipificacion para células C2C12 inactivadas de myomerger. Los productos de PCR inactivados y WT se secuenciaron
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y el resultado se muestra en (A). El uso de dos ARNgu da como resultado sitios de corte reproducibles que llevan a una
eliminacion de 166 pares de bases tanto en las células C2C12 como en los ratones. Se observa el sitio de iniciacion de
la traslacion (ATG, verde) para myomerger-S y el sitio de terminacion (TGA, rojo) tanto para myomerger-S como
myomerger-L. (C) Inmunoelectrotransferencia para myomerger en las células C2C 12 inactivadas de myomerger y WT
del dia 2 de la diferenciacion. GAPDH se usé como un control de carga. (D) Imagenes de inmunofluorescencia
representativas del dia 2 y dia 4 de la diferenciacion para las células C2C12 inactivadas de myomerger y WT. Las células
inactivadas de myomerger se diferencian, pero no se fusionan. (E) Cuantificacién del indice de diferenciacion, el
porcentaje de nucleos en las células de miosina* (n=4). ns, no significativas. (F) El porcentaje de células de miosina* que
contienen 1-2, 3-8 o0 29 niicleos después de 4 dias de diferenciacion, como un indicador de fusogenicidad (n=3). (G) qRT-
PCR para los transcritos miogénicos indicados (n=4). (H) Las células C2C12 inactivadas de myomerger se infectaron con
vacio, myomerger-S o myomerger-L y se indujeron para diferenciarse. Tanto el myomerger-S como myomerger-L
rescataron la falta de fusién en las células inactivadas de myomerger. Cuantificacién del indice de fusién, calculada como
el porcentaje de células de miosina* con = 3 nucleos. Los datos se presentan como media £ SEM. *P<0,05 se comparo
con vacio usando una prueba t no apareada. (l) La inmunoelectrotransferencia para myomerger muestra una expresion
apropiada después de la transduccién de células inactivadas de myomerger. Los datos se presentan como media + SEM.
*P<0,05 se compar6 con WT usando una prueba t no apareada. Barra de escala, 50 pm.

FIGURA 5: Analisis de la colocalizacion de myomaker y myomerger. (A) Imagenes de inmunofluorescencia
representativas de células C2C12 inactivadas de myomerger y WT del dia 2 de la diferenciacién que indican que la
pérdida de myomerger no altera la expresion o localizacién de myomaker. (B) Inmunofluorescencia para myomerger
y myomaker en las células indicadas el dia 2 de la diferenciacion. Estas dos proteinas de fusion presentan diferentes
patrones de localizacién. Barras de escala, 10 ym Ay 5 um B.

Figura 6: Examen del musculo inactivado de myomerger y funcion del myomerger en la fusion de mioblastos
y la formaciéon muscular durante el desarrollo embrionario. (A) Genotipificacién del Gnico fundador que alberga
la mutacion del Gm7325 generada a través de mutagénesis Cas9. (B) Imagenes de montaje completo
representativas de embriones E17.5 inactivados de myomerger y WT que muestran una formacién del misculo
esquelético inadecuada en los embriones inactivados (n=4). (C)} Inmunoelectrotransferencia en los lisados de la
lengua de ratones inactivados de myomerger y WT que muestran la falta de myomerger en las muestras inactivadas.
GAPDH se us6 como un control de carga. (D) Imagenes de inmunofluorescencia para miogenina de los miembros
superiores E15.5 inactivados de myomerger y WT que demuestran que myomerger no parece ser necesario para
la activacion miogénica (n=3). (E) Inmunofluorescencia de miosina en los muisculos del tronco E15.5 indicados
(n=3). Se observaron miofibras multinucleadas (las flechas del mismo color muestran los nicleos dentro de una
miofibra) en las secciones WT. Los miocitos inactivados de myomerger eran miosina* con sarcOmeros pero
permanecieron mononucleados. (F) Los miembros superiores E15.5 (n=3) inmunotefiidos con un anticuerpo de
miosina demuestran que los mioblastos inactivados de myomerger se diferencian pero no pueden fusionarse. Las
flechas del mismo color muestran nucleos dentro de la misma fibra (G, H e 1). Se evalué la expresién de miogenina
y miosina y la multinucleacién en miembros superiores E17.5 de ratones inactivados de myomerger y WT. Las
flechas del mismo color en (I) muestran ndcleos dentro de una miofibra. Observamos miocitos en muestras
inactivadas de myomerger que contenian dos nicleos (flechas). Los nicleos etiquetados con las flechas amarillas
y rosadas se encuentran dentro de diferentes miofibras. Barras de escala - 1 mm: B; 50 um: paneles superiores E,
paneles izquierdos F, H; 10 um: paneles inferiores D, E, paneles derechos F, G, I.

Descripcion detallada

Si bien las realizaciones que abarcan los conceptos inventivos generales pueden adoptar diversas formas, diversas
realizaciones se describiran en la presente descripcion, entendiendo que la presente descripcion debe considerarse
meramente ilustrativa.

Las realizaciones de los métodos segun la invencion incluyen polipéptidos que comprenden un polipéptido de
myomerger. Otras realizaciones de los métodos métodos seglin segun la la invencién incluyen las moléculas de
acido nucleico de myomerger que codifican polipéptidos que comprenden un polipéptido de myomerger.

Polipéptidos, moléculas de &cido nucleico y composiciones

El polipéptido de myomerger puede definirse como un polipéptido que (a) induce la fusogenicidad (p. €j., al inducir la
fusion de fibroblastos que expresan myomaker), (b) puede conferir actividad fusogénica a células normalmente no
fusogénicas, (c) se expresa durante la miogénesis de desarrollo, (d) se expresa durante la miogénesis regenerativa,
(e) se expresa solo durante la miogénesis de desarrollo, (f) se expresa solo durante la miogénesis regenerativa, o (g)
combinaciones de estos. El término “polipéptido de myomerger” abarca “polipéptidos de myomerger silvestre” (es
decir, polipéptidos de myomerger que se encuentran en la naturaleza sin ninguna modificacién intencionada por el
hombre) y “polipéptidos de myomerger mutantes™ (p. gj., con una o mas modificaciones realizadas en un polipéptido
de myomerger silvestre). Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de myomerger silvestre se encuentran en la Tabla
1A. En otros ejemplos, el polipéptido de myomerger tiene al menos una modificacién de amino&cidos en relacion con
un polipéptido de myomerger silvestre. Un polipéptido de myomerger silvestre puede, en algunos ejemplos, ser un
polipéptido de myomerger de cualquier animal, incluyendo, pero no se limitan a, un conejo, un perro, un cerdo o un
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elefante. La Tabla 1A proporciona ejemplos no limitantes de polipéptidos de myomerger silvestre, donde las sec. con
nums. de ident.: 32 - 35 no forman parte de la invencién. Las Tablas 1B y 1C proporcionan ejemplos no limitantes de
secuencias de acidos nucleicos relacionadas (incluyendo los codones de iniciacién y terminacion), donde las sec. con

nums. de ident.: 39 - 42 y las sec. con num. de ident.: 46 - 49 no forman parte de la invencién.

Tabla 1A
Fuente Secuencia de polipéptidos

Raton (largo) | MPEESCTVKLIQLKTGEYRGAGPAMPVPLLPMVLRSLLSRLLLPVAR
LARQHLLPLLRRLARRLSSODMREALLSCLLEVLSQQOQPPDSGEASR
VDHSQRKERLGPOK (Sec. con ntun. de ident.: 32)

Raton (corto) | MPVPLLPMVLRSLLSRLLLPVARLARQHLLPLLRRLARRLSSQDMRE
ALLSCLLFVLSQQQPPDSGEASRVDHSQRKERLGPOK {Sec. con nam.
de ident.; 33)

Humano MPTPLLPLLLRLLLSCLLLPAARLARQYLLPLLRRLUARRLGSQDMRE
ALLGCLLFILSQRHSPDAGEASRVDRLERRERLGPOK (Sec. con ndm.
de ident.: 34)

Gato MPAPLLPLLLRTLMSRLLLPATRLARRHLLPLLRRLARRLGSQDVRE
ALLGCLLFILSQSRPPDAEEVSRVAGQERRERLAPPK {Sec. con nam,
de ident.; 35)

Conejo MPAPLLPLLULRTLUSRLLLPAARLARRHLLPLLRRLAQRLGSQGTREA
LLGCLLEFVLSQROQPPDASGEASRVDPPERKERLGROK (Sec. con nim.
de ident.: 36)

Perro MPAPLLPLLLRTLVSRLLLPAARLARRHLLUPLLRGLARRLGSQEVRE
ALLGCLLFILSQRHPPDAEEASRVAGQERKERLAPPK (Sec. con niim.
de ident.: 37)

Elefante MPVYPLLSLLLRALLSRLLLPAARLARQHLLPLLRRLARRLGSQODMRQ
ALLGCLLEVLSQOHPPDAGEASREALSERRGRLAPQK (Sec. con ndm,
de ident.: 38)

Tabla 1B
Fuente Secuencia de acido nucleico del ADNc¢

Raton (largo)

atgec agaagaaage fgeacigtaa aactaateca gitgaaaact ggggagtaca
gaggtgcage tectgecatg coegttccat tgeiccegat gatgettega tegotgotyt
cecgectact getgectgtt geogeetgy cecggeaged coteotgece ttgetgegee
ggctgeeceg cogactyagce teecaagaca tgagagagee tetgeigage (gictgetet
ftatcetcag ceageaacag ccaceggatt clggagaggce clecagagty gaccactoce
agageaacga gagattgeee coccagaagt ga (Sec. con nam. de ident.: 39)

potheti

Ratoén (corto)

atgeceg tiecatigel ceegatgptg cticgatege fgetgicceg eotyotycty
cetgitycce gootggoceg geageacete ctgecetgs (gogecgect geeccyrcya
ctgageteoe aagacatgag agaggetelg cigagotgte tgetetttgt ceicagecag
caacagecac cggaticlgg agaggoector agagiggace acteocagag gaaggagaga

Hoggeccee agaagtga {Sec. con mim. de ident.: 40)

Humano

AYOCCAC ZECACTRCLC COZOtgtue thogatiget QCtgioctge claetgctac
ctgetgeceg cotggoccge caataccios teeaelget gegecgatlg geecgeegee
lgggctccca ggacatgega gaggettige tgggctgict getgticatt cteagecage
SACACICRCT AEACRCIYRE gaggeetcan gagtgaacey colggagagy agugagaggt

taggececea aaagtga (Sec. con ndm. de ident.: 41)
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Fuente Secuencia de acido nucleico del ADN¢

Gato

atgeecye tecactgete ceactgelge tiegaacect gatgtecege tigetgotge
SlEECaceeg COIEECecgC CeEacttics tecacctont graceeacty geeegocgcs

fggactcaca gga u,u ga gaagotitee tgggatgict gligticate cicageoaga
SCCEOCCLCT Cgackctgay 5,ags,tcrcca 2agtegclge CoagEagASy AKELagaLeC

tagetecece aaaatg {Sec. conniim. de ident.: 42)

Conejo

T2

atgee tgoecoeetg ¢ _gccgcrg,c fectgegaac gotgetgtos cgietgctyc
fgecegelge cegoatEaie cgCegrtact tootgocoat getgegcoga clggcicaas

(o pe} pery

QCCIREECe CCAKEQCACcy CRCgaggctt tuctggecty tituctattt gtectcagee

APHCACAGCC gocagatgee tatggaeage colocagag! gEacceaceg Yagagaaagsy
aga agttagy cogecaaaag tga (Sec. con ndm. de ident.: 43)

Perro

g,ciccacl geteocacty ctgetgegaa cgotgglte tegecigotg clgectgotg

(}«

[e]
3

2
7S
S
4%
(]"

2C ceggeggcac cteectgeoce tgctgeogtgy actgucooge cgoclagget
cglagea ggt tcgaoaggct ftQ;C»‘Lﬁé.‘.{Ct ;,tctgttg,{i‘ catecteage cagag acate

Elefante

atgxc nc cocwctclc &ng._,tf"tt" £gege gctgc tgteccgect getgelgoct
OIECOCECT IQETECQeea graccietty n.c<.ctcctgc goegactigs tegeoEeciy
guttcecagy acatgegaca ggetetoity guatgtctyd ietitgteot cagecageaa
CRCUCRCOLE acgetgatega gueciccaga gaggecaict cagagaggag agggagacta

fechatselen pe

wocceccaad agtga (Sec. con nim. de ident.: 45)

Tabla 1C (exones en mindsculas)

Fuente Secuencia de acido nucleico genémico

Humano (cadena +): el codén L,,P
de iniciacion esté en negrita y

”“dC”FqO“Ca\ gotgeodtygeat LagtggudGTAGE!

L N - AT T BTN T R A YT T Y o P
GO T HEAT CAGCAGCCCUARRAGL A AALT THAGRATTCOUTGCALRAGALL

ate e

e TR Yery oy P T ppp—— VAT YR
AGACTTGAGHGAGAAGGEYTAGRGAATTCCAGGEECATTGAGGOTEITGUARGAN

;)

: orpay r
TOACTAGAGERAGGE

SR

D N NN (A B T T e s
COTTSETPCAGTCLICCCCATOIGTOCTAYG

GRACCTTOOTY

CTCAGST

R
CCTRCARMNTTERGETUAGGRIFCAGEAN

o

\TGTUCTTRCCA

y CTTCOCATgeachganteantggenctgocatgocd tgotonagotaotye
subrayado; el cod6n de e =y
termlna_c:lon eSta en negrlta y :.qe Q\,‘L',,C. .,‘_‘: )"C \"‘f ng \.\.\,g AC JROCFTQ 1 qnf‘;&\;cc&atacctcc
en cursiva g

tdacactogoeagacyotyIgyasay

tocactocaaacagsaatgtottictigoaagaatgaotigoatalt

geagtiocteccaasgacnsctoenta
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Fuente

Secuenma de a0|do nucleico genomlco

TACCTACC

agoagagay

Ltgaatocagaaty

caeteagcaayigeteaatagatal

gettatgganyd

¢ ident.: 46)

Humano (cadena -,
complemento inverso)

acttgetgagtgotyggetnigoagaa

5

tattttaaggytaggtoot

Agagagy

ctoatygo:

gEgagaeay \.gu\

ARGATRA

SOA G PRSP O RO OTT I ACE

ARG T ASGOTT I

ix

HROGETTGR0 O O T A T D ACAC T T CUTROTL

(i

GO

ACOTC AT T T GE RGO DA T T GCE LT CATCARGCCOTTECTCS

SEPOTORCCATAL TOOGRAGAL

ol rery
LA AAGGURAAGAGTAAAC

ACAGE

P
SGTTO
tre
A
MO AT RO VR N Y AN O ERAT OO SCOT
SCTOTAGTCACIOCOT]L TYECACAGOCTCARTRCOCOTYEEA

Ratén (cadena +)

aagggettar

tcC+tw‘L,aaCG Lotz) g




ES 2983 630 T3

Fuente

Secuencia de acido nucleico genémico
ttasataccacctottagotasattglotigagtetaangt Z E

sgotaggaye

- v

TTTAGARCTEIAC

e
TOCL

RGO goLyggyra CGASGUTAGS

SO

PARSFRES

agtictaacoygecagtggeagetoteactagt

Ratén (cadena -,
complemento inverso) - el
codon de iniciacion esta en
negrita y subrayado; el codén
de terminacion esta en
negrita y en cursiva

scaganetygygetaceting
ga
gtgsactoottaacoagetitoatgueagaagaaagetgna trateoay
Lo
FEaRABCLGTIY NTARGCUTG PUOCACACCCCCETACCOTY
e
G
P T A R PN NN I £ I O (YT I IA Y £ O F e (1 NP (e B A
ITPGCCAGETEAGET GUGTOCLTRAGETACAGTCTARAACTICGGETTCCCT T T CAGY

yttosattigoteaogatggrgeiiogatogelgotgioccy

retasagagtygasasctaccagay

[AF)
aggagagattggyaccatay toctggasanagoassgoanata
a

agtactton

atgyacygyg:

crageaggetacagantgtg

cigacecttectototges
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Fuente Secuencia de acido nucleico genémico
teaotoctgoottanctetggentoorgygtggacoigeaastgaegagtateaaggtaa
gt

taagagstyatgtticavitagactoragacaaititagotaagagytggtatitaast

e
o8

gaactgtocogtatacctitaaasgttataagooctigettaocoglitssagaatgagtac

tt

toagsagoettgghiacgeagesgytagtaas

aggacagigtgttgttstigg

g
{Sec. con nim. de ident.: 49)

Una o mas modificaciones, en algunos casos, pueden incluir una insercién, una eliminacién, una sustitucién o
combinaciones de estas. llustrativamente, una o mas modificaciones de un polipéptido de myomerger silvestre pueden
comprender una insercion, tal como, pero no se limitan a, una insercién en el terminal C o en el terminal N del polipéptido
de myomerger silvestre. En algunos ejemplos, una insercién puede incluir (p. ej., en el terminal C, en el terminal N o0 en
otro lugar en el polipéptido) aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19 o
aproximadamente 20 aminoacidos (p. €j., aminoacidos naturales o aminoacidos modificados o inusuales).

En algunos ejemplos, el polipéptido no abarca uno o mas polipéptidos de origen natural (p. €j., no abarca uno o mas
de los polipéptidos de myomerger silvestre). En otros ejemplos, el polipéptido no abarca ninguno de los polipéptidos
de myomerger silvestre. En algunos ejemplos, el polipéptido no abarca ningun polipéptido de origen natural (p. €j., no
abarca ninguno de los polipéptidos de myomerger silvestre o ningln otro polipéptido de origen natural).

llustrativamente, una o mas modificaciones de un polipéptido de myomerger silvestre pueden incluir una o mas
sustituciones, una 0 mas inserciones, 0 una o0 mas eliminaciones (o combinaciones de estas) de uno o mas aminoacidos
en una regién hidréfoba de un polipéptido de myomerger silvestre, en una regién de sefial de un polipéptido de myomerger
silvestre, en una region transmembrana de un polipéptido de myomerger silvestre, 0 en una combinacién de los mismos.
En algunos ejemplos, una o mas modificaciones de un polipéptido de myomerger silvestre pueden incluir una o mas
sustituciones o una o mas eliminaciones (0 combinaciones de estas) de uno o mas aminoacidos en una regién hidréfoba
de un polipéptido de myomerger silvestre, en una region de sefial de un polipéptido de myomerger silvestre, en una regién
transmembrana de un polipéptido de myomerger silvestre, 0 en una combinacion de los mismos.

En algunos ejemplos, el polipéptido puede tener una secuencia de polipéptidos con una identidad de secuencia de
aminoacidos con un polipéptido de myomerger silvestre (p. €j., sec. con num. de ident.: 36) de aproximadamente 80 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente
93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %,
aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %, aproximadamente 99,5 %, aproximadamente 99,6 %,
aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %, aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %,
aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente 100 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos
aproximadamente 99,5 %. En algunos ejemplos, la secuencia de polipéptidos tiene una identidad de secuencia de
aminoacidos con una sec. con nim. de ident. 36 de aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente
94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2%, aproximadamente 99,3 %,
aproximadamente 99,4 %, aproximadamente 99,5%, aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %,
aproximadamente 99,8 %, aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor
que aproximadamente 100 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,5 %. La identidad de
secuencia de aminoacidos (p. €j., la identidad porcentual) puede determinarse por cualquier método adecuado, tal
como usando el software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, Clustal Omega o Megalign. A menos que se indique lo
contrario, la identidad de secuencia de aminoacidos (p. €j., la identidad porcentual) se determina usando BLAST-2.

En algunos ejemplos, el polipéptido tiene (p. ej., segin se compara con un polipéptido de myomerger silvestre o
segln se compara con la ausencia de un polipéptido de myomerger) una mayor capacidad para activar la fusion,
una menor capacidad para activar la fusién, una mayor capacidad para conferir fusogenicidad, una mayor capacidad
de conferir fusogenicidad, un mayor nivel de expresién durante el desarrollo embrionario, un menor nivel de
expresion durante el desarrollo embrionario, un mayor nivel de expresién durante la miogénesis en organismos
adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), un menor nivel de expresion durante la miogénesis en
organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), un mayor nivel de induccién de la miogénesis en
organismos adultos (p. €j., mas antiguos que los embrionarios), una disminucién de la induccién de la miogénesis
en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), una mayor afinidad por las membranas, un
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mayor nivel de asociacién con el compartimento de membrana o combinaciones de estos. En otros ejemplos, el
polipéptido tiene (p. ej., segin se compara con un polipéptido de myomerger silvestre o segun se compara con la
ausencia de un polipéptido de myomerger) una mayor capacidad para activar la fusién, una mayor capacidad para
conferir fusogenicidad, un mayor nivel de expresién durante el desarrollo embrionario, un mayor nivel de expresion
durante la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), un mayor nivel de
induccién de la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), una mayor afinidad
por las membranas, un mayor nivel de asociacién con el compartimento de membrana o combinaciones de estos.

Algunos ejemplos incluyen moléculas de acido nucleico que pueden codificar el polipéptido (“moléculas de acido
nucleico de myomerger”). llustrativamente, la molécula de &cido nucleico de myomerger puede incluirse en un vector
(p- €j., un vector viral, un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoasociado, un
vector herpesviral, un vector viral quimérico, un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial, un bacteriéfago, un
virus animal, un virus vegetal, un vector de expresion, un vector conjugativo o un vector no conjugativo). La molécula
de &cido nucleico de myomerger esta en una primera célula que es una célula no muscular.

llustrativamente, la molécula de &cido nucleico de myomerger puede comprender una 0 mas secuencias de acido
nucleico que no se usan para codificar el polipéptido (p. €j., uno o mas intrones). Por ejemplo, la molécula de acido
nucleico de myomerger puede comprender una secuencia de acido nucleico segun se encuentra en la naturaleza (p.
€j., que incluye intrones). La molécula de acido nucleico de myomerger puede diferir de la una o mas moléculas de
acido nucleico en la naturaleza porque la molécula de acido nucleico de myomerger no incluye uno o mas intrones.
En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico de myomerger es una molécula de ADNc (“molécula de ADNc
myomerger”). En ciertos ejemplos, la molécula de ADNc myomerger es idéntica a una molécula de acido nucleico que
se encuentra en la naturaleza. En otros ejemplos, la molécula de ADNc myomerger no es idéntica a una molécula de
acido nucleico que se encuentra en la naturaleza (p. €j., debido a que la molécula de ADNc myomerger no incluye uno
0 mas intrones en la molécula de acido nucleico que se encuentra en la naturaleza).

La molécula de acido nucleico de myomerger tiene una identidad de secuencia con una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido de myomerger silvestre (p. gj., sec. con num. de ident.: 43) de aproximadamente 90 %,
aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente
95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %,
aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %, aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %,
aproximadamente 99,5 %, aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %,
aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente
100 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al
menos aproximadamente 99,5 %. En algunas realizaciones, la secuencia de moléculas de acido nucleico de
myomerger tiene una identidad de secuencia con una sec. con nim. de ident.: 43 de aproximadamente 90 %,
aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente
95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %,
aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %, aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %,
aproximadamente 99,5 %, aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %,
aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente
100 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al
menos aproximadamente 99,5 %. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de myomerger silvestre y moléculas de
acido nucleico de myomerger silvestre pueden encontrarse en la Tabla 1. La identidad de secuencia de acido nucleico
(p. €j., la identidad porcentual) puede determinarse por cualquier método adecuado, tal como usando el software
BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, Clustal Omega o Megalign. A menos que se indique lo contrario, la identidad de
secuencia de &cido nucleico (p. gj., la identidad porcentual} se determina usando BLAST-2.

En algunos ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomerger codifica un polipéptido que tiene una o mas
modificaciones al polipéptido de myomerger silvestre en una regién hidréfoba, en una regién de sefial, en una regién
transmembrana o en una combinacién de las mismas.

La molécula de acido nucleico de myomerger puede elaborarse usando cualquier técnica adecuada tal como, pero
no se limita a, la sintesis quimica, produccion enzimatica o produccién biolégica. La sintesis quimica de una
molécula de &cido nucleico puede incluir, por ejemplo, una molécula de acido nucleico elaborada por sintesis
quimica in vitro usando la quimica de fosfotriéster, fosfito o fosforamidita y técnicas de fase sélida, o mediante
intermedios de desoxinucledsido H-fosfonato. Las moléculas de acido nucleico producidas enzimaticamente pueden
lograrse usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés). Las moléculas de acido nucleico producidas biologicamente pueden lograrse
usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, un acido nucleico recombinante producido (es
decir, replicado) en una célula viva, tal como un vector de ADN recombinante replicado en bacterias.

Las modificaciones o cambios realizados en la estructura de las moléculas de acido nucleico y/o polipéptidos estan
incluidos dentro de algunas realizaciones de la presente invencién. En ciertas realizaciones, un polipéptido puede
modificarse (p. ej., por una o mas inserciones, una o mas eliminaciones o una o mas sustituciones [p. €j.,
sustituciones conservadoras]). En algunos ejemplos, el polipéptido que se modificé no tiene una pérdida apreciable
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(p. €j., una disminucién en una funcién de menos de aproximadamente 1 %, menos de aproximadamente 5 %,
menos de aproximadamente 10 %, menos de aproximadamente 25 %, menos de aproximadamente 50 %, menos
de aproximadamente 75 %, menos de aproximadamente 90 %, menos de aproximadamente 95 %, menos de
aproximadamente 99 % o menos de aproximadamente 100 %) de una o mas funciones elegidas del polipéptido no
modificado, tales como, por ejemplo, la capacidad para formar un poro en una célula (p. €j., en una membrana
celular), la capacidad para realizar cambios en el citoesqueleto de la célula (p. ej., reorganizar el citoesqueleto,
redisponer el citoesqueleto, realizar cambios en el citoesqueleto para permitir que la célula se fusione), la capacidad
para activar la fusiéon de dos células, la capacidad de hacer que una célula sea capaz de fusionarse (p. €j., una
proteina confiere propiedades de fusion a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula es capaz de fusionarse con
otra célula si esa otra célula comprende un myomaker y myomerger), la capacidad para conferir fusogenicidad a
una célula (p. ej., una proteina confiere propiedades fusogénicas a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula
se fusionara con otra célula si esa otra célula comprende myomaker), el nivel de expresién durante el desarrollo
embrionario, el nivel de expresion durante la miogénesis en organismos adultos (p. €j., mas antiguos que los
embrionarios), el nivel de induccién de la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los
embrionarios), la afinidad por las membranas o el nivel de asociacién con el compartimento de membrana. En
algunos ejemplos, el polipéptido que se modifico conserva niveles deseados (p. €j., al menos aproximadamente
20 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al
menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 % 0 al menos
aproximadamente 99 %) de una o mas funciones del polipéptido no modificado, tales como, por ejemplo, la
capacidad para formar un poro en una célula (p. ej., en una membrana celular), la capacidad para realizar cambios
en el citoesqueleto de la célula (p. €j., reorganizar el citoesqueleto, redisponer el citoesqueleto, realizar cambios en
el citoesqueleto para permitir que la célula se fusione), la capacidad para activar la fusién de dos células, la
capacidad para hacer que una célula sea capaz de fusionarse (p. gj., una proteina confiere propiedades de fusién
a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende
un myomaker y myomerger), la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p. €j., una proteina confiere
propiedades fusogénicas a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra célula si esa otra
célula comprende myomaker), el nivel de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresién durante
la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la
miogénesis en organismos adultos (p. ., mas antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el
nivel de asociacion con el compartimento de membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido después de la
modificacién tiene un mayor nivel de una o mas funciones en comparacion con el polipéptido no modificado. Las
moléculas de acido nucleico pueden disefiarse para codificar tal polipéptido modificado.

Un “polipéptido funcional” se define como un polipéptido (p. €j., un polipéptido de myomerger o un polipéptido
modificado) que tiene niveles deseados (p. €j., al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 40 %,
al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 % o al menos aproximadamente 99 %, segun se compara
con otro polipéptido, tales como un polipéptido de origen natural) de una o mas funciones tales como, por ejemplo,
la capacidad para formar un poro en una célula (p. ej., en una membrana celular), la capacidad para realizar cambios
en el citoesqueleto de la célula (p. €j., reorganizar el citoesqueleto, redisponer el citoesqueleto, realizar cambios en
el citoesqueleto para permitir que la célula se fusione), la capacidad para activar la fusién de dos células, la
capacidad para hacer que una célula sea capaz de fusionarse (p. gj., una proteina confiere propiedades de fusién
a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende
un myomaker y myomerger), la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p. €j., una proteina confiere
propiedades fusogénicas a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra célula si esa otra
célula comprende myomaker), el nivel de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresién durante
la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la
miogénesis en organismos adultos (p. ., mas antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el
nivel de asociacién con el compartimento de membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido funcional tiene un
mayor nivel de una o mas funciones en comparacién con otro polipéptido (p. €j., un polipéptido de origen natural).
Las moléculas de acido nucleico pueden disefiarse para codificar polipéptidos funcionales.

Un polipéptido “funcionalmente equivalente” (p. €j., un polipéptido de myomerger) se define como un polipéptido
que se ha modificado (p. ej., por una 0 mas inserciones, una o mas eliminaciones, o uno o mas sustituciones (p.
€j., sustituciones conservadoras]) de un polipéptido original (p. €j., un polipéptido de myomerger silvestre) y que el
polipéptido modificado conserva niveles deseados (p. €j., al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos
aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 % o0 al menos
aproximadamente 99 %) de una o mas funciones del polipéptido original, tales como, por ejemplo, la capacidad de
formar un poro en una célula (p. ej., en una membrana celular), la capacidad de realizar cambios en el citoesqueleto
de la célula (p. €j., reorganizar el citoesqueleto, redisponer el citoesqueleto, realizar cambios en el citoesqueleto
para permitir que la célula se fusione), la capacidad de activar la fusion de dos células, la capacidad de hacer que
una célula sea capaz de fusionarse (p. gj., una proteina confiere propiedades de fusién a una célula si, tras afiadir
la proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende un myomaker y
myomerger), la capacidad de conferir fusogenicidad a una célula (p. ej., una proteina confiere propiedades
fusogénicas a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionard con otra célula si esa otra célula
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comprende myomaker), el nivel de expresién durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresién durante la
miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la
miogénesis en organismos adultos (p. ]., mas antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el
nivel de asociacion con el compartimento de membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido funcionalmente
equivalente tiene un mayor nivel de una o mas funciones en comparacion con el polipéptido original. Las moléculas
de acido nucleico pueden disefiarse para codificar polipéptidos funcionalmente equivalente.

En ciertas realizaciones, cuanto mas corta sea la longitud de un polipéptido, menores seran las modificaciones (p.
ej., sustituciones) que pueden realizarse dentro del polipéptido mientras conservan, por ejemplo, un nivel deseado
de una funcion elegida. En algunos casos, los dominios mas largos pueden tener un mayor nimero de tales cambios
mientras conservan, por ejemplo, un nivel deseado de una funcién elegida. En otros ejemplos, un polipéptido de
longitud completa puede tener mas tolerancia a un nimero fijo de cambios mientras conserva, por ejemplo, un nivel
deseado de una funcion elegida, en comparacién con una menor longitud de ese polipéptido.

El disefio de sustituciones puede adoptar muchas formas, que incluyen, pero no se limitan a, las descritas en la presente
descripcién. En algunos ejemplos, el indice hidropatico de aminoacidos puede considerarse para disefiar sustituciones. En
el indice hidropatico, a cada aminoacido se le asigna un indice hidropatico sobre la base de sus caracteristicas de
hidrofobicidad o carga, de la siguiente manera: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-
1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9}; o arginina
(-4,5). En algunos casos, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice hidropatico
similar. Al realizar cambios basados en el indice hidropatico, la sustitucién de aminoacidos con indices hidropaticos puede
realizarse con aminoacidos que tienen una diferencia de indice de no mas de = 2, no mas de = 1 o no mas de + 0,5.

En algunos ejemplos, las sustituciones también pueden realizarse basadas en los valores de hidrofilicidad. Segun se
detalla en la patente de los EE. UU. nim. 4.554.101, los siguientes valores de hidrofilicidad se han asignado a los residuos
de aminoécidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 *+ 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2);
glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 * 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-
1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al realizar cambios
basados en los valores de hidrofilicidad similares, la sustitucién de aminoacidos con valores de hidrofilicidad puede
realizarse con aminoacidos que tienen un valor de no mas de + 2, no mas de + 1 o no mas de + 0,5.

Una “sustitucién conservadora” en una secuencia de aminoacidos o polipéptido indica que un residuo de aminoacidos
dado se reemplaza por un residuo que tiene caracteristicas fisicoquimicas similares (p. ej., no mas de + 1 cuando se
basa en el indice hidropatico o no mas de + 1 cuando se basa en los valores de hidrofilicidad). Los ejemplos de
sustituciones conservadoras incluyen (a) la sustitucion de un residuo alifatico por otro con un residuo alifatico, (b) la
sustitucion de uno de lle, Val, Leu o Ala por otro de He, Val, Leu o Ala, (c) la sustitucién de uno de Gly, lle, Val, Leu o
Ala por otro de Gly, lle, Val, Leu o Ala, (d) la sustitucion de un residuo polar por otro residuo polar, (e) la sustitucién de
uno de Lys y Arg por otro de Lys y Arg, (f) sustitucion de uno de Glu y Asp por otro de Glu y Asp, (g) sustitucion de
uno de Gin y Asn por otro de Gin y Asn, (h) sustitucion de un residuo que contiene hidroxilo o azufre con otro residuo
que contiene hidroxilo o azufre, (i) sustitucidon de uno de Ser, Cys, Thr o Met con otro de Ser, Cys, Thr o Met, (j)
sustitucion de un residuo aromatico con otro con un residuo aromatico, (k) sustitucién de uno de Phe, Tyr o Trp con
otro de Phe, Tyr, o Trp, (I} sustitucién de un residuo basico por otro residuo basico, (m} sustitucién de uno de His, Lys
o Arg con otro de His, Lys o Arg, (n) sustitucién de un residuo acido/de amida con otro residuo acido/de amida, (o)
sustitucion de uno de Asp, Glu, Asn o Gin con otro de Asp, Glu, Asn o Gin, (p) sustituciéon de un residuo con otro
residuo de un tamario similar, y (q) sustitucién de uno de Ala, Gly o Ser con otro de Ala, Gly o Ser. En algunos ejemplos,
cada aminoacido en una regién hidréfoba de un polipéptido puede sustituirse con sustituciones conservadoras (p. €j.,
cualquier combinacion de sustituciones conservadoras que se relacionan con residuos hidréfobos).

Si bien la discusion se ha centrado en los cambios de aminoacidos, se apreciara que estos cambios pueden ocurrir por
la alteracién del ADN codificante; teniendo en cuenta también que el cédigo genético esta degenerado y que dos o mas
codones pueden codificar el mismo aminoacido. Una tabla de aminoacidos y sus codones se presenta mas abajo para
uso en tales ejemplos, asi como para otros usos, tales como en el disefio de sondas y cebadores y lo similar.

Tablas A y B. Designaciones de aminoacidos y tabla de codones

Tabla A - Designaciones de aminoacidos Tabla B - Codones para aminoacidos
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cys C UGC UGU

Acido aspartico Asp D GAC GAU
Acido glutamico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F uuC UuuU
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
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Tabla A - Designaciones de aminoacidos Tabla B - Codones para aminoacidos
Isoleucina lle I AUA AUC AUU
Lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CUU
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCA CCC CCG CCU
Glutamina Gin Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG uCU
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val \ GUA GUC GUG GUU
Triptofano Trp w UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

El término “codén funcionalmente equivalente” se usa en la presente descripcion para referirse a los codones que
codifican el mismo aminoacido, tales como los seis codones para arginina o serina.

En ciertos casos, la molécula de &acido nucleico puede disefiarse por ingenieria genética para contener distintas secuencias
mientras, al mismo tiempo, conserva la capacidad de codificar un polipéptido deseado. En algunos ejemplos, esto puede
lograrse debido a la degeneracion del codigo genético (es decir, la presencia de multiples codones) que codifican los mismos
aminoacidos. En otros casos, puede lograrse al incluir, afiadir o excluir intrones en la molécula de &cido nucleico.

En ciertos ejemplos, una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccién puede introducirse en una
secuencia de acido nucleico mientras se mantiene la capacidad de esa molécula de acido nucleico para codificar
un polipéptido deseado. En otros ejemplos, un sistema CRISPR (p. gj., un sistema CRISPR que comprende uno o
mas de plantilla de reparacion de ARN guia, ARNcr, ARNtracr, ARNgu, ADN, y proteina Cas, tal como, pero no se
limita a, CRISPR/Cas9) puede usarse para introducir una molécula de acido nucleico mientras se mantiene la
capacidad de esa molécula de acido nucleico para codificar un polipéptido deseado.

También se entendera que las secuencias de aminoacidos (p. €j., polipéptidos) y las secuencias de acidos nucleicos
pueden incluir residuos adicionales, tales como aminoacidos de terminal N o C o secuencias 5' o 3' adicionales, y
aun asi ser esencialmente segun se establece en una de las secuencias descritas en la presente descripcion,
siempre que la secuencia cumpla con los criterios establecidos anteriormente, tal como incluir el mantenimiento de
la actividad biologica donde se refiere a la expresién de polipéptidos. La adicién de secuencias terminales se aplica
particularmente a secuencias de acidos nucleicos que pueden, por ejemplo, incluir varias secuencias no codificantes
que flanquean cualquiera de las porciones 5' o 3' de la regién codificante o pueden incluir varias secuencias internas
(es decir, intrones) que pueden ocurrir dentro de los genes.

Algunos ejemplos dependen de o usan la sintesis de polipéptidos en cyto, mediante la transcripcion y traslacion de
moléculas de &cido nucleico apropiadas (p. ej., secuencias de acido nucleico segun se describe en la presente
descripcion). Estos polipéptidos incluiran los veinte aminoacidos “naturales” y las modificaciones postraslacionales
de estos. La sintesis de péptidos in vitro permite el uso de aminoacidos modificados o inusuales. En algunos
ejemplos, el polipéptido abarca modificaciones (p. ej., una 0 mas sustituciones 0 una o mas inserciones) que
incluyen uno o mas aminoacidos modificados o inusuales. Una tabla de aminoé&cidos ilustrativos, pero no limitantes,
modificados o inusuales se proporciona en la Tabla C.

Tabla C - Aminoéacidos modificados o inusuales

Abr. Aminoacido Abr. Aminoacido
Aad Acido 2-aminoadipico EtAsn N-etilasparagina
BAad Acido 3-aminoadipico Hyl Hidroxilisina
BAla Beta-alanina, acido beta-amino-propiénico AHyl Alo-hidroxilisina
Abu Acido 2-aminobutirico 3Hyp 3-hidroxiprolina
4Abu Acido 4-aminobutirico, &cido piperidinico 4Hyp 4-hidroxiprolina
Acp Acido 6-aminocaproico Ide Isodesmosina
Ahe Acido 2-aminoheptanoico Aile Alo-isoleucina
Aib Acido 2-aminoisobutirico MeGly N-metilglicina, sarcosina
BAib Acido 3-aminoisobutirico Melle N-metilisoleucina
Apm Acido 2-aminopimélico MelLys 6-N-metilisina
Dbu Acido 2,4-diaminobutirico MeVal N-metilvalina
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Tabla C - Aminoéacidos modificados o inusuales
Abr. Aminoacido Abr. Aminoécido
Des Desmosina Nva Norvalina
Dpm Acido 2,2'-diaminopimélico Nle Norleucina
Dpr Acido 2,3-diaminopropi6nico Orn Ornitina
EtGly N-etilglicina

La materia descrita actualmente incluye ademas un método para producir un polipéptido (p. ej., un polipéptido de myomerger
mutante o un polipéptido de myomerger silvestre). Cualquier método adecuado puede usarse para elaborar los polipéptidos
que incluyen, pero no se limitan a, la expresién a través de cualquier técnica biolégica molecular adecuada (p. €j., usando
un sistema de expresion procaridtica o eucaridtica), el aislamiento de una fuente en la naturaleza o la sintesis quimica. Los
sistemas de expresion eucaridtica incluyen sistemas basados en plantas; sistemas celulares de insectos mediante
baculovirus recombinantes; sistemas de insectos completos mediante baculovirus recombinantes; sistemas de levadura
disefiados por ingenieria genéticamente, que incluyen, pero no se limitan a, Saccharomyces sp. y Picchia spp.; y sistemas
celulares de mamiferos que incluyen, pero no se limitan a, células C2C12, fibroblastos 10T 1/2, fibroblastos NIH/3T3, células
madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés), células madre hematopoyéticas, células de ovario de hamster chino
u ofras lineas celulares comiunmente usadas para la expresion a escala industrial de proteinas recombinantes. En algunos
ejemplos, los sistemas de expresion basados en plantas Gtiles pueden incluir sistemas de plantas transgénicas. En algunos
ejemplos, los sistemas de expresién basados en plantas Utiles pueden incluir sistemas de plantas transplastomicas.

En algunos ejemplos, un método para producir el polipéptido incluye proporcionar una célula huésped que comprende
una molécula de acido nucleico, seguin se describe en la presente descripcion, unida operativamente a un promotor
operable bajo condiciones donde se expresa el polipéptido codificado; y recuperar el polipéptido de la célula huésped.

Polipéptidos de myomaker y moléculas de acido nucleico de myomaker

La primera célula y la segunda célula comprenden cada una un polipéptido de myomaker. llustrativamente, el polipéptido
de myomaker puede ser la proteina myomaker descrita en WO 2014/210448 A1. En otros ejemplos, el polipéptido de
myomaker es la proteina myomaker descrita en la Tabla 10A de WO 2014/210448 A1. El término “polipéptido de
myomaker” abarca “polipéptidos de myomarker silvestres™ (es decir, polipéptidos de myomaker que se encuentran en la
naturaleza sin ninguna modificacién intencionada por el hombre) y “polipéptidos de myomaker mutantes” (p. €j., con una
o mas modificaciones realizadas en un polipéptido de myomaker silvestre). Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de
myomaker silvestre se encuentran en la Tabla 10A de WO 2014/210448 A1 o en la Tabla 2A. En otros ejemplos, el
polipéptido de myomaker tiene al menos una modificacién de aminoacidos en relacién con un polipéptido de myomaker
silvestre. Un polipéptido de myomaker silvestre puede, en algunos ejemplos, ser un polipéptido de myomaker de cualquier
animal que incluye, pero no se limita a, un mamifero, una rata, un gato, un conejo, un humano, una vaca, un pollo, un
pavo, un mono, una musarafia arbdrea, un perro, un cerdo, una musarafia, un elefante o una zarigiieya. La Tabla 2A
proporciona ejemplos no limitantes de polipéptidos de myomaker silvestre y las Tablas 2B y 2C proporcionan gjemplos
no limitantes de secuencias de &cido nucleico relacionadas (incluyendo los codones de iniciacion y terminacion).

Tabla 2A

Fuente Secuencia de polipéptidos

Humano MGTLYAKLLLPTLSSLAFLPTVSIAAKRRFHMEAMVYLFTLFFVAL

HHACNGPGLSVLCFMRHOILEYFSVYGTALSMW VSLMALADFDEP
KRSTFVMFGVLTIAVRIVHDRWGYGVY SGPIGTAILHAAKWLOKM
KERKGLYPDRSVYTOOIGPGLOCFGALALMLRFFFEDWDYTY VHSF

YHCALAMSFVLLLPKVNKKAGSPGTPAKLDCSTLCCACY (Sec. con
nam. de ident.: 50)

Perro MGTLAAKLLLPTLSSLAFLPTVSIAAKRRFIMEAMVYLFTMEFFVAL
HHACNGPGLSVLCFMRHDVLEYFSVYGTALSMWVSLMALADFDE

PKRETFVMEGYLTIAVRIVHDRWGYGVYSGPIGTAVLIIATKWLQQ

MEKEKKSLYPRDKSVYTOQOQIGPGLCEGALALMERFFFEDWDYTYVHS

FYHCALAMSEFVLLLPKVNKKAGSAGPPAKLDCSTLCCACE (Sec. con
atm. de ident.: 51)
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Fuente

Secuencia de polipéptidos

Cerdo

MGTVMAKLLLPTLSSLAFLPTVSIAAKRRFHMEAMVYLFTTFFVAF
YHACHGPGLAMICFLRLDILEYFSVYGTALSMWYVSLMALADFDEP
KRSTEVMFGVLTIAVRIYHDRWGYGVYSGPIGTAALIIAAKWLGQ
MKDOQRRLYPDKSVYTOQIGPGLCFGALALMLRFFFEEWDYTYVHS
FYHCALAMSFVLLLPRANKKAGSAGPPAKLDCSTLCCACT (Sec. con
atm. de ideni.: 52)

Ratén

MOTVVAKLLLPTLSSLAFLPTVSIATKRRFYMEAMVYLEFTMEFVAF
SHACDGPGLSVLCEMRREDILEYFSIYGTALSMWVSLMALADFDER
QRSTFTMLGVLTIAVRTFHDRWGYGVYSGPIGTATLIAVRWLKK
MEKEKKGLYPDKSIYTOOQIGPGLCFGALALMLRFFFEEWDYTYVHS
FYHCALAMSFVLLLPKVNKKAGNAGAPAKLTESTLCCTCY

{Sec. con nam. de ident.; 53)

Zarigleya

MGTLYTRKLLULPTISSLAFLPTISIAAKRREHMEAMVYLFTMEF{AIYH
ACDGPGLSVLCFMRYDILEYFSIYGTALSMW VSLMALAEFDEPKRS
TFVMFGVLTIAVRIVODRWGYGVYSGPIGTAVLIIATKWLQKMKE
KKGLYPDKSVYTQOQIGPGFCFGALALMLRFFFQEWDYTYVHSEFYH
CSLAMSFVLLLPKVNKKAGNAGTPAKLDCSTLCCACT (Sec. con ntim,
de ident.: 54}

Pez cebra

MOGAFIAKMLLPTISSLVEVPAASVAAKRGFHMEAMVYFFTMEFTAI
YHACDGPGLSILCFMKYDILEYFSVYGTAISMWVTLLALGDFRDEPK
RSSLTMEGVLTAAVRIVODRLGYGIYSGPIGTAVEMITVKWLOKM
KERKGLYPDKSVYTQOVGPGUCFGALALMURFYFEEWDYAYVHS
FYHVSLAMSFILLLPKEKNRYAGTGRNAAKLNCYTLCCOY

{Sec. con nim. de wdent.: 35)

Tabla 2B

Fuente

Secuencia de acido nucleico del ADN¢

Humano

Hggggac gotggtggec aagotgctec tgoocacect cageageety gecttectee
actgleag catcgoggec aagaggeget feoacatgga geecalgglc tacctotica
cctgtictt cglggepcic caccatgect goaatggace cggotigict gtactutedt
gogica cgacatccty gagtattica gtyictacgg gacagoocty agcatytay
cgctgat ggcactyeoc gacticgacy aacceaaygag gteaacattt gt g tgtte
cgtcctgac cattgetgty cggatetace atgacegpatg gapetacgyy gigtacte
coccategy cacagecate cieateateg cggeasagty gotacagaag atgaaggag
wwaagaecet glacccagac aagagogtct acacecagea gataguooce ggectetgct
cggggcgct gacectgaty ctacgetict {Ctitgagyea ctgpgactac acttatgtee
wcagcticta ccactgtgoc ctggctatgt cotttgtict getgctgece aaggicaaca
1gaagacige alceoogRRg accoegaoca agetygacty ctocacecty tgotgtoctt

itgtetga (Sec. con ntm. de ident.: 56)
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Fuente

Secuencia de acido nucleico del ADN¢

Perro

Hggowa cgotegegge gaagotgete etgeccacee teagoeagoct ggectiecte
caccyicos geategeoge cangegecy tecacatgg aggecatggt clacctetic
weatgtict tegtgeeact ccaccacgoyg tgeaacggae cogpgetate ggteetetge

teatgegee acgacgiect ggagtactic agegietatg geacggcact gageatgteg
stotegeiga tggeactgge tgaciicgac gaacccaaga gategactit tgigatgtit
rgcgleetga coatcgocgl geggatotac catgaccget ggggotacgy gatgtacteg
sgocecattg geacggctgt cotcatcale gocacaaagt geotgoagea gatyaaggay
1agaagagic tetaccoga caagagtate tacacccage agataggaece tgeocietgt
fteggocac tggeccitat getgegcette itittigage acigauatia cacctatistc cacagettet
wceactgtae catggecaty tecttegtee teotgetece caaggteaac aagaaggety
13agCRTERR gocecigee aagetagact getotaccat ttgctetget tacaieiga

{8ee. con ndm. de ident.: 57)

2

Cerdo

Hge & g cogieal ggecaaactg otgetaceca cgelgageag cotggecttc otecocacgy
mg g tguaau,asz cgguccam tg,g zggecat apt ctalclc ttcaccacgt

ct ggetatgate tgottictge
ruutﬁaui Clggagtat ttc-ag -gm ac ggaac,c ¢ cotgagoaty tgggtctege
gatggegct ggotgactic gacgageoca agaggiogac titegtgaty titggegice
gaccatege cgtglggalc taccacgadce getgggacta cggegtgtac egggaeeea
cggLacggce cgeccteate atcgeggaca agtgactpca geagatgaag gaccaacgge
yectgtatee agacaagage stetacacac agragatagg ccocggoctc tgcticsggg
wgotggecct catgctgoge tittettcg aggagtggga tlatacctac glecacagat
claccacty cgeoctggee afgicoiog 1eCtgotget goceaaggle aacaagaagy
HlEEangege ageReiacee gecaagetgy actgetecac cotetgetgt gottgtatct ga

{Sec. con nfim. de ident.: 58)

Ratén

tge ggacagtigh agecaaacty cicctyccta coctcageag cetggectic clecegacay
gageatcge taccaagagg cgttfctaca tggaggeeat getetaccte ticaccatut
ciitgtgge gitcicccat gootgtgaty ggoctggitt gictgtacty tgcticatge geogtgacat
tetggagtac ftcageatct atggaacage cotgageatyg tgggtotece tgatggeact
gaecgacttt gatgaaccee agagatcgac cticacaaty ctiggegice Haccatege
tetecgeact tticatgacc goigggptia cggegtatac iecggiceca taggeacgad
cacceteate attgetgtaa agtggctszaa gaagatgasa gagaagaagg goctglacee
cgacaagage atctacacee ageagatagg ceceggectg tgetitggge ceotggoecct

gatgcticga ticticttty aggaatggga tlacacctac gtecacaget ictaccacty

g

gocetgee
ageggeecee gecaagetga cotictecac colctgetge acttgtgtet ga (Sec. con
avm. de wdent.: 59)

ce atglectity teetgetgot geccaaggte agcaagaagg clgggaacgc
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Fuente

Secuencia de acido nucleico del ADN¢

Zarigleya

L, Lo gactctigtt accaaglige tctieccac aatcageage ctogecttic tececaceat

ageatcget getaagagga gaticcacat ggaagecatg gretacetet teaccatglt
citcatagea atatateatg catgigacgs gecaggelta teagtgctat getteatgey
ctatgacata ctggagtatt teageatcta tgggacages ctgageatgt gggtotealt
aatggeactg geagaglicg atgaaccaaa aaggicaace titglaatgt tggegtett

gactatigec gtgageatct accaagacey glgeegatal gggutatact cggggectat
fgacacagot giectiatea fgeaacaaa atggelgraa aagargaaay agaagaagye
tctgtacect gacaagagly tgtacaceca acagatagge cotggttat gititggage
gttageacty atgetgegtt fettiticca ggagtegaat tacacctaty ticacagett ctaccactyd
tcactagees tgteottigt cltgetgelg cocaaggtaa acaagaange tgggaatgat
gggacaccty ccaaatigga ctgtictaca ctotgetgty cttgeatetg a (See. con ndm. de

ident.: 60)

Pez cebra

atgggag cgttiatege caagatgtig ctecccacta ttageagtit gotuttigte cctgcageea
gegtugctee anagageggc ttccacatgg aggecatggt ctatifctte acaaigtict
tc-accoc.gat tlaccacgca tgigacggic cggeotigte catteteigt teatgaagt
teacattet ggagtactic agegtetacy ggacagecat ctecatgtag gteacgetac
tggcgcttz{L ggatitegat gageecaaac getetteget caceatgtit gagutetica
cogeageigt gaggaltiac caggacogac gggotacgy catttacter ggococateg
geacagctyt ottiatgalc acagicaaat ggtiacagaa aatyasygyaa aagaaagece
fitatccaga casaagiglt tacacicaac aagigggooe aggetyc g ¢ tteggiactc

tigotitgat gettogetic tatittgagy agtggeacta cgettatgtt cacagitict accacgigte
tetggecaty teclttatic tgotgetgec caagaagaac cgtiatygcty g aacvgg e

taacgcagec aaactcaact getacaceot cigetgetgt gtatga (Sec. con ntim. de
wdent.: 61)

Tabla 2C (exones en mindsculas)

Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

Humano (cadena +)

caagtgtgagctggggagggcaggggctcagagecgggectgggegecageatecagacac
;iacagcacagggtggagcagtccagcttggccggggtccccggggatccagccttct
Eggaccttgggcagcagcagaacaaaggacatagccagggcacagtggtagaagctgt
ggataagtgtagtcccagtcCTGCGGGGGGCAAGCGGTCAGTCTGGGGCCTCAGCCCC

CT
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

CCCCGAGGCTCCTCCCTCTCCAAGACCCAGCAGAGCCCCTTCAGGCCCCCGCCTCTGC
CA
GGGCACTGGGACACCTGCAGGAAGCCTCCCCCACGETCGIGCTCACAGTGGTTITTCT
L
CCACCTAAACCCAGAGCAGTGAGGGCCTGTGCCATCCTCCAGGCTGCACTCCTTCCTT
CT
TCCCCATCCCCTCTCTCTGCTGTCCTTCTCTTCCTCCATICTTCTCTCCCTCCTACCC
TC
CCTCCCTCCATCTCCCCCTCTTTTCTCTCCTTATCCCTCTTCCCCTGTTCCTCCCTCC
CT
CCTCCACTTTCTCCCTCCTTCCTTCCCTGTCTCCTCCCCTCCCTICCCTCCCTCCTCCA
GG
TGTTGGGCACCTGCCCCAGGCGETCTCCCAGGCTETZCTGICGTCTGAGAT GCCAGCTG
TC
TGTAGGCAGCCAGCTTTGGTCTCTGTGACCTCCAGGTCCACRACAGGCCATGGTGCTGG
G
GTGCTGGGGACGGCATTGCCCCCGACATAGCCCTGEGAGSGGCTAGTGAGCAGGGACT
Jav:y
TACCAGACTTTGGCCTGGEGCTGTCAGAGTCCCCCCAGCSTGEGGCACAGCCCTGGTAT
cC
CAGCTGAGCAGAGCCATGCCGAGTGEEETCTGEGEGCACAGGACACCTCCCCGCTGGEEC
TT
GGTACctcaaagaagaagcgtagcatcagggccageogecccgaagcagaggecgggygce
ct
atctgectgecgtgtagacgctettgtctgggtacaggeccttettetectteatecttet
gt
agClGLGAGGACAGGAGGUCCACAGCAAAGC "' TAGGT'CACAGCAC GGLEGAACGCCC
CT
CCCCAAACCAGCCCGAGAGCTGGCCCTGCACAGGCTCACCCCAGCCCTCTCCCGGCAG
GA
GAGGAGGCTCAGGAGCCTCCTGCCGCACCCAGCCTCAGATGGCTTCTGCT GCGACAGGE
cc
CTTCACGGTGCGACCCAGCAGAGACCCCAGCCTGGAT GG TGGGARAGGARNGCCACT GG
GC
CATGTGCCCCACAAAGACCCCGLTGUCCTCCCGCCTCTTTGAGATGTARCAACGCCAC
cc
TCGCATGTCTCCTCCTCCCTGCAGGCGAGCTCTGGGCGCACTAGACTCCATGATTGCT
TA
CCAAGGARAGTACTGGAGTACTTGGGACCTGCCAGUCCASTGTGGCCCAT GGGGAT GG
CA
CTTGTGGTGATCCCTGAGCCATGGACAAGCATCGTTTGCTTTCCTAGTTAAAGGACCT
AT
CTCACTCTTCATTAGACAAACTTGGCCAGCACTGCTTCT CAGGTCCCAGTGCTTAGGA
AG
GCTCGCGTGGGCGTTTCCACTTACAGAGGGGTTTGCATT CCCAGGAAGAT GCGGGRAAG
TG
TGGGGCCACATCCCTGGAGCCEGCCTTGTCTTTITCTAGGCCACTTCACATGGACTCTA
TT
TGGGATTTTCAAGGGCAGTTGTTTCCTGGAATGAGGGTGGATTITTCTCCCTGAGCCT
GG
TCCCCTCTTGGEAGGGGCTGGEEGAACGACAGCCTTETTGEGEGAGGAAGGAGGGAGGGET
TG
GGTGATGGCGGCCTCGGAGTGGGGCCAGACCCGTGGGGGTACACTCAGGAGGCTATAG
AT
TTCAGTGGAATCAACTGTTAGACACACAGCGTCTGGCACAAGCCCCTGGEGGTCGGEGE
CA
GCACCCCATAACTGCACCCATTGCTGAGTGGCCTATGCARAGAGCACARNGAGCCTTA
TG
CTGGGTCAGGTCAGGTTTTGCCACCCAGTGAATTATGAATTGATGCCCGGCTTTCCAT
1T
TCTGGAATTCCATTGCCAACAAGGARTTGAGCACCTGCAGTCCTIGCAGTGGCCTGARG
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

AC
ACCTCCACCCTCTCACCCTCCCTCCOCTCCTCAACCCTCCCACCCCACCTCTCCCCAL
cc
ClGCAGTAGTAACACCAGGGAGAAGAGAGEI'GCCTGCCCTAGGLICACACAGT GGECCT
GG
CACTATTGAAAGGGCGCCATCACCCAACCCTCCCTCCTTITTCCTCCCGGGCTGCCAT
TG
CCCAACCCCTCCCAAGAGGGGACGAGGCTCAGGGAGAARNATCCACCCTCATTCCAGG
AR
ACAATTGCCCTTGAAAATCCTAAATAAACTCCATACTAAATGGTCTAGARGACARACAA
TT

AG
CCTGAGGGCCTTGGCAGTCTCGTGGCTCTTGGTGGGARACACAGCAGTGAATTCTCTT
CT
GGGCAATTACAGTTCAGCCCAGTTCAGACCTGGCCAAGATCAGCGGGAGGAGCAACCT
TC
AGGGGCAGAAGGAGGCGAGAGGCGGETGGCCAGGACCCAGGGCCCCAGCACGCTCCTT
cc
TGCCACCCACCTTGGTCCAGCCCACTTATGCCCAGCGCTICCTCTCTCCCCACCAGGT
GA
CTCCCAGGGGCCTCCTGGGTCAGCCCAGGATTAGTGCTGCTTCCTCAGGTTGCAGACA
GA
AAGCAGGTCCTCTGTCTCCTGCTCARAANAGTCAAGTCCAGCCAGGCGTGGTGGCTCAT
GC
CTGTAATTCCAGCACTTTGGGAGACTGAGGCAGGCAGATTACCTGAAGTCAGGAGCTC
AG
GACCAGCCGGGCCAACGTGGTGARACCCCATCGCTACTARARATATAAAAATTACCTG
GG
CGTGATGGCATGCGCCTATAATCCCAGCTACTCGGGAGGLTGAGACAGGAGAATCGCT
TC
AACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATGGCGCCATTGCACTCCAGCCTGGG
TG
ACAAGAGCAARACTCCGTCTCAAAARRANANANANANNAN ST CAGGTTCTGGCCCCGCC
nc
TGCCCTGCCATGACGTCCTGTTAAGTTGCTGAGGCCTCCATGCTTTGGTTCCTTCATA
GG
CCAAATGGCARATCAGTCCCATGCTCCTTGGCTGTGGGCGAGGATTGGGACGGGCTTTG
CA
AGCTGCCCACCAGAACTCGAGCGCTCTCCCCACAGCCGTSGGCCCTCCTGCACTGAGA
GC
TGCCCTCTGETCTTGCTGGETGTCCTGCGGLTCTGGLCGEGEEGCTGGCAGTETGGCTGGE
cT
GGACCAGGCCAGETCCTCTCTTGGCACTTGARACTGACCOTGAGACTTCAGGTCCACT
cc
AAAGAGGTGARATGCAGCACAGGGATGTTCAGGCGETGCITGGGCTGCTGCAGGCCTG
GA
GAGCAGGCTCAGGCTGAAGCCTGCTGGCTCCCCAGGETCTSGCAGACCCTTGCAAGGET
GA
GCTCCCTCCTGCTCTGGGGTCCCAGGAGATGCCCCGEETCTATTITTTCCCTAAGATCC
cT
CTTTAGCTTGGGCGAGTTTGAGTGGGGTTTGGTCCCTGASCCAGGAGGGTCTTGGTAG
GA
CGGAGAGAGCAGGGAGCACTGAAGACCACGTGAGGGCCTTGCTGCTCTGCARGGGGCT
GT
CTGTGCTAGAAGGTCTGGCCCAGGCTGCCTCACTGTCATACCACACTCTCCCTCCTGE
cT
AGAACCAAGCTCGAGGCTCACTCCCTCCAGGAAGTCTTCICAGATTACCCCAGGCCAT
TT
TCCAAGTTGATGTTGCATCTCTARAGCAGCTGGTAGTAAGAGCGGTGATGAGAGTGAT
AR

20
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

CAAATAGCTCTTATGTGCGGAGCACATTGGAAGCCAGGCTCCATGCCAGGACTTCAGG
TG
CCTGATCTCAGTGAGTCTTTGAACCACCCCATGAGACAGECAGGGGGCTGTAATGACA
AC
ACCTGCTTTACAGGTACGGGCGTGGAGGTGAGACATTGGETRACTTGGGCTCAGTCTG
GA
GCTGGTGAGTACAGACARGCGTCACACACAGTCTACACASCCGGAGCACCTCATGGCT
AT
TTTCTACGTGGTTTTGCTGAATTCCTGCATCCACCCATTTGCCTATGAGGGCAGGAGG
TA
AATGAAGATCCGAGGCAGGAGGAGT CAGACAGGGGAGAGSTGACGGGCCTCCTGGGTC
cc
CGTTCATCGAGGCTCGCGCAGTACGCACccactttgecgecgatgatgaggatggetgt
gc
cgatggggcecgegtacaccececgtagecccateggtcatggtagateegeacageaat
gdg
tcaggacgccgacacatcacaaatgttgacctettgggttegtegaagteggecagtyglC
TG
CAGCCCCCACCCACACACACCCCCACCTCACTCCTCTCTCTTCCTCCTCCTCCCTACC
cc
CCCACCCCCCAGCCCCCAGGAGGCATCCTGTAGATGCCCTCTCTICGEGTGTCCCCTCAG
cc
ACCCACACCCTCACCCCCACCCTCCTCATCCACCCUTCTSARTTCCACCCACTTTGAC
AG
GACAGGCAGCCTGCTGCTTCCCCATGGACACAGCAGCTTSGATTGTGCTCCCAGCACC
TC
ATTTTAATAAACAGACCACAGCTGGTTGTGGTGGCTCAGSTCTGCAATCCCAGTGCTT
TG
GGAGGCAGAGGCAGGAGGATCGTCTGAGACCAGGAGTTCAAGACTAGCCTGGGCAACA
T
GCGGGACCCCCATCTCCACAARARATTCGGTGGGTGTCGTGCTGCATGCCTGTCATCC
CA
GCTACTTGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATGGCTTGAGGCT STGAGTTCGAGGCTGCAGT
G\
GCCGTGTTTGTGCCACTGTACTCTGGCCTGAGTGACAGASTGAGACCCTGTGGCTARA
avay
TCAATAATCACTATGCARAGTGAATAGGATCGAATCTAT CCCATAGGATCACAGGACA
Javay
GACACTAAGATTCAAGAGAAGAAATGAAGCCCCTCACAGECCCGGTTAGATGGCARAGG
AG
CCTCAGGTCATGGGGACCTTGCCACAGACAACAGTTACGTGGARARNANCATGETGGE
Javay
AGGGGGCTTATGAACAGTCCCGETCTTCCAGGCTGGATATCACCCGTGTGTGTGGATGT
TT
GTATGACAGTCTGGGAAGCCAACCCCCCTGAGCAGTGAATAGCGGTCCTCCCAGGGAA
(€€
AGTGACGGGAGGGAGCCCTTTCACTTTTTCCTTTGTATGCCTCTGCTGTTGAAATGTG
TC
ACAACAAGCTTTTACTAARATGAGTCATTTTAAAAGGATATARARAANTCGGCATCAGGG
CA
TTTAAGAGGTGCATATTCTTTTTCATAGATTAAGCACAATCCTGARACCCAGACAAGG
GA
AGACATTCCTGGEGGCTGGGAGT GAGT GGGGATAGAGGGCTGCAGCGGGACTGGTTTGA
GG
CTGGGTGTGCGGACACTGGGGAGCCGETCCTTGTCCGCARGGCTTGTCTGCAGGGGTT
GA
CCACTCACccatcagcgagacccacatgetecagggetgteccgtagacactgaaatac
tc
caggatgtcgtgacgcatgaagcacagcacagacaagecgggtecattgecaggcatyge
tg
gagCTGCCAGAAANCCCACAGGTGGTCACAGCACARAGASGCCAGAGCTGGTCCCCGA
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Secuencia de acido nucleico genomico

GC
CACGCCCCCCCACACTCCCACCTCACTTCCTCCCTCTCACRACTCACTTTCCGCCACTCA
CT
TAATGACTGIGIGCCICAGLICICCCLEICIGAAAANT GCEEEIACTGCCEAGCACTCC
CG
CAGAGGGTCCTGTGGGGATTARGTGGCACATGCCAGCGASGTGTTTAGGGGCTGGGET
GT
GCCAAGGGTTCACTCAATGTCACCTCAGCAGAATTCGCTCATCTGCACTGGCAGGACT
GG
GCGGAGACTGAGTGGTCACTCAGGTGAAGCCCGCTTAGGTGGGGCGGETCTCCGGGAGE
GA
CCCTACACGGCICICCCCGGACCII'CAGCATCLIGIGCTI I CCLTGAAGCACACAGC T GC
GT
GTTCACTCGCCAATCTTTGGATGTGAGGTCAGAGCCTCTETGGGGCGCTCCTTTGCTCT
TT
GGGGGCTCCTGGEGGCCTTCTCTTGCACARATTACCCCTCTGATGACTGGTCTACACTG
CA
GCAGCGTTCTCAGGCTTGAGTGGGCATCAGARCGCCTGGEGCCTTGTTTAGACACAGE
T
ACTGAGCCCTGCCTAGGGTTGCTGATTAGGGAGGGCTGGETTGGGTAGARAATGTGCA
TT
TTGAACACATTCCCTGTGGCACTGCTGAGGCTGGCAGGGICCACACTGAGAGCCGGGL
TG
TAGCTCCTGGTTTCTGTTGCCTTAACGTGGACGAAGATCTCTGAGACCCCCTTGCAGA
AG
CTGAACACAGCCCCCTAGGCTCATCCATCTCTGCCCTATACTCTCGTCGTCGCCTCCC
CA
ACACCCACTTTCATGGCAATTTTTARGGCAAAAGGCTTATAGGGAGTGTTTTCRAAAGC
AG
TCAACTACTTTTCTACGGAAAACAACTCTCTCTCCTTTTSCATTICGCATTTCATCATT
TT
AGGTAATATTTAATTACATGACATAATTATTTTGACAGGTTCAACTGGCACAARCAAG
CcT
TGGGAAACAGCACGGTGGACTCTTGGETCAGCCCAGCTCAGCGGGAGGAGCAGGCGTGC
TG
GAAAGCAGCCCGTGTCTGGAGGCGACAGGGACAGCACAGAGGEGAGCGGGEGCCCTGGE
TG
ATCTGGGGGEGCAGGCAATTCGGGGTCAAAGTGGAGTGCTTCTACTGATGGCAATTGTA
CA
CGGCCTAAAGTGACGGTGCACCTAGCAGGCATTAATAGGGATCCAGCATCTARRATGA
GG
GAGGCGGLUGGTCCTGCTTCTCTCTGTTCTTGTCAGGCTCATCCAGAAGACTATGCCGA
GC
TCTGETGTGETGCACCTTTCTTGAAGTGAGACTGGGARAGACGCGGETAGAGGAGGGT G
AC
CAGCGGTGGACATGACTGTTTACCTTGGGGACAGGEAAGCTTCAGGAGGGGCCTGATC
DR
GGTGCTTACACCTCTGTGCCGARAGAGGAGCGAGGAAGACTCCGGCCCTAGGCTGTTCT
cC
TGTTCTCCTGGCTTCTTCCCATCCCCCACCCCAGCCCCATCACCTGCTGTCTGTGTGC
cT
CAATGTAGCACAGATGGTCATGTGTCGATTAAGGCATTCACTGTGAGATTGTGATARGG
cc
TGTGCCCTTGCCCTGCCAGGAGCAGGAATGGCTCTGTCTSGTCCCAGTTGCATGGACG
GC
TCCCAGCATAGAGTGCTTGCTGCATGTGTTCAGGGAGGGEGACGCCAGGCTCTGAGAA
T
CTAAAGGACAGCCAGCTCACCCTGGGEGACCCAGAGUCTCTGCCACTAGGLUCCTTGGCT
cC
TCCCRAATGGTGGGAACTTAGCTCCATTCGACAGAT GGGGAANGTGAACTTCAGAGCAG
CA
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

CTGCCTGCCCARAGAGGTGAAACAGAGCAGTGCTTEGCACCTGGCCACTTCCTCCCAT
cc
TGCAGTGCAGGGGGCAGACCTGGCCCAGCCGGEGCACTGETGEEETGEETGCGECTGA
GG
GCCTGGGGGGTCAGAGCTCAGGCTCGGGGAGTCTGACTTTGCAGATGTTCCCAGTGGE
GG
CTCAGGTGAGTGGCTGTCGGGEEEEGEGCCTCCTCTETTGTGTGGGGACAAGCACACTG
TC
TCCGTGGGGTTTGCACCCATAGCAAGGTGTCCGGCACAGAGATGGAGATTGTCACGGG
AG
GGGCCTGATTGGAAGGGAAGGGACGCCATGCGGGTGGCAGARCTTTGGGAGGGACT GA
(€8
GTGGCTTTGAGTTCAGARRAGACGTTTGT CACARGAGECAGITGCCCCTGCCACTCTGEE
TG
GGGCAGGGTGGGEGCCTCTGAGACCAGTGCAGAGGCAGCT GCEGEGGCCAGCCTAGGCCC
AG
GCAGGGAGGTGTGGCCTGCTGGGTGCTTGTGGTTTGCTGEGCTAGCTCTAACAGGAGC
cT
TGAGRACAAGACCTCAGCTTTTCTCCCTGCGCTAAGGCCATGGGACCTGCAGAGARAT
cc
TGGCTCTGCTCTGGGCTTCAGTCTCTCATCTGCCCARGAGGCTTCCTAGCCCTAGCEC
AG
GCTGGAGTCCCAGAGGAGCGAATGCAGTGGCATTTGGET GAGTCAGGAGCTCTGGAGA
GC
TTGATGGTCACAGTGACACAAGTGACTCTGTCTCTCTGGSATTTGGTTTCTTCATCTG
cc
AAATGGGAATCAAGATCCLAGGL I GIGGGEGCAAGG T GAANAGGC I GAA T CAGACACT'
TG
CACAGAGCGCCTAGCCGAGTCCTCTGCCCTGGGTACTGGCGCTCGAGGTGGACTCAGA
AG
CTCCAGGGCATCTGGTTCCACAAAGGACCCAGCCTGETCCTAGGCCACTGTCACCCCTG
GG
AGTGGCACACACTGCGAGGGAATGCCTCGCTCCCAGCCCACACGTGCACACTCAGCTTC
TG
CCATTGCGGEGCAARATTGCGACTTGACCAATTCAGGATACRAGCATAACAT GTGRATAT
AT
GCTTGCAAACACACGTGTGAGCTCACGGGCCTCACCCGCTCAGGACTCCCTCTGTGCA
CT
CACATGCACTTGGCATTCTTGCCCATAGAGGCCCTECTGITGEAGRAGGAGGCTGTCT
GG
GGAGAGGAGGTGGAGTTTTCACAGGTTGGGCCCAGCACTSCCCCARGAAGGAGGCTAG
TG
GGACGCTTGCCTCCCCAGAGCAGGTGTCATGCTGGEGATTGGGCTGTCAGTGARGGAG
GG
GTGTGATGGAAGGTGAGCAAGGAAGGCTTCGGGAGAGCARGAGGTGGGGCACCACTTG
TG
GGAGTCCAGGAGTGAGGGCATGTTAGT GGAGAAAGTCGGRARGACCCAGAGGCRAGAA
GG
CAGGGGGTACCGAGACATATAAATGATGGCT GAATGGCGAGATGGTAATAGACGAATA
GA
TCACAGGTAGATGGATGCGTAGATAGAGAGATAGATGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AG
AGAGAGAGAGAGAGACAAGCTGGAGRAGGTGGATAGCTAAAGCCAGAGAGACACATGG
AG
AGTCAGGGGACTAAAACCAGGGAGGGETGGGACCAAGAGCTTTAGAGAGAGTGAATTCC
AT
GGGGATCGAGTTCCAGARAATCARANGAGARCCAGACAGAGAGAGARAGGAARARANGA
GA
AACAGAGAAAACTAGACACAGRAARACCAATACGAGARACACAGAGTGARAGAGACCCA
GA
AAGAGAGAGAGAGAAGACAGGGGAGACAGGGETCCCAGAAACAGCGACCTCAGAAACA
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

STECTHGGEUGCTCCACT HRAMAGCUGERTA X0

IIACTT

ATGAL

LA OO TR POTYR, £Y 2y Ty TS £ ety
VOATAARTAGANAGAGAARGAZGGACCCACAGAGRGAGAAGTAGEULCCAGAAGA

N\t
G WGHCCUTCUTGAACCAGAGCARCTUCASEATICTHGAATCAGATTCA
[
(!
<
CTCATCTT IR EGCUTRT GG
g
GRCUCCATOGHCAGUCHTSECSHECTTTCAT TAGCAGU Y ENCARNAGOGECATGCTGEA,
‘\\:‘
GG CRASTCARTGGELTOTES CCAGGLTTEETCITA
GR
TCUCAL
TC
G TOTITTCAGT CAGACCICALCTEEGECE

CECATCATCOAATACAAGARCGLT GUGCACAGAGARC TP

WCETCITCICAGCCCOCCASACTCAZC LR CgREgRR U
gtgaagagyut poCgogatgonyacay
tq

4 3 LNy . < oo ~er o .
aggasgeecaggetgelgaggylggaraggageagnltggeascesgogtoneas

radaagaaa’

agoascgaagtggreagyecagoteoct i Lyggeaygys
{%c con mim. de ident.: 62}

Humano (cadena -, complemento

inverso)

- el codén de iniciacion

esta en negrita y subrayado; el
codon de terminacion esta en
negrita y en cursiva

gccctgcccaaagggagctggccttcccacttcgtgctcctgtgctggggacctggga
ca
ccagcaccctocccacaccagecagtgetttectectggeccatggggacgetyggtygy
cc
aagctgctcctgeccaccctcagcagectggecttecteccecactgtecagecategegyg
cc
aagaggcggttccacatggaggccatggtctacctecttcacectgttettegtggegs
TG
AGTCTGGGGGCTGGGAGGAAGTCCCACACAGGCCCCATCCTGGAGGTAGAGGAGAGGC
TC
TCTGTCCACAGCGTTCTTGTATTGGGTGATGAGCAGAAGTGATTTGARAATGARACAG
CA
GGCCCAGGTGGCGTCTGCAGACT GARGAGAGAGGACTAGGGGAGTCCCTTCCCCTATC
TG
GACCTCAGTTTTCCCATCTGTGCCAGGRAGTTGCTCTGGGATCACTGCCTGTGTGAGA
cc
AAGCCTGGGGETGAAGCAGGGCCATT GAGTTGAGGATAAACCCTTCCAGCGTGCCCCTT
TT
CTCAGCTGCTARTCARAGCCCCCACGGCTGCCCATGGGGCCACCTCCCCTCCCCACCT
cT
CTTCGAGCTCTACCCATAGGCCACGATGGAGCAGAGATGAGTGGGGCAAGCCAGGCCT
GG
GARGGGGTCTGCAGGGTTCAGGGAGTGTGAAGGCCTGGGTGAGTGAGTCTGATTCCAG
Javay
TCCTGGAGCTGCTCTGGTTCAGGAGGGCCTGCTGGTCTCTCCCTCTTCTGGGGCCTAC
TT
CTCTCTCTGTGGGTCCGTCTTTCTCTTTCTATTTATGTGTCTGGCTGGCTGACTGTCT
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

cC
CCTTCCTCTCTCTCTCCCTCTCTCCTCCTCTCTCTTTCCTCCTACCTCTCATTCCCTG
AT
CLTALCCGECIITCAGIGCAGCGCCCAGAACCCCALCIGLCCI G "ICLGAGEICGEL
TG
TTTCTGGGACCCCTGTCTCCCCTGTCTTCTCTCTCTCTCTTTCTGGGTCTCTTTCACT
CT
GITGTTTCTCGTATTGGTTTTCTGTGTCTAGTTTTCTCTGTTTCTCTTTTTTTCCTTTC
TC
TCTCTGTCTGGTTCTCTTTTGATTTCTGGAACTCGATCCCCATGGAATTCACTCTCTC
TA
AAGCLCI'IGGEICCCACCCLCCCIGE LI IAGTICCCUIGAT ' CLICCAL GG LICICICL
GC
TTTAGCTATCCACCTTCTCCAGCTTGTCTCTCTCTCTCTITCTCTCTCTCTCTCTCTC
TC
TCTCCATCTATCTCTCTATCTACGCATCCATCTACCTGTGATCTATTCGTCTATTACC
AT
CTCGCCATTCAGCCATCATTTATATGTCTCGGTACCCCCTGCCTTCTTGCCTCTGGET
cT
TTCCGACTTTCTCCACTAACATGCCCTCACTCCTGGACT CCCACAAGTGGTGCCCCAC
cT
CTTGCTCTCCCGAAGCCTTCCTTGCTCACCTTCCATCACACCCCTCCTTCACTGACAG
cc
CAATCCCCAGCATGACACCTGCTCTGGGGAGGCAAGCGETCCCACTAGCCTCCTICTTG
GG
GCAGTGCTGGGCCCAACCTGTGAAANACTCCACCTCCTCTCCCCAGACAGCCTCCTTCT
cc
AGCAGCAGGGCCTCTATGGGCAAGAATGCCAAGTGCATGTGAGTGCACAGAGGGAGTC
CcT
GAGCGGGTGAGGCCCGTGAGCTCACACGTGTGTTTGCAASGCATATATTCACATGTTAT
GC
TTGTATCCTGAATTGGTCAAGTCCAATTTTGCCCGCAAT GGCAGAAGCTGAGTGTGCA
CG
TGTGGGCTGGGAGCCGAGGCATTCCCTCCAGTGTGTGCCATTCCCAGGGGTGACAGT GG
cc
TGGGACAGGCTGGGTCCTTTGTGGARCCAGATGCCCTGGAGCTTCTGAGTCCACCTCG
AG
CGCCAGTACCCAGGGCAGAGGACTCGGCTAGGCGCTCTGTGCACAGTGTCTGATTCAG
ccC
TTTTCACCTTCCCCACAAGCCTAGGATCTTGATTCCCATTTGGCAGATGAAGARACCA
AR
TCCCAGAGAGACAGAGTCACTTGTGTCACTGTGACCATCAAGCTCTCCAGAGCTCCTG
AC
TCACCCARATGCCACTGCATTCGCTCCTCTGGGACTCCAGCOTGGECTAGGGCTAGEA
AG
CCTCTTGGGCAGATGAGAGACTGAAGCCCAGAGCAGAGCCAGGATTTCTCTGCAGGTC
cc
ATGGCCTTAGCGCAGGGAGAAAAGCTGAGGT CTTGTTCT CARGGCTCCTGTTAGACTT
AG
CCCAGCAARACCACAAGCACCCACCAGGCCACACCTCCCTSCCTGGGCCTAGGCTGGCC
cC
GCAGCTGCCTCTGCACTGGTCTCAGAGGCCCCACCCTGCCCCACCCAGAGTGGCAGGSG
GC
AGCTGCCTCTTGTGACARACGTCTTCTGAACTCAAAGCCACACTCAGTCCCTCCCARAA
GT
TCTGCCACCCGCATGGCGETCCCTTCCCTTCCAATCAGGCICCTCCCGTGACAATCTCC
AT
CTCTGTGCCGGACACCTTGCTATGGGETGCAAACCCTCACGGAGACAGTGTGCTTGTCCC
CA
CACAACAGAGGAGGCCCCCCCCCGACAGCCACTCACCTGAGCCCCCACTGGGARACATC
TG
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

CAAAGTCAGACTCCCCGAGCCTGAGCTCTGACCCCLCAGGCCCTCAGCCGCACCCACC
cc
ACCAGTGCCCCGGLCTGGGUCAGGTCTGCCCCCTGCACTGCAGGATGEGAGGAAGTGGC
CA
GGTGCCAAGCACTGCTCTGTTTCACCTCTTTGGGCAGGCAGTGCTGCTCTGARGTTCA
cT
TTCCCCATCTGTCGRAATGGAGCTAAGTTCCCACCATTGGSAGGAGCCARAGGGCCTAGT
GG
CAGAGGCTCTGGGTCCCCAGGGTGAGCTGGCTGTCCTTTAGRATTCTCAGAGCCTGGC
GT
CCCCCTCCCTGAACACATGCAGCAAGCACTCTATGCTGGGAGCCGTCCATGCARCT GG
GA
CCAGACAGAGCCATTCCTGCTCCTGGCAGGGCAAGEGCACAGGCCTTATCACARTCTC
AC
AGTGAATGCCTTAATCACACATGACCATCTGTGCTACATTGAGGCACACAGACAGCAG
GT
GATGGGGCTGGGGTGGGGCATGGGARGAAGCCAGGAGAACAGGAGAACAGCCTAGGGC
CG
GAGTCTTCCTCGCTCCTCTTTCCCACAGAGGTGTARGCACCTTGATCAGGCCCCTCCT
GA
AGCTTCCCTETCCCCAAGGTARACAGTCATGTCCACCGCTGETCACCCTCCTCTAGEC
GC
GTCTTTCCCAGTCTCACTTCAAGARRGGTGCACCACACAGAGCTCGGCATAGTCTTCT
GG
ATGAGCCTGACAAGAACAGAGAGAAGCAGGACCGCCGCCTCCCTCATTTTAGATGCTG
GA
TCCCLATTAATGCCICCIAGGIGCACCGEICACI I IAGGC LG I GLACAA T I'GCCAL'CAG
TA
GAAGCACTCCACTTTGACCCCGAATTGCCTGCCCCCCAGATCACCCAGGGCCCCCGET
cc
CTCTGTGCTGTCCCTGTCGCCTCCAGACACGGGCTGCTTTCCAGCACGCCTGCTCCTC
cc
GCTGAGCTGGGCTGACCARGAGTCCACCGTGCTGTTTCCCARGCTTGTTTGTGCCAGT
TG
AACCTGTCAARATAATTATGTCATGTAATTARATATTACCTARRATGAT GARATGCGA
AT
GCAARAGGAGAGAGAGTTGTTTTCCGTAGAARAGTAGTTSACTGCTTTGAARACACTC
cc
TATAAGCCTTTTGCCTTAAAARTTGCCATGARAGT GGET STTGGGCAGGCGACGACGA
GA
GTATAGGGCAGAGATGGATGAGCCTAGGGGGCTGTETTCAGCTTCTGCAAGGGGGTCT
CA
GAGATCTTCGTCCACGTTAAGGCAACAGARACCAGGAGCTACAGCCCGGCTCTCAGTG
TG
GGCCCTGCCAGCCTCAGCAGTGCCACAGGGARTGTGTTCAARATGCACATTTTCTACC
CA
ACCCAGCCCTCCCTAATCAGCAACCCTAGGCAGGGCTCASTARCCTGTGTCTARACAR
GG
CCCCAGGCGTTCTGATGCCCACTCARGCCTGAGAACGCTGCTGCAGTGTAGACCAGTC
AT
CAGAGGGGTAATTTGTGCAAGAGAAGGCCCCAGGAGCLCICARAGAGCARAGGRGCEC
cC
AGAGAGGCTCTGACCTCACATCCARRGATTGGCGAGTGAACACGCAGCTGTGTGCTTC
AR
GGAAGCACAGATGCTGAAGGTCCGGGGAGAGCCGTEGTAGSGTCCCTCCCGGAGACCGL
cc
CACCTAAGCGGGCTTCACCTGAGTGACCACTCAGTCTCCGCCCAGTCCTGCCAGTGCA
GA
TGAGCGAATTCTGCTGAGGTGACATTGAGTGAACCCTTGECACACCCCAGCCCCTARAA
CA
CCTCGCTGGCATGTGCCACTTAATCCCCACAGGACCCTCTGCGGGAGTGCTCGGCAGT
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Secuencia de acido nucleico genomico

AC
CCCCATTTTTCACACGCCCACACTCAGCGCACACACTCATTARCTCACTCCCCARACTG
jate]
T ICICACAGCCAGCAAGTGACC I GGLCACT CIGGEEEGLCCELGEC L CEEEEACCAGCTCL
GG
CCTCTTTGTGCTGTGACCACCTGTGGGTTTTCTGGCAGetccaccatgectgecaatge
ac
ccggcttgtectgtgectgtgettecatgegtecacgacatectggagtatttcagtgtceta
cg
ggacagccectgagecatgtgggtetegetgatggGTCAGTSGTCAACCCCTGCAGACAA
GC
ClITGCGGACAAGGACCGEULICCCCAGIGICCGCACACCCAGCC ICAAACCAGTCCCGC
TG
CAGCCCTCTATCCCCACTCACTCCCAGCCCCAGGARTGTCTTCCCTTGTCTGGGTTTC
AG
GGTTGTGCTTAAT CTAT GARARAGAATATGCACCTCTTARATGCCCTGATGCCGATTT
TT
TATATCCTTTTAARATGACTCATTTAGTARAAGCTTGTTSTGACACATTTCAACAGCA
GA
GGCATACAAAGGAAAAAGTGARAGGGCTCCCTCCCGTCAZTCCTTCCCTGGGAGGACC
GC
TGTTCACTGCTCAGGGGGGTTGGCTTCCCAGACTGTCATACAAACATCCACACACACG
GG
TGATATCCAGCCTGGAAGACGGEGACTGTTCATAAGCCCCCTTTCCCACCATGTTTTTT
TC
CACGTAACTGTTGTCTGTGGCAAGGTCCCCATGACCTGASGCTCCTTGCCATCTARCC
GG
GCCTGTGAGGGGCTTCATTTCTTCTCTTGAATCTTAGTGTCTTTGTCCTGTGATCCTA
TG
GGATAGATTCGATCCTATTCACTTTGCATAGTGATTATTGATTITTAGCCACAGGGTC
TC
ACTCTGTCACTCAGGCCAGAGTACAGTGGCACAAACACGECTCACTGCAGCCTCGARAC
TC
ACAGCCTCAAGCCATCCTCCCACCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATGACAGGCATGC
nC
CACGACACCCACCGAATTTTTTGTGGAGATGGGGGTCCCECTATGT T GCCCAGGCTAG
TC
TTGARCTCCTGGTCTCAGACGATCCTCCTGCCTCTGCCTICCARAGCACTGGGATTGC
AG
ACCTGAGCCACCACAACCAGCTGTGGETCTGTTTATTAAAATGAGGTGCTGGGAGCACA
AT
CCAAGCTGCTGTGTCCATGGGGAAGCAGCAGGCTGCCTGTCCTCTCAAACTGGCTGGA
AT
TCAGACCCOCTCCATGACCAGGOTGGECCTCAGGGTOTCGITGGCTGAGGHGACACCGA
GA
GAGGGCATCTACAGGATGCCTCLCTGEGEGECTGEGEGEETGEGEGGETAGCCAGGAGGAG
CA
AGAGAGACCACTCACCTCCCCCTGTGTCTCCCTGGCCCCTICCAGeactggecgactte
ga
cgaacccaagaggtcaacatttgtgatgttcecggegtectgaccattgetgtgeggate
ta
ccalgaccecalyggggelacggygglglaclegggeccealegyeacagecalecleale
at
cgcggcaaagtggGTGCGTACTGCGCGAGCCTCGATGAATGGGGACCCAGGAGGCCCG
TC
ACCTCTCCCCTGTCTGACTCCTCCTGCCTCGGATCTTCATTTACCTCCTGCCCTCATA
GG
CAAATGGGTGGATGCAGGAATTCAGCAAAACCACGTAGARANTAGCCATGAGGTGCTC
CG
GCTGIGTAGACTGTGTGTGACGCTTGTCTGTACTCACCAGCTCCAGACTGAGCCCAAG
TT
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Secuencia de acido nucleico genomico

ACCCRAATGTCTCACCTCCACGCCCGTACCTGTAAAGCAGETGTTIGTCATTACAGCCCC
CcT
GCCTGTCTCATGGGGTGGTTCARAGACTCACTGAGATCAGGCACCTGAAGTCCTGGCA
LG
GAGCCTGGCTTCCAATGTGCTCCGCACATAAGAGCTATTTGTTATCACTCTCATCACC
GC
TCTTACTACCAGCTGCTTTAGAGATGCAACATCAACTTGGARARTGGCCTGGGGTAAT
cT
GGGAAGACTTCCTGGAGGGAGTGAGCCTCGAGCTTGGTTCTAGCCAGGAGGGAGAGT G
TG
GTATGACAGTGAGGCAGCCTGGGCCAGACCTTCTAGCACAGACAGCCCCTTGCAGAGC
AG
CAAGGCCCTCACGTGGTCTTCAGTGCTCCCTGCTCTCTCIGTCCTACCAAGACCCTCC
TG
GCTCAGGGACCAAACCCCACTCARACTCGCCCARGCTARAGAGGGATCTTAGGGARAA
AT
AGACCCGGGGCATCTCCTGGGACCCCAGAGCAGGAGGGASCTCACCCTTGCAAGGGTC
TC
CCAGACCTGGGGAGCCAGCAGGCTTCAGCCTGAGCCTGCTCTCCAGGCCTGCAGCAGC
cc
AGGCACCGCCTGARACATCCCTETGCTGCATTTCACCTCTTTGGAGTGGACCTGRAGTC
TC
AGGGTCAGTTTCAAGTGCCAAGAGAGGACCTGGCCTGETCCAGCCCAGCCACACTGCC
AG
CCCCGGCCAGAGCCGCAGGACACCCAGCARNGACAGAGGGCAGCTCTCAGTGCAGGAGG
GC
CCACGGCTGEIGEEEAGAGCGCICGAGTI'ICLIGEIGGECAGL I GCAAAGCUCG I CCCAA
TC
CTCCCCACAGCCAAGGAGCATGGGACTGATTTGCCATTTSGCCTATGAAGGARCCARA
GC
ATGGAGGCCTCAGCAACTTAACAGGACGTCATGGCAGGGCAGTGGCGGGGCCAGARLCT
TG
ACTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTTTTGCTCTTSTCACCCAGGCTGCAGTGC
V2N
TGGCGCCATCTTGGCTCACTGCARCLTCCGCCTCCLGGETTGAAGCGATTCTCCTGTC
TC
AGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTATAGGCGCATGCCATCATGCCCAGGTAATTTTTATA
TT
TTTAGTAGCGATGGGGTTTCACCACGTTGGCCCGGLTGGTCCTGAGCTCCTGACTTCA
GG
TAATCTGCCTGCCTCAGTCTCCCARRGTGCTGGAATTACAGGCATGAGCCACCACGCC
TG
GCTGGACTTGACTTTTTGAGCAGGAGACAGAGGACCTGCTTTCTGTCTGCAACCTGAG
GA
AGCAGCACTAATCCTGGGCTGACCCAGGAGGCCCCTGGGAGTCACCTGGTGGGGAGAG
AG
GGAGCGCTGGGCATAAGTGGGCTGGACCAAGGTGGETGGCAGGRAAGGAGCGTGCTGGE
GC
CCTGGGTCCTGGCCACCCGCCTCTCECCTCCTTCTGECCCITGAAGGTTGCTCCTCCCG
CT
GGTCTTGGCCAGGTCTGRAACTGGGCTGAACTGTAATTGCLCAGRAGAGAATTCRACTGC
TG
TGTTTCCCACCAAGAGCCACGAGACTGCCAAGGCCCTCASGCTGCAGATCCAGCCACA
GG
AGCCGAGGATGGGCTGCCCGCCTCCCCGCATCTGGGGCTCARAATTGTTGTCTTCTAGA
cc
ATTTAGTATGGAGTTTATTTAGGATTTTCAAGGGCAATTSTTTCCTGGARTGAGGGT G
GA
TTTTTCTCCCTGAGCCTCGTCCCCTCTTGGGAGGGETTGEGCAAT GGCAGCCCGGGAG
GA
AGAAGGAGGGAGGGTTGGGETGATGGCGCCCTTTCARTAGTGCCAGGCCCACTGTGTGA
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Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

cC
TGCCCCACGCACCTCTCTTCTCCCTCCTCTTACTACTCCAGCCCTCCCCACACCTGCG
cT
GGCAGCCI'IGACCACCGCACCCAGGEICACACGGEICCAGTIGLICLIICAGGCCACT'GCA
GG
ACTGCAGGTGCTCAATTCCTTGTTGGCAATGGAATTCCAGARAATGGAARGCCGGGCA
TC
AATTCATAATTCACTGGGTGGCAAAACCTGACCTGACCCAGCATAAGGCTCTTTGTGC
TC
TTTGCATAGGCCACTCAGCAATGGGTGCAGTTATGGGGT GCTGCCCCCACCCCCAGGG
GC
TIGIGCCACACGCTGLGIGLICIAACAGL I GAT' I CCACTGAAATCIAAGCCTICCIGAG
TG
TACCCCCACGGGTCTGGCCCCACTCCGAGGCCGCCATCACZCCAACCCTCCCTCCTTCC
TC
CCCARACARAGGCTGTCGTTCCCCAGCCCCTCCCARGAGGGEACCAGGCT CAGGGAGRAR
a2y
TCCACCCTCATTCCAGGAAACAACTGCCCTTGARAART CCCARATAGACTCCATGTGRA
GT
GGCCTAGAAAACACAAGGCCGGCTCCAGGGATGTGGCCCTACACTTCCCGCATCTTCC
TC
GGAATGCARACCCCTCTGTAAGTGGAARCGCCCACGECGASCCTICCTAAGCACTGGGA
cc
TGAGRAGCAGTGCTGGCCAAGTTTGTCTAAT GAAGAGT GAGATAGGTCCTTTAACTAG
GA
AAGCAAACGATGCTTGTCCATGGCTCAGGGATCACCACARGTGCCATCCCCATGGGTC
AC
ACTGGGCTGGCAGGTCCCAAGTACTCCAGTACTTTCCTTGGTAAGCAATCATGGAGTC
TA
GTCCCCCCAGAGCTCCCCTCCAGGGAGGAGGAGACAT GCGAGGGTGGCGTTGTTACAT
cT
CAAAGAGGCGGGAGGGCAGCGGGETCTTTGTGGGGCACATGGCCCAGTGGCTTCCTTC
cc
AGCCATCCAGGCTGGGEGTCTCTGCTGGEGETCGCACCETGAAGGGCCCTGTCCAGCAGAA
GC
CATCTGAGGCTGGGT GCGGCAGGAGGCTCCTGAGCCTCCTCTCCTGCCGGGAGAGGGC
TG
GGGTGAGCCTGTGCAGGGCCAGCTCTCGGGCTGETTTGGSGAGGGGCETTCCCCAGT G
CcT
GTGACCTAAAAGCTTTGCTGTGGCCTCCTGTCCTCACAGetacagaagatgaaggaga
ag
aagggcctctacccagacaagagegtctacacccagcagataggecccggectectget
tc
ggggcgatogoocatgatgotacgettottotttgagGTATCAAGCCCAGOGGGHGAGET
GT
CCTGTGCCCCAGAGCCCACTCGGCATGGCTCTGCTCAGCTGGGATACCAGGGCTGTGC
cc
ACGCTGGGGGGACTCTGACAGCCCCAGGCCAAAGT CTGGTATTAGTCCCTGCTCACTA
GC
CCCTCCCAGGGLTATGTCGGGGGECARTGCCGTCCCCAGCACCACCAGCACCATGGCCT
GT
GTGGACCTGGAGGTCACAGAGACCARAGCTGGCTGCCTACAGACAGCTGGCATCTCAG
AC
GGCAGCACAGCCTGGGAGACGCCTGGGGCAGGTGCCCARAZACCTGGAGGAGGGAGGGA
GG
GAGGGGAGGAGACAGGGAAGGAAGCAGGGAGAANGT GGAGTGAGGGAGGGAGGARCAGE
GG
DAGAGGGATAAGGAGAGAARAGAGGGEGGAGATGGAGGGAGTGEAGCGETAGGAGGGAGAG
AR
GGATGGAGGARAGAGAAGGACAGCAGAGAGAGGEGGAT GGGEARGAAGGARGGAGTGCAG
cc
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Secuencia de acido nucleico genomico

HRCCUTCACTHCTOT GRGT TTAGET G RACAGARRARICACTETG

NI P R T R N e N ST N T e T N Ty
GLOTCGUGEGAGGEEECTGRGGLCTCA

ctacacttatglocacsgaotictacoaat

b3

chggoetatgtoctitgitotgetgetgeecaagytcaacaagsaggaetggaboaae

aceeogyeorsgetggactgetocacaat

gugethgtgtotgatgeiged

{Sec. con mium. de wdent.: 63)

Ratén (cadena +)

ttccaggaactagaatgtatgttaggcgaagctaatgactagtggetgatcaagagtt
ta
ctgtgaatggcttgatcgaaaacctgcagaagggatgggactcaggcaggggtatgea
ag
gttcgctggcectceccagettectaagtggagagetttcagagectgggcaggggttaaaa
g9
gcaatcccagtttectagggaaagcagacgattctgacaggcaggacctgggaaatag
at
aaccctgcatgectgctgggtatttactggtectagggttctetgecaggcacacctatyg
gt
tgtgaggccttgggggataaagttcttttttttcectgaacagagtgaagecaactggtyg
aa
cacagaaccagtgggtceccctaagcagcactcagcagaatgecagcaggectgetggtet
ct
tggggtgtagagaagaccatttctcatgtacaggccgcataacaaagtataggaagta
cc
ttgggagagacagcaggactgecaggecaggaaggcaggggectggtgtgtgtgtgtgt
gt
gggggggtatagtcagacacaagtgcagcagagggtggagaaggtcagecttggegggg
gc
ccctgecgttcecccagecttettgttgaccttgggcageagcaggacaaaggacatggec
ag
ggcacagtggtagaagectgtggacgtaggtgtaatecccatteCTGTGGAGGAGAATGA
GT
CAGTCTGGGCCTCCATCCCTTCCCTARACCAAGTCCTAGCCATTTGGTGCCTCTGTCA
GC
CAGCCCACCCTGAGARGGTGGCAGAAAGGCTTGCTGCCTTCCTCTGTTCCATGCCTCC
TG
GGTGCTGGGCACCAGCTCCTGGTTCCTTCCAGGACATGCGTGCATCTTGGGTGCAGGC
TT
CCTARAGTCAGGGCCTGACTTGTCCACTCAGGCAGTGAGGCTAGTACACTGGGGATGG
TG
AGTACCATCCTCARGAGGACAGAATTTACAACTTGGAGCCTCCATATGTGGCTGTTAG
T
AACTATTTCCAGAGGCTCTTGCTCCCCTTCCCCATAGGCCAGGTACctcaaagaagaa
tc
gaagcatcagggccagggccccaaageacaggecggggectatetgetgggtgtagat
gc
tcttgteggggtacaggecccttettetetttecatecttettcagCTGCAGGCACAAGGT
GG
GGACATCAARGTTCTTGGGGTGCAGCACAGGAAGGGACCCCTCCATGAACTGTAGAAG
AG
CCCTACCCCCATTCCTCTGTATGCCTGACTGATGGGACTCTCTGGGCCAATTTCCCCT
GG
GTCCTCTACTGCCCGCATCTGGTGGGCTTTGGCACTTCAGTGGCAGACGTGATCAGTT
TT
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CCCAGCTAAGGGGTTTTCCTCTGTTAACCTTGGTTTCATAGGCCCTGTGTGTTCAAGC
TT
GGTAAGATGGAGT GTTACATGGAATAGATGGGAGTCCCATGETTCCTCACTGGRATGC
AC
ATCCTTGGGGCCCARAGGTATTTTAGGTATTCAAGATTGTTCAGGTTTCAGTGGGGAR
GA
TCATTATARAATACCACTGTCAGGTGTGCACAGAGGGCACAGGACAGCAGCCCTGACTG
AG
TGATGTGCACAGTGGGCACAGGACAGCGGCCCTAATTGCACACCTCACTAAATACATT
AT
ATGTACAAATGCTGTCAATGGCCTCGTGCAAATCAGGGCAAGCTTTGTCACTCTGAGT
GA
TGATATGTTGCTGTTTCCAAGTGTTCTAARACTTGCCATTAGTAACAGGAGT GGAGGT
cC
CAGTGAGCAGTGCCAGTGACATGGGCACCGCCTATTAGCCTGAGTGTAGGCCGTATGA
ccC
ATCAATCACACAGTTCTAACACTGGGGCCCCAGAGAGGASARGAATATTGARGATCAC
cc
ATGGGCCCTGTCTTGCCCUCGGGAACCCCTATTTCCCATTTCACTCAGCTTCTTCTCCC
cA
AATGTTGTATTCATGTTCCTTTCCTGARAGGGTGAGACATGGGAARGAATTGTACTCC
GT
TCTAAGAAGTAAGTCCARACCACCTGCCTATCTAAGATCTAGGAGATGGGGTCTGTGC
ccC
CAGGCATGGGTGGCTGCAGCCCCTCACTCCCATTCTCACCAGAGACCTGGGGAGGCTG
GC
Al'TTAGTGEGAGGGGEGGECACTIGGCACATGIATGCLATCC L SGCIAAL " AAANT'CCCAL'C
AG
GATGGGTGTGCTGGGCTTGGACACCAGCATTCAAGAGGCAGAGGCGGGCAGATCTCTA
TG
AGTTTGAAGCCATCCAGAGATACAARGTGAGAGTCTATCTTTARARACARACARACAA
AC
AAACAANCAAACAMACAATCARGTCAGATCCAGAACCAGTGAAGAGCAGCARGGGGCC
AT
GATAGGCAAGACARAGAGGCAGTTATCAGAGCAAGCCTTCTTGITTATGCATTCCAGL
TT
GTTAACTAGCCATGCAGAAGCCCAACACCTCTGCCTTGGSTCAGAGAGGGCCAGCTTC
GG
CTCCTCAAACTGGAGTGGGATGGAAGCTTCTCCCCTCGARAGTCARGCACAGCTGCCA
TT
ACCTACTAGGGCTGCAGGTTAGGCTGCTGAGCTCTGTGCATTTCAGGTTCATCCTTAA
cT
TAAARATCAGAATARGCCCGGGTTCCTCGGAGCCCACAGGAGTAGGATGTGGCTTGGAA
GC
TTCCTCCCTGACTATACCTGTCCCCACTTTGCTGARGATSGATCAGAGCTCTCCCACC
cc
TGGCCCTGCCACTCCCCTCTGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGA
CA
CAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACAGACACAGACA
CA
GACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGRCACAGACACAGRCACA
GA
CACAGACACAGACACAGACACACAGGCATAGACACAGACACAGACAGACACAGACACA
GA
CACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACA
GA
CACAGACGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACAGAL
AC
AGACRACAGACACAGACACAGACGACARCAGACACAGACAGACACAGACACAGACACAGA
CA
CAGACGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAG
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AC
ACACACACACACACACACACACATCACACACACACACACTACACACACACACTCACAC
AcC
ACAGACACAGACGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGA
CG
ACACAGACACAGACACAGACACAGACGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACA
CA
GACAGACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGA
CG
ACACAGACACAGACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACATAGACACAGACACAG
AG
ACACAGACACAGACAACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGAC ICAGA
CA
CAGACACAGACACAGACACAGACACAGACACAGACTCAGACTCAGACTCAGACTCAGA
CT
CAGACTCAGACTCAGACTCAGACTCAGACACACAGTCACACAGACACACACAGACACA
CA
CAGACACACACACAAAGGCACACACACACACAAAGGCACACACACACACACACALCCCC
AC
CGCCTGCCCCAATCTGCACTGCTGTAGCTCTACTTCCAGGAACCTGCAAGATCCCAAA
TG
GTGCTTCCTGCATGAGGTAGCAGACAGGTGAGAACTTGAAGCCTGAGTGCTGTCTGCT
TG
GTCTGAAGCCTGCTGGCCTGGAAGGTCTGTGTTTTGGGCITRAACTGCTCTGGGTGGAG
CT
CAGARAACATCCCTGGGTCTTTCCTGCTATTGGGARATTTGTTCACGATGGCTAACTT
Al
GTGGGTTTTAGGCCATGGAGGTGAGAGGGCCTTGAGACCATAGAGGGGTTAGGAGCCT
AT
ACAGCAGAGTAGATGCCAAGCGCCAGGCCCTCCTCTAGGICTCCCACTCAATACCCTG
CT
TCACCCCCACCTCACACCTTCCTTCCTCATGAGAACCATTTCCAAGGCTTGCTTCTTT
CG
GGAAGACTATCCAGATTAACCTATCTGCTCTCCAAACTGSGTATTATACCTGTAAGCAG
T&
TTGTCTCTCAGAATGATAATGATAGTGATCTTATGTTGATGARARAAGACTGACAGTGAC
AG
TCATGATGACAAAAGGTCTCCTCAGCTCTGGGTATATTAAARATCACACCTGTGCCTG
TG
CCTGTGCTTAGAAGCATTCTTTATGGGTATTTGGATGCAGAGCAGAGGT CAAGAGAAA
AG
GAGTTTTGGCTTTATCCAGGACCAATAAACCAGCAGGGCAT GGGACCCGAGCATGAGC
cA
CCATTTTTAGGAATTTTAGGGTTTTTGGCCCAATTCTTACTAATTCACCTGCATATAA
GG
ATATGGGGTATAGGACCCTACATAGGAGARACCAAGATCAGGGAAGAAATGCAGGTTC
CG
TGGTCTCCGACAGTGGAGATACTGGRAGTACTCACccactttacagcaatgatgagge
tg
gccgtgectatgggaccggagtatacceccegtaacceccageggtcatgaaaagteegea
ca
gegalgglaaggecgecaageallglgaagglegalelelgyggllcalecaaaglege
cc
agtgCTGCGGAGAGGCATAGCTATGGTGAGCAGCGTCCCTCACATGGCTGTGCCTCCA
TC
CTTGGGAACCTATTGGTATGTCCTCTCAATCTGTAGGGCCAGCCTGGTTTCCATAAGG
TC
TGAATTTTGGTTATTTGGAGGGAGTGGGTGATGCTGCTTCCCTGGAGCAGGGTGGCT G
RA
ATAAACTGGTAGACTGAGTGACCAGCATTTCCTAGEAAT CCTGAGACAAAAGTGTTAA
GA
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CTAATGATTGGTGCGCAGAGCTGAGTCTCAGGAGGGACCTICGGGACTGCATCCCTGGGE
AGC
ACANGGGTGAGCTTGCTTGGTTTCTCCCTTTTCTCTTTCITTCCCTTCCCTTTCTTTC
CcC
CTTTCTTTGCTCTCTCCCTCCTTCTCTCCCTGTCTCCCTTCCTCCCTCCCTCCETGTC
TC
CTTTCCTTTCTTCTTCCTTCATCCTTTCTGCTTITCTACTTITTCTICTATCTICTTCCTTC
TT
TTTCTTTCAAAATTTTGCAGTTGCTGGTAATGGAATGAAGGGCCTATTGATTACCAGG
CG
AGCGATCTGCCATTGAGCTGTATATACCCCAGGTCCAAGETGAGGATTTTGAATGGTC
L'
CCTTCCTAATACACAGAGCTGAGCTGACCCATGAGGGCARATGCTCCTCTGAGCCT GG
AG
GACARGCTGGGAGGCTAGGTCCAGGATGCCTTTGGCCTCTCCTITGTATGCTTCTGTT
TT
TTAAATGTCACAAGTGCTAACTACTGGAGTCACTTAAGGATGGTGGAAAT GAGRAGTGC
AG
GCATCAGAGAAATGTGCATGTCTCTTTAAGCAGATTAAGITCTGCAAAGCAGCAAGGA
GG
GAGGATCTCAGAGAGGGGCTGGGTACTGGCTGGGGTTCAGGACTGGCTCCCACCCATT
GG
CCAAGATGGCCACTTACccatcagggagacccacatgetcagggectgttccatagate
ct
gaagtactccageaatgtcacggegecatgaagcacagecacagacaaaccaggeccatceca
ca
ggcatgggagaalClGLlAGCCGAAAT CACATGAGGICAGCAGGCAG I GGGCAGCCCAGGA
GT
GGGTGAGAACTGGTCCCARGGCTCAGGTTCACTAGCTGTSAGCCCCTAATGGTTTTGT
AC
CTCAGCCTCCTCCCTCACACTATCAGAGCCCTTGTGGAGATTARACAGGTGAGTCCAT
CT
AGCCTGGGAGTGCARNAGTCTTTGTAAATATCCCTTTCASACTCAGCACTGGCCCARG
GC
TGGCTGAGAAGCATGCTCAGAAGGGCATCCTTARAGRCCALTTACacctttgecccatga
ct
gactgaaactgteaecacattcctatgccagtetttgecataggagecttttatecctggac
cc
ctgtctctccataaaagaggaageccttagattcceoceeaagecaagtgetgatTCTGA
CA
CACTGGTTTCTTTCCCCCATATGCCAGCAGGTGTGTCCCTGACTCGTAGTTGARTAGA
TT
TGCTTCTAAGCAARAGGTTCTATATGCAGGATTTCCAAGCAGACAACTTATTTCTTGC
AG
AAANACAACTTGCTCTCCCTTTGCTTCACATTTCATCATTTTAAGTAATATTTARTTAC
AT
GACATAATTATTTTGACARAGTGCAACTGGCACARACARGICCAGCAGCCAGCACARTG
AG
CTCTTGGTAAGCCCAACTTAGCAGGAGGGAGCAGGCAAGITGGAARACAGCCTTGTCT
GG
AGGCAGCAGGGGCACCACCGAGGGAGGCAGGCGEGAGAGCTGEGEGACCCTHEGATGAT GG
AT
GTATCAGTCAAGCACATAGGGCCTACTTAGAAGCTCAGASACCTCCTGCTGGTCACAG
TT
GCACATGGACTCTGTCARTCAATAGAGAGCATCCAGGGCAAGGGAGGAGETGGTCCAG
cc
TCTGTGTTGGGTCAGCCCCAGCCTTGAGCTTTGGGTTCTGCACCTTTTARARGGGAGA
TT
GGTGAAGAGGAGGTTAACCAACTAGGTATGAGCTCAGGARANGACAAGCTTTGGGTTG
GG
CCAGACCAAGGTACGCAAGTGGAGARGGARAGGAACTCAGCTCTIGGGAGEGGACTCTG
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cT
CTTCTCGCCTCCTTACACAARCCACATCACCCCACCCCACCCCACCTCACCCCATCATCT
GT
AGCALCIIGCITCCITICICLITGIATAGGCCCCCAT GAAT GAGTAAAACTIAC T IACT
TG
AGATCCTGGGARACACTCATGCCTTCCCCCACGAGGAGAAGAGCTTCCTTAGGCTTGA
TC
TCAACATAGAATACTTGGCTACATGTGAAGGCCAGAGGAGCAGGCTTTCTAACRAGGG
AT
CTAACTGTCCTCAGGCCCTGAGGATTAATTTTTTGGGGGETGGGTGACCTGTGTGACA
GT
GAACI'ICCCIGGGGAACC T CCTGCCCAAGGAGGCAGGEGLAAGGCIGIGATGIGIACC
CT
TTCTCCCCAGAGGCAGGGAGATCTGGETCCAGCTGGTGCCAGGCTAGGACACAGCTGGG
TG
TGACAGGAGCCCTAACCCTGCTGTCAGCT CAGAGCTGGCAGAGGGGCCCAGGTTCTCT
CA
GGTCTCTCAGGCCCACCTTGTCTAATGGCATGAGARCACCTGTICTGTGGGGCTTACA
AG
GGGACCCTAACGATAACTGCGGAGCATGGCACCCCACACTGCARANATGAAATGCTGT
TT
AAAGTTTGCTTTCATTAATCARACTTTCCCCCAACCTGAAACCAAGTTAATATGTGCG
TT
ATGGGCATTTAAACAATGTGCTTGCCCTGGGCAGARTTAGCTCACCTCTGGGARANAC
AA
TTCAATCGATCTTATTATGCTTTGCATTTCTGGTGGAGGACTCTAGTGAGTCTTTGTG
AC
TCTTTCATGCCCGACTCAGAACAGTATATGTTTGTGTGASATGTGGTGACCAGGTCTA
AG
ACCACGTGTGTTAGAAACAGCAAGGTATGGAGACCATGTTGAAAGCAARAATGTGGGTG
TA
GGCTGATAATATCTGATTGTGGATTTGTGTGCTACTGAGT CAAAGGGCCAGAGAGACA
GC
TGTCTGCTATAAAAGCCTAAGACTCAGATCCCATTCTTTTITGTCCCTGTTTGTTGTGC
TG
TTCAGCAAGTAGAAAGGATGATATTGTCTAAGATTCTTAGATTAGAACCTGATTTTAG
AT
TAGATGACTATCAGGTTAGAACAGGAGAGGGCAGAATTCTTTGGAATACATCAGATCC
AC
CCGCTGTGTAACTGACACCAAGAGTCATTCTTCTATTCAGCAGCAGCATACCATACAA
CcT
GGTAGTTGTCATGGAGAGTCCTACAGCAGCCACGTGGAAGGCAGAACTCTGTGAGGAA
CA
GATTGTGGCTTTGAGGCCAGAGGACATTTGTCATARGAGACAGCTGGCCCTGCCACTC
TG
GGTGGGGTGETGGCAGGGTGGGCCTCCAAGGCCAGT GCAGAGGCAGCTGTAGGCCAATT
AG
ACCCAGGCAGGCAGGGGTGACCTGATTGGGGCTGTGATTTGCTGGACTGTATCTAACA
CA
GGCCTTGGGARACAAGACCCTGGCTTATGTCCTTGACCGTSGEGTCTCATCTTGGCTCT
GA
CCTTGGCCAGGTCTCAAGAGGAACARATGACAGTGTGGCGACARRAGTACTGTGGGGCAG
AC
CAGGATCTGAGTGTTCATGGTGACACTGGTGGCCCAGTTTCTCTGAGACTCAGTITTCC
TC
TTCTATCAAATTGAAATCACTATGTTAGGCTCGTGGGTGATAATGAGTCCAACCCCALC
CA
TGGTTGCTTTCTTGTGACTTATCATTGGCCTAATGTCCTICCCTACTGAAGTGRACTC
AR
GAGCCATAGAGTTTCCAGTTCCTTGGGTTACCTATGGGATCACCACAACCAGGAGGTA
GA
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CAGGTGCCAAGCCCTCCCCCACTGTTCTCAGCCCACATGCATTGTGGCTTCTCCCACC
AC
TAGAAAGTCATGCCAGCTGACTCAGGATATGGAACACGCATGTGAGCACAGATGTGTG
AG
TTTGTGGGCTCACTCATTGAGAGCCAGCTGGATACCTTCACATACTCTATGCCCTTGC
CT
TACTGAGACCTGCTGCAGGAAGGGCAGGCCTAAGGAGAGGATGCTAGTCTCTARARGT
TT
GGCTCTGCTCTANGGNGGNGNCTAGCAGGCTGCTTGCCANCCCTGAGCATGTATCCTA
cc
AGTGTGTGGGICTCACACCAGACARACTAGTGAGGCATAGTGTGATGAGAGAGARACG
JAVAN
CCTTACACACTCCTAAAACACACACTCTCACTCCTGCTTACACCATAGCTCACACCGC
CA
TCATGAGAGGTACTCAGAAGGACTAAAGGGCAAAGTGAGAGGAGGCCTTTAAGACAGA
GA
GTAGATGGGTAGATGAATGGACAGGGAGAGAGATGGTTGCTTAGCAGATAATAGAGAR
AT
GATAGACAGATAGACAGACAGACAGATGATGGATAGACACATAGAACAAGACARATGA
TA
AATGAATAGATGATAGACAAAGGAGATAGAGAGACAGAAGCAAGTTGAATGGGCAGGA
AG
ATARAGTCAGGARGACACAGAGCTCTGGTCARGARCCCAGE
GA
ACACCACACTTAACTCCTCCCCCCACTCTAACTCTACAAATCACAAAARRACARRARRAR
AR

AARACCCCARAAANCARNACARAACARAACAAACAAARNANNT TGGATACAGGCAGGAAGAD
GG

AAGAGATAGAGACTGGGAGAAACTAGACACAGAACCAGT CAALAGAAGCAGAGGGAGAG
AG
ACCCATGGCGGGAATAAAGAGAAGCAGAAACCCAGACACAAGGCTTCAGCARAGCT GG
GC
CAGTGCCAGACATGCCCCGAACGAACGACAGAGGAGTCACCCAGTACTGTTGCCTGGG
AR
CAGAGTGGAGAAGGAACTAAGAGGCAGCCAGCCAGCTAGACACATAACAGGAAGAGAR
AG
AAGGACTCAGGGAGAGGCTGGCTCCTCTCAGTGGGGGTAGTTCCAAATTCTGGAGCTG
CA
GTCACCCAGGCCCTCTACCTTTCCTGAACCTAGTAGATCCATTCCTAGGCCTGCTCAC
TC
ACCTTGTTCCTCCTCAGCTGAGCAACTCATGGAACAACGTTGGTAGAARAGGAGAGAGA
GT
CTGAGGAGCACCAGGCTTGACCTTAACTGACACCGGGCTCTCATGGGCCTGGCCTCAG
TC
TCAGGTGTCAATCACCCCCCTCARAATGTCTGGCGCACATGGAGRAACTGAGGTCCACA
GA
GGARGACAGATTCCAGGAACCTTCTCTTCCCAGTCACCACCCCCACTGCTCCCCCAGA
cC
CAGACTCTTTCTCTTCCARATCCTGTTTCTGCATCACCTGGCACAGGACAATGGTGGT
AR
CCCTCCCGTGAGGACTTCCTCCTAATTTCCTCCTTCCACACTTACcgecacaaagaac
at
ggtgaagaggtagaccatggcctccatgtagaaacgectecttggtagecgatgectcact
gt
cgggaggaaggccaggctgctgagggtaggecaggagecagtttggetacaactgteccee
at
ggaccaggaggaacgcactgactggggagaaggtggtaaaggecccecctggtctecag
g9
caggaagaaaaagagcccacttctttgetteteccagecagecctgaccgeagetgtgge

ag

sGAGAGCAGACCAGGGA

CACCCATAR cttaagtgota {(Sec. con nin. de ident.: 64)
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Ratén (cadena -, complemento
inverso) - el codon de iniciacion
esta en negrita y subrayado; el
codon de terminacion esta en
negrita y en cursiva

gagcacttaagecctcettgtgggtgetgecacagetgeggtcagggetgetggagaa
gc
aaagaagtgggetctttttettectgecctggagaccaggggggectttaccacctte
te
cccagtcagtgecttectectggtecatggggacagttgtagecaaactgetectgea
ta
ccctecagecagectggecttecteccgacagtgageategetaccaagaggegttteta
ca
tggaggccatggtctacctecttecaccatgttetttgtggecgGTAAGTGT GGAAGGAGG
AR
Al I'AGCEAGGAAGT CCICACGEEAGGGE LI ITACCACCAT TG CCLGLIGCCAGGE T GATGCAG
jav
ACAGGATTTGGAAGAGAAAGAGT CTGGGTCTGGGGGAGCAGT GGGGETGGTGACT GGG
AR
GAGRAGCGTTCCTGGARTCTGTCTTCCTCTGTGGACCTCAGTTTCTCCATGTGCGCCAG
AC
ATTTGRGGGGGETGATTGACACCTGAGACTGAGGCCAGGCCCATGAGAGCCCGETGTC
AG
TTAAGCTCAAGCCTGGTGCTCCTCAGACTCTCTCTCCTTTCTACCAACGTTGTTCCAT
GA
GTTGCICAGCTGAGGAGGAACARGGT GAGTGAGCAGGCCTAGGAATGGATCTACTAGG
TT
CAGGARAGGTAGAGGGCCTGGGTGACTGCAGCTCCAGAATTTGGAACTACCCCCACTG
AG
AGGAGCCAGCCTCTCCCTGAGTCCTTCTTTCTCTTCCTGTTATGTGTCTAGCTGGCTG
GC
TGCCTCTTAGTTCCTTCTCCACTCTGTTCCCAGGCAACAGTACTGGGETGACTCCTCTG
TC
GTTCGITCGGGEGCATGTCTGGCACTGGCCCAGCTTTGCTGAAGCCTTGTGTCTGGGTT
TC
TGCTTCTCTTTATTCCCGCCATGGGTCTCTCTCCCTCTGCTTCTTTGACTGGTTCTGT
GT
CTAGTTITCTCCCAGTCTCTATCTCTTCCTTCTTCCTGCCTGTATCCAATTTTTTTGTT
TG
TTTGTTITGTTTGTTTTTTGGGGTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTCTGATT CTAGAGTTA
CA
CTCCCCCGAGGAGTTCACTCTCCTCTTCTCCCTGGTCTGCTCTCCCCTGGGTTCTTGA
cc
AGAGCTCTGTGTCTTCCTGACTTTATCTTCCTGCCCATTCAACTTGCTZCTGTCTCTC
TA
TCTCCTITTGTCTATCATCTATTCATTTATCATTTGTCTTGTTCTATGTGTCTATCCAT
CA
TCTGTCTGTCTGTCTATCTGTCTATCATTTCTCTATTATCTGCTAACCAACCATCTCT
CT
CCCTGICCATTCATCTACCCATCTACTCTCTGTCTTARAGGCCTCCTCTCACTTTGCC
CT
TTAGTCCTTCTGAGTACCTCTCATGATGGCCCTCTCAGCTATCCTCTAACCAGGAGTC
AcC
ACTGTCTCTTTTACCACTCTGTAACCTTCGTTTCTCTCTCATCACACTATGCCTCACT
AG
TTTGTCTGGTGTGAGGCCCACACACTGGTAGGATACATGCTCAGGGTTGGCAAGCAGC
CT
GCTAGTCTCCTCCTTAGAGCAGAGCCARACTTTTAGAGACTAGCATCCTCTCCTTAGG
cc
TGCCCTTCCTGCAGCAGETCTCAGTAAGGCAAGGGCATAGAGTAT GTGAAGGTATCCA
GC
TGGCTCTCAATGAGTGAGCCCACRRRACTCACACATCTGTGCTCACATGCGTGTTCCAT
AT
CCTGACTCAGCTGGECATGACTTTCTAGT GET GCEAGAAGCCACAATGCATGTGEECT G
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AG
AACACTCCCGCAGCCCCTTCCCACCTCTCTACCTCCTCCTTCTCCTCCTCCCATAGCGTA
AcC
CCAAGGAACT'GGAAACTCIATGGCICITGAG "I CAC ' CAGTIAGGGCGAGGACA T IAGE
cc
AATGATAAGTCACAAGARAGCRACCATGGTGGGGTTGGAZTCATTATCACCCACGAGC
CT
AACATAGTGATTTCAATTTGATAGARGAGGARACT GAGT CTCAGAGAAACTGGGCCAC
CA
GTGTCACCATGAACACTCAGATCCTGGTCTGCCCCACAGTACTTITGTCCCACACTGTC
AT
TIGIICCICI T GAGACCTIGGCCAAGE I CAGAGCCAAGAT GAGACCCCACGGICAAGGA
CA
TAAGCCAGGGTCTTGTTCCCARGGCCTGTGTTAGATACASTCCAGCARATCACAGCCC
CcA
ATCAGGTCACCCCTGCCTGCCTGGGETCTAATTGGCCTACAGCTGCCTCTGCACTGGCC
TT
GGAGGCCCACCCTGCCACACCCCACCCAGAGTGGCAGGGCCAGCTGTCTCTTATGACA
AR
TGTCCTCTGGCCTCAAAGCCACAATCTGTTCCTCACAGASTTCTIGCCTTCCACGTGGC
TG
CTGTAGGACTCTCCATGACAACTACCAGTTGTATGETATSCTGCTGCTGAATAGARGA
AT
GACTCTTGGTGTCAGTTACACAGCGGGTGGATCTGATGTATTCCARAGAATTCTGCCC
TC
TCCTGTTCTAACCTGATAGTCATCTRAATCTAAAATCAGGTTCTAATCTAAGAATCTTA
GA
CAATATCATCCTTTCTACTTGCTGARCAGCACAACARACAGGGACAAAAAGARTGGGA
TC
TGAGTICTTAGGCTTTTATAGCAGACAGCTGTCTCTCTGGICCTITGACTCAGTAGCALC
AC
AAATCCACAATCAGATATTATCAGCCTACACCCACATTTTGCTTITCAACATGGTCTCC
AT
ACCTTGCTGTTTCTAACACACGTGGTCTTAGACCTGGTCACCACATCTCACACAANCA
TA
TACTGTTCTGAGTCGGGCATGAAAGAGTCACAAAGACTCACTAGAGTCCTCCACCAGA
AR
TGCARAGCATAATAAGATCGATTGAATTGTTTTTCCCAGAGGTGAGCTAATTCTGCCC
AG
GGCAAGCACATTGTTTARATGCCCATAACGCACATATTAACTTGGTTTCAGGTTGGGG
GA
AAGTTTGATTAATGAAAGCAAACTTTAAACAGCATTTCATTTTIGCAGTGTGGGEGTGC
CA
TGCTCCGCAGTTATCGTTAGGETCCCCTTGTAAGCCCCATAGRACAGETGTTCTCATG
cc
ATTAGACAAGGTGGGCCTGAGAGACCTGAGAGAACCTGGSCCCCTCTGCCAGCTCTGA
GC
TGACAGCAGGGTTAGGGCTCCTGTCACACCCAGCTGTGTCCTAGCCTGGCACCAGCTG
GA
CCAGATCTCCCTGCCTCTGGGGAGARAGGGTACACATCACAGCCTTGCCCCTGCCTCC
TT
GGGCAGGAGGTTCCCCAGGGAAGTTCACTGTCACACAGGTCACCCACCCCCCARARAR
TT
AATCCTCAGGGCCTGAGGACAGTTAGATCCCTTGTTAGAAAGCCTGCTCCTCTGGCCT
TC
ACATGTAGCCAAGTATTCTATGTTGAGATCAAGCCTAAGGAAGCTCTTCTCCTCGT GG
GG
GAAGGCATGAGTGTTTCCCAGGATCTCACAGTAAGTAAGTTTTACTCATTCATGGGEE
cC
TATACAAGAGAAGGAAGCAAGATGCTACAGATGAT GGGCTCAGGTGEEGETGGGETGGE
GT
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CATGTGGTTCTGTAAGGAGCCAGAAGAGCAGAGTCCCCTCCCAGAGCTGAGTTCCTTT
cc
TTCTCCACTTGCGTACCTTGGTCTGGCCCAACCCARAGCTTGTCTTTTCCTGAGCTCA
LA
CCTAGTTGGTTAACCTCCTCTTCACCAATCTCCCTTTTARARGGTGCAGRACCCARAG
CT
CARAGGCTGGGGCTGACCCAACACAGAGGCTGGACCACCTICTCCCTTCCCCTGGATGC
TC
TCTATTGATTGACAGAGTCCATGTGCAACTGTGACCAGCAGGAGGTCTCTGAGCTTCT
AA
GTAGGCCCTATGTGCTTGACTGATACATCCATCATCCAGSGTCCCCAGCTCTCCGCCT
GC
CTCCCTCGGTGGETGCCCCTGCTGCCTCCAGACAAGGCTGTTTTCCAGCTTGCCTGCTC
CcC
TCCTGCTAAGTTGGGCTTACCAAGAGCTCATTGTGCTGGITGCTGGGCTTGTTTGTGC
CA
GTTGCACTTGTCAAAATAATTATGTCATGTAATTARATATTACTTARAATGATGARAAT
GT
GAAGCAAAGGGAGAGCAAGTTGTTTTCTGCAAGAAATAASTTGTICTGCTTGGARATCC
TG
CATATAGAACCTTTTGCTTAGAAGCAAATCTATTCAACTACGAGTCAGGGACACACCT
GC
TGGCATATGGGGGARAGARACCAGTGTGTCAGRatcagecacttgettggggggaatet
aa
gggcttcecctettttatggagagacaggggtecaggataaaaggetectatgecaaagac
tg
gcataggaatgtgtacactttcagtcagtcatgggraaaggtGLAAGIGELIC LI TIAAG
GA
TGCCCTTCTGAGCATGCTTCTCACCAGCCTTGGGCCAGTSCTGAGTCTGAARGGGATA
TT
TACARAGACTTTTGCACTCCCAGGCTAGATGGACTCACCTGTTTARTCTCCACRAGGG
CT
CTGATAGTGTGAGGGAGGAGGCTGAGGTACARAACCATTAGGGGCTCACAGCTAGT GA
AC
CTGAGCCTTGGGACCAGTTCTCACCCACTCCTGEGUTGCZCACTGCCTGCTGACCTCA
TG
TGATTTCCCTACAGttctceccatgectgtgatgggectggtttgtetgtgetgtgett
ca
tgcgccgtcacattectggagtacttcagecatectatggaacagecctgagecatgtgggt
ct
ccctgatgecGTAAGTGGCCATCTTGGCCARTGGGTGGGASCCAGTCCTGAACCCCAGC
CA
GTACCCAGCCCCTCTCTGAGATCCTCCCTCCTTGCTGCTITGCAGAGCTTAATCTGCT
TA
AAGAGACATGCACATTTCTCTGATGCCTGCACTCTCATTTCCACCATCCTTAAGTGAC
TC
CAGTAGTTAGCACTTGTGACATTTARARARCAGAAGCATACAARGCGAGAGGCCRARGG
CA
TCCTGGACCTAGCCTCCCAGCTTGTCCTCCAGGCTCAGAGGAGCATTTGCCCTCATGG
GT
CAGCTCAGCTCTGETGETATTAGGAAGGCAGACCATTCAAAATCCTCACCTTGGACCTGE
GG
TATATACAGCTCAATGGCAGATCGCTCGCCTGGTAATCAATAGGCCCTTCATTCCATT
AC
CAGCAACTGCAAAATTTTGAAAGARNRANGAAGCAAGCAGATAGAGARAAGTAGARAGCA
GA
AAGGATGAAGGAAGAAGAAAGGAAAGGAGACAGGGAGGGAGGGAGGAAGGGAGACAGE
GA
GAGAAGGAGGGAGAGAGCARAGAAAGGGGAAAGAAAGGGRAAGGGAAGGARAGAGARARAR
GG
GAGAARACCAAGCAAGCTCACCCTTGTCTCCCAGGGATGCAGTCCCGGGGTICCCTCCTG
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AG
ACTCACCTCTCCCCACCAATCATTACTCTTAACACTTTTSTCTCACCATTCCTRAGCAA
AT
GClGGLICACICAGLICLIACCAGL AT I'CAGCCACCCIGC I CCAGGGAAGCAGCAL'CA
cC
CACTCCCTCCAAATAACCARAATTCAGACCTTATGGARAZCAGGCTGGCCCTACAGAT
TG
AGAGGACATACCAATAGGTTCCCAAGGATGGAGGCACAGCCATGTGAGGGACGCTGCT
CA
CCATAGCTATGCCTCTCCCCAGecactggecgactttgatgaaccecagagategaccet
tc
acaatgcttggcgtecttaccatecgetgtgeggacttttcatgaccgetggggttace
g9
gtatacteccggtecccataggecacggccacccetcatecattgetgtaaagtggGTGAGTA
CT
TCCAGTATCTCCACTGTCGGAGACCACGGAACCTGCATTTICTTCCCTGATCTTGGTTT
CT
CCTATGTAGGGTCCTATACCCCATATCCTTATATGCAGGTGAATTAGTAAGAATT GGG
cc
AAANANCCCTAAAATTCCTAAANATGGTGGCTCATGCTCGEGTCCCATGCCCTGCTGGET
T
ATTGGTCCTGGATAAAGCCAARACTCCTTTTCTCTTGACITCTGCTCTGCATCCARAT
AC
CCATAAAGAATGCTTCTAAGCACAGGCACAGGCACAGGT STGATTT TAATATACCCA
GA
GCTGAGGAGACCTTTTGTCATCATGACTGTCACTGTCAGTCTTITCATCAACATAAGA
N
ACTATCATTATCATTCTGAGAGACAACACTGCTTACAGGTATAATACCAGTTTGGAGA
GC
AGATAGGTTAATCTGGATAGTCTTCCCGARAGAAGCAAGICTTGGAAATGGTTCTCAT
GA
GGAAGGAAGGT GTGAGGTGGGGGTGAAGCAGGGTATTGAST GGGAGGCCTAGAGGAGG
GC
CTGGCGCTTGGCATCTACTCTGCTGTATAGGCTCCTAACCCCTCTATGGTCTCAAGGC
ccC
TCTCACCTCCATGGCCTAAAACCCACCTAAGTTAGCCATCGTGAACAAATTTCCCAAT
AG
CAGGAAAGACCCAGGGATGTTTTCTGAGCTCCACCCAGASCAGTITAGGCCCAARACAC
AG
ACCTTCCAGGCCAGCAGGCTTCAGACCAAGCAGACAGCACTCAGGCTTCAAGTTCTCA
cc
TGTCTGCTACCTCATGCAGGAAGCACCATTTGGGATCTTGCAGGTTCCTGGAAGTAGA
GC
TACAGCAGTGCAGATTGGGGCAGGCEETGGGETETETETETETETETGTECCTTTGTG
TG
TGTGTGTGCCTTTGTGTGTGTGTCTGTGTGTGTCTGTGTSTGTCTGTGTGACTGTGTG
TC
TGAGTCTGAGTCTGAGT CTGAGT CTCGAGTCTGAGTCTGATTCTGAGCTCTGAGTCTGTG
TC
TGTGTICTGTIGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGAGTCTGTSTCTGTGTCTGTGTCTGTG
TC
TGTGTCTGTGTTGTCTGTGTCTGTGTCTCTGTGTCTGTGTCTATGTCTGTGTCTGTGT
CT
GTGTCTGTGTCTGTCTGTGTCTGTGTCGTCTGTGTCTGTSTCTGTGTCTGTGTCTGTG
TC
TGTGTCTGTICTGTGTCTGTGTCTGTCTGTGTCTGTGTCTSTGTCTGTCTGTGTCTGTG
TC
GTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCGTCTGTGTCTGT ST CTGTCTGTGETCTGTGTC
TG
TCTGIGTCIGTGTCGTCTGTGTCTGTGTCTGTGACTGTGICTGIGTCGTCTGTGTCTG
TG

39




ES 2983 630 T3

Fuente

Secuencia de acido nucleico genomico

TCATCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGIGTCTGTGTCTGTGT
CcT
GTGTCTGTCTGTGTCTGTGTCGTCTGTGTCTGTGTCTGTSTCTGTGTCTGTCTGTGTC
LG
TGTCGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTCTGTGTCTGTIGTCTGTCTGTGTCT
GT
GTCTGTCTGTGTCTGTGTCGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTITGTGTCTGTGTCTGTGTC
TG
TGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTCTGTGTCTGTGTCTA
TG
CCTGTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTETGTITGTGTCTGTGTCTGTGTC
LG
TGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTCTGTGTCTGTGTCTSTCTGTGTCTGTGTCTGTG
TC
TGTGICTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTGTCTGTSTCTGTGTCTGTGTCTGTG
TC
TGTGTCAGAGGGGAGTGGCAGGGCCAGGGGTGGGAGAGCTCTGATCCATCTTCAGCAA
AG
TGGGGACAGGTATAGTCAGGGAGGARAGCTTCCAAGCCACATCCTACTCCTGTGGGCTC
CG
AGGARCCCGGGCTTATTCTGATTTTAAGTTAAGGATGAALCTGAARTGCACAGAGCTC
AG
CAGCCTAACCTGCAGCCCTAGTAGGTAATGGCAGCTGTGCTTGACT T TCGAGGGGAGA
AG
CTTCCATCCCACTCCAGTTTGAGGAGCCGAAGCTGGCCCTCTCTGACCCAAGGCAGAG
GT
GLIGGEGCT I CIGCAT GGCTAGITAACAAGC I GCGAAT GCATAAACAAGAAGGC LI GCLC
TG
ATAACTGCCTCTTTGTCTTGCCTATCATGGCCCCTTGCTSCTCTTCACTGGTTCTGGA
TC
TGACTTGATTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTTARAGATAGACTCTC
AC
TTTGTATCTCTGGATGGCTTCAAACTCATAGACGATCTGCCCGCCTCTGCCTCTTGAAT
GC
TGGTGTCCAAGCCCAGCACACCCATCCTGAT GGGATTTTAATTAGCCAGGATAGCATA
CA
TGTGCCAGTGCCCCCCTCCACTARAATGCCAGCCTCCCCASGTCTICTGGTGAGAAT GGG
AG
TGAGGGGCTGCAGCCACCCATGCCTGGGEGCACAGACCCCATCTCCTAGATCTTAGATA
GG
CAGGTGGTTTGGACTTACTTCTTAGRACGGAGTACRATTETTTCCCATGTCTCACCCT
T
CAGGAAAGGARACATGAATACAACATTTGGGGAGAAGARGCTGAGTGAAAT GGGRARATA
GG
GGTTCCCGGGGCARGACAGGGCCCATGGGTGATCTTCAATATTCTTCTCCTCTCTGGG
GC
CCCAGTGTTAGAACTGTGTGATTGATGGTCATACGGCCTACACTCAGGCTARATRAGGCG
GT
GCCCATGTCACTGGCACTGCTCACTGGGACCTCCACTCCTGTTACTAATGGCAAGTTT
TA
GAACACTTGGARAACAGCARCATATCATCACTCAGAGTGACARAGCTTGCCCTGRTTTG
CA
CGAGGCCATTGACAGCATTTGTACATATAATGTATTTAGTGAGGTGTGCAATTAGGGC
CG
CTGTCCTGTGCCCACTGTGCACATCACTCAGTCAGGGCTSCTGTICCTGTGCCCTCTET
GC
ACACCTGACAGTGGTATTTATAATGATCTTCCCCACTGARACCTGAACAATCTTGAAT
AC
CTAARATACCTTTGGGCCCCAAGGATGTGCATTCCAGTGAGGARCCATGGGACTCCCA
TC
TATTCCATGTAACACTCCATCTTACCAAGCTTGAACACACTAGGGCCTATGAARACCAAG
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Una o mas modificaciones, en algunos casos, pueden incluir una insercién, una eliminacién, una sustitucién o
combinaciones de estas. En algunos ejemplos, el polipéptido no abarca uno o mas polipéptidos de origen natural (p. €j.,
no abarca uno o mas de los polipéptidos de myomaker silvestre). En otros ejemplos, el polipéptido no abarca ninguno de
los polipéptidos de myomaker silvestre. En algunos ejemplos, el polipéptido no abarca ningun polipéptido de origen natural
(p- €j., no abarca ninguno de los polipéptidos de myomaker silvestre o ningun otro polipéptido de origen natural).

En algunos ejemplos, una o mas modificaciones de un polipéptido de myomaker silvestre pueden incluir una o mas
sustituciones, una o0 mas inserciones, o una o mas eliminaciones (0 combinaciones de estas) de uno o mas aminoacidos en
una region hidréfoba de un polipéptido de myomaker silvestre, de uno 0 mas aminoacidos en una regién hidréfila de un
polipéptido de myomaker silvestre, 0 en una combinacion de los mismos. En algunos ejemplos, una o mas modificaciones
de un polipéptido de myomaker silvestre pueden incluir una o mas sustituciones o una o0 mas eliminaciones (o0 combinaciones
de estas) de uno o mas aminoacidos en una regién hidrofoba de un polipéptido de myomaker silvestre, de uno o0 mas
aminoacidos en una region hidréfila de un polipéptido de myomaker silvestre, o en una combinacion de los mismos.

En algunos ejemplos, el polipéptido de myomaker puede tener una secuencia de polipéptidos con una identidad de
secuencia de aminoacidos con un polipéptido de myomaker silvestre (p. gj., sec. con nim. de ident.: 50 o sec. con
num. de ident.: 53) de aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente
85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %,
aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente
98 %, aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %, aproximadamente 99,3 %,
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aproximadamente 99,4 %, aproximadamente 99,5%, aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %,
aproximadamente 99,8 %, aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor
que aproximadamente 100 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos
aproximadamente 99,5 %. En algunas realizaciones, la secuencia de polipéptidos de myomaker tiene una identidad
de secuencia de aminoacidos con una sec. con num. de ident.: 50 o sec. con nim. de ident.: 53 de aproximadamente
70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente
95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %,
aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %, aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %,
aproximadamente 99,5 %, aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %,
aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente
100 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al
menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,5 %. La identidad
de secuencia de aminoacidos (p. €j., |a identidad porcentual) puede determinarse por cualquier método adecuado, tal
como usando el software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, Clustal Omega o Megalign. A menos que se indique lo
contrario, la identidad de secuencia de aminoacidos (p. €j., la identidad porcentual) se determina usando BLAST-2.

Las moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido de myomaker se denominan “moléculas de acido nucleico
de myomaker”. En ciertos ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomaker se incluye en un vector (p. €j., un vector
viral, un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoasociado, un vector herpesviral,
un vector viral quimérico, un plasmido, un vector de expresién, un vector conjugativo o un vector no conjugativo). En
ciertos ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomerger esta en el mismo vector que la molécula de acido nucleico
de myomaker. En ciertos ejemplos, la molécula de &cido nucleico de myomaker esta en una célula, tal como una célula
de insecto (p. €j., una célula Sf9) o una célula de mamifero (p. €j., una célula humana, una célula de rata, una célula de
raton, una célula muscular, una célula no muscular, un mioblasto, un fibroblasto, una célula C2C12, un fibroblasto 10T
2, una célula NIH/3T3, una célula CHO, una célula madre mesenquimal (MSC), una célula madre hematopoyética, una
célula sanguinea, una célula de médula 6sea o una célula madre adiposa). En ciertos ejemplos, la molécula de acido
nucleico de myomerger esta en la misma célula que la molécula de acido nucleico de myomaker.

En otros ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomaker comprende una o mas secuencias de acido nucleico
que no se usan para codificar el polipéptido de myomaker (p. €j., uno o mas intrones). Por ejemplo, la molécula de
acido nucleico de myomaker puede incluir una o mas moléculas de acido nucleico seglin se encuentra en la naturaleza
(p. €., que incluye intrones). En ciertos ejemplos, la molécula de &cido nucleico de myomaker difiere la una o mas
moléculas de acido nucleico en la naturaleza porque la molécula de &cido nucleico de myomaker no incluye uno o mas
intrones. En algunos ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomaker es una molécula de ADNc (“molécula de
ADNc de myomaker™). En ciertos ejemplos, la molécula de ADNc de myomaker es idéntica a una molécula de acido
nucleico que se encuentra en la naturaleza. En otros ejemplos, la molécula de ADNc de myomaker no es idéntica a
una molécula de acido nucleico que se encuentra en la naturaleza (p. ej., debido a que la molécula de ADNc de
myomaker no incluye uno o mas intrones en la molécula de acido nucleico que se encuentra en la naturaleza).

En algunos ejemplos, la secuencia de moléculas de acido nucleico de myomaker tiene una identidad de secuencia
con una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de myomaker silvestre (p. €j., sec. con num. de ident.:
56, sec. con nUm. de ident.: 59, sec. con nlm. de ident.: 62, sec. con nlim. de ident.: 63, sec. con nim. de ident.: 64 o
sec. con num. de ident.: 65) de aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente
97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,1 %, aproximadamente 99,2 %,
aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %, aproximadamente 99,5 %, aproximadamente 99,6 %,
aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %, aproximadamente 99,9 %, aproximadamente 99,95 %,
aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente 100 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,5 %. En algunos
ejemplos, la secuencia de moléculas de acido nucleico de myomaker tiene una identidad de secuencia con una sec.
con num. de ident.: 56, sec. con num. de ident.: 59, sec. con num. de ident.: 62, sec. con num. de ident.: 63, sec. con
num. de ident.: 64 o sec. con num. de ident.: 65 de aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente
92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %,
aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,1 %,
aproximadamente 99,2 %, aproximadamente 99,3 %, aproximadamente 99,4 %, aproximadamente 99,5 %,
aproximadamente 99,6 %, aproximadamente 99,7 %, aproximadamente 99,8 %, aproximadamente 99,9 %,
aproximadamente 99,95 %, aproximadamente 99,99 %, menor que aproximadamente 100%, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos
aproximadamente 99,5 %. Los ejemplos no limitantes de polipéptidos de myomaker silvestre y moléculas de acido
nucleico de myomaker silvestre pueden encontrarse en la Tabla 2. La identidad de secuencia de acido nucleico (p. €j.,
la identidad porcentual) puede determinarse por cualquier método adecuado, tal como usando el software BLAST,
BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2, Clustal Omega, CRISPor Megalign. A menos que se indique lo contrario, la identidad de
secuencia de &cido nucleico (p. gj., la identidad porcentual) se determina usando BLAST-2.
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En algunos ejemplos, la molécula de acido nucleico de myomaker codifica un polipéptido de myomaker que tiene
una o mas modificaciones al polipéptido de myomaker silvestre en una regién hidréfoba, en una region hidréfila o
en una combinacién de las mismas.

La molécula de acido nucleico de myomaker puede elaborarse usando cualquier técnica adecuada tal como, pero no
se limita a, las encontradas en WO 2014/210448 A1, sintesis quimica, produccion enzimatica o produccién biologica.
La sintesis quimica de una molécula de acido nucleico puede incluir, por ejemplo, una molécula de &cido nucleico
elaborada por sintesis quimica in vitro usando la quimica de fosfotriéster, fosfito o fosforamidita y técnicas de fase
sblida, o mediante intermedios de desoxinucledsido H-fosfonato. Las moléculas de acido nucleico producidas
enzimaticamente pueden lograrse usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Las moléculas de acido nucleico producidas biolégicamente
pueden lograrse usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, un acido nucleico recombinante
producido (es decir, replicado) en una célula viva, tal como un vector de ADN recombinante replicado en bacterias.

Pueden usarse las modificaciones o cambios realizados en la estructura de las moléculas de &cido nucleico de
myomaker y/o de los polipéptidos de myomaker. En ciertos ejemplos, un polipéptido de myomaker puede modificarse
(p. €j., por una o mas inserciones, una 0 mas eliminaciones o una o mas sustituciones [p. ej., sustituciones
conservadoras]). En algunos ejemplos, el polipéptido de myomaker que se modificé no tiene una pérdida apreciable
(p. €j., una disminucién en una funcién de menos de aproximadamente 1 %, menos de aproximadamente 5 %, menos
de aproximadamente 10 %, menos de aproximadamente 25 %, menos de aproximadamente 50 %, menos de
aproximadamente 75 %, menos de aproximadamente 90 %, menos de aproximadamente 95 %, menos de
aproximadamente 99 % o menos de aproximadamente 100 %) de una o mas funciones del polipéptido de myomaker
no modificado tales como, por ejemplo, la capacidad para activar la fusion de dos células, la capacidad de hacer que
una célula sea capaz de fusionarse (p. €j., una proteina confiere propiedades de fusién a una célula si, tras afiadir la
proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende un myomaker y myomerger),
la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p. ej., una proteina confiere propiedades fusogénicas a una
célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra célula si esa otra célula comprende myomaker), el nivel
de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresion durante la miogénesis en organismos adultos (p.
€j., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas
antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el nivel de asociacion con el compartimento de
membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido de myomaker que se modificé conserva niveles deseados (p. €j., al
menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos
aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 % o al menos aproximadamente 99 %) de una o mas funciones del polipéptido de myomaker no
modificado tales como, por ejemplo, la capacidad para activar la fusion de dos células, la capacidad para hacer que
una célula sea capaz de fusionarse (p. €j., una proteina confiere propiedades de fusién a una célula si, tras afiadir la
proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende un myomaker y myomerger),
la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p. €j., una proteina confiere propiedades fusogénicas a una
célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra célula si esa otra célula comprende myomaker), el nivel
de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresion durante la miogénesis en organismos adultos (p.
ej., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas
antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el nivel de asociacion con el compartimento de
membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido de myomaker después de la modificacion tiene un mayor nivel de una
0 mas funciones en comparacién con el polipéptido de myomaker no modificado. Las moléculas de acido nucleico
pueden disefiarse para codificar tal polipéptido de myomaker modificado.

Un “polipéptido de myomaker funcional” se define como un polipéptido de myomaker (p. €j., un polipéptido modificado) que
tiene niveles deseados (p. €j., al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente
90 %, al menos aproximadamente 95 % o al menos aproximadamente 99 % segun se compara con otro polipéptido de
myomaker, tal como un polipéptido de myomaker de origen natural) de una o mas funciones tales como, por ejemplo, la
capacidad para activar la fusién de dos células, la capacidad para hacer que una célula sea capaz de fusionarse (p. gj., una
proteina confiere propiedades de fusién a una célula si, tras afadir la proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra
célula si esa otra célula comprende un myomaker y myomerger), la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p.
€j., una proteina confiere propiedades fusogénicas a una célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra
célula si esa otra célula comprende myomaker), el nivel de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresién
durante la miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la
miogénesis en organismos adultos (p. ej., mas antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el nivel de
asociacion con el compartimento de membrana. En algunos ejemplos, el polipéptido de myomaker funcional tiene un mayor
nivel de una o mas funciones en comparacion con otro polipéptido de myomaker (p. €j., un polipéptido de myomaker de
origen natural). Las moléculas de &cido nucleico pueden disefiarse para codificar polipéptidos de myomaker funcionales.

Un “polipéptido de myomaker funcionalmente equivalente” se define como un polipéptido de myomaker que se ha
modificado (p. ej., por una 0 mas inserciones, una o mas eliminaciones, 0 uno o mas sustituciones (p. ej., sustituciones
conservadoras]) de un polipéptido de myomaker original y que modifico el polipéptido de myomaker conserva niveles
deseados (p. €j., al menos aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente
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50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al
menos aproximadamente 95 % o al menos aproximadamente 99 %) de una o mas funciones del polipéptido de
myomaker original tales como, por ejemplo, la capacidad para activar la fusién de dos células, la capacidad para hacer
que una célula sea capaz de fusionarse (p. gj., una proteina confiere propiedades de fusién a una célula si, tras afiadir
la proteina, la célula es capaz de fusionarse con otra célula si esa otra célula comprende un myomaker y myomerger),
la capacidad para conferir fusogenicidad a una célula (p. ej., una proteina confiere propiedades fusogénicas a una
célula si, tras afiadir la proteina, la célula se fusionara con otra célula si esa otra célula comprende myomaker), el nivel
de expresion durante el desarrollo embrionario, el nivel de expresion durante la miogénesis en organismos adultos (p.
€j., mas antiguos que los embrionarios), el nivel de induccién de la miogénesis en organismos adultos (p. €j., mas
antiguos que los embrionarios), la afinidad por las membranas o el nivel de asociacion con el compartimento de
membrana. En algunas realizaciones, el polipéptido de myomaker funcionalmente equivalente puede tener un mayor
nivel de una o mas funciones en comparacién con el polipéptido de myomaker original. Las moléculas de acido nucleico
pueden disefiarse para codificar polipéptidos de myomaker funcionalmente equivalentes.

En ciertos ejemplos, cuanto mas corta sea la longitud de un polipéptido de myomerger, menores seran las
modificaciones (p. €j., sustituciones) que pueden realizarse dentro del polipéptido mientras conservan, por ejemplo,
un nivel deseado de una funcion elegida. En algunos casos, los dominios mas largos pueden tener un mayor nimero
de tales cambios mientras conservan, por ejemplo, un nivel deseado de una funcién elegida. En otros ejemplos, un
polipéptido de longitud completa puede tener mas tolerancia a un nimero fijo de cambios mientras conserva, por
ejemplo, un nivel deseado de una funcién elegida, en comparacién con una menor longitud de ese polipéptido.

El disefio de sustituciones puede adoptar muchas formas, que incluyen, pero no se limitan a, las descritas en la presente
descripcién. En algunos ejemplos, el indice hidropatico de aminoacidos puede considerarse para disefiar sustituciones. En
el indice hidropatico, a cada aminoacido se le asigna un indice hidropatico sobre la base de sus caracteristicas de
hidrofobicidad o carga, de la siguiente manera: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8);
cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-
1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9}; o arginina
(-4,5). En algunos casos, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice hidropatico
similar. Al realizar cambios basados en el indice hidropatico, la sustitucién de aminoacidos con indices hidropaticos puede
realizarse con aminoacidos que tienen una diferencia de indice de no mas de = 2, no mas de = 1 o no mas de + 0,5.

En algunos ejemplos, las sustituciones también pueden realizarse basadas en los valores de hidrofilicidad. Segun se
detalla en la patente de los EE. UU. nim. 4.554.101, los siguientes valores de hidrofilicidad se han asignado a los residuos
de aminoécidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 *+ 1); glutamato (+3,0 £ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2);
glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 * 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-
1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4). Al realizar cambios
basados en los valores de hidrofilicidad similares, la sustitucién de aminoacidos con valores de hidrofilicidad puede
realizarse con aminoacidos que tienen un valor de no mas de + 2, no mas de + 1 o no mas de + 0,5.

Una “sustitucién conservadora” en una secuencia de aminoacidos o polipéptido indica que un residuo de
aminoacidos dado se reemplaza por un residuo que tiene caracteristicas fisicoquimicas similares (p. ej., no mas de
+ 1 cuando se basa en el indice hidropatico o no mas de + 1 cuando se basa en los valores de hidrofilicidad). Los
ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen (a) la sustitucién de un residuo alifatico por otro con un residuo
alifatico, (b) la sustitucion de uno de lle, Val, Leu o Ala por otro de He, Val, Leu o Ala, (c) la sustitucién de uno de
Gly, lle, Val, Leu o Ala por otro de Gly, lle, Val, Leu o Ala, (d) la sustitucién de un residuo polar por otro residuo
polar, (e) la sustitucion de uno de Lys y Arg por otro de Lys y Arg, (f) sustitucion de uno de Glu y Asp por otro de
Glu y Asp, (g) sustitucién de uno de GIn y Asn por otro de GIn y Asn, (h) sustitucién de un residuo que contiene
hidroxilo o azufre con otro residuo que contiene hidroxilo o azufre, (i) sustitucién de uno de Ser, Cys, Thr o Met con
otro de Ser, Cys, Thr o Met, (j) sustitucion de un residuo aromatico con otro con un residuo aromatico, (k) sustitucion
de uno de Phe, Tyr o Trp con otro de Phe, Tyr, o Trp, (I} sustitucién de un residuo basico por otro residuo basico,
(m) sustitucién de uno de His, Lys o Arg con otro de His, Lys o Arg, (n) sustituciéon de un residuo acido/de amida
con otro residuo acido/de amida, (o) sustitucién de uno de Asp, Glu, Asn o Gin con otro de Asp, Glu, Asn o Gin, (p)
sustitucion de un residuo con otro residuo de un tamafio similar, y (q) sustitucién de uno de Ala, Gly o Ser con otro
de Ala, Gly o Ser. En algunas realizaciones, cada aminoacido en una region hidréfoba de un polipéptido puede
sustituirse con sustituciones conservadoras (p. ej., cualquier combinacion de sustituciones conservadoras que se
relacionan con residuos hidréfobos).

Si bien la discusién se ha centrado en los cambios de aminoacidos, se apreciara que estos cambios pueden ocurrir
por la alteracion del ADN codificante; teniendo en cuenta también que el cédigo genético esta degenerado y que
dos 0 mas codones pueden codificar el mismo aminoacido. Las Tablas A y B de aminoacidos y sus codones se
presentan en la presente descripcién para uso en tales ejemplos, asi como para otros usos, tales como en el disefio
de sondas y cebadores y lo similar.

El término “codén funcionalmente equivalente” se usa en la presente descripcion para referirse a los codones que
codifican el mismo aminoacido, tales como los seis codones para arginina o serina.
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En ciertos casos, la molécula de &acido nucleico puede disefiarse por ingenieria genética para contener distintas secuencias
mientras, al mismo tiempo, conserva la capacidad de codificar un polipéptido deseado. En algunos ejemplos, esto puede
lograrse debido a la degeneracion del codigo genético (es decir, la presencia de multiples codones) que codifican los mismos
aminoacidos. En otros casos, puede lograrse al incluir, afiadir o excluir intrones en la molécula de &cido nucleico.

En ciertos ejemplos, una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccién puede introducirse en una
secuencia de acido nucleico mientras se mantiene la capacidad de esa molécula de acido nucleico para codificar
un polipéptido deseado. En otros ejemplos, un sistema CRISPR (p. gj., un sistema CRISPR que comprende uno o
mas de plantilla de reparacion de ARN guia, ARNcr, ARNtracr, ARNgu, ADN, y proteina Cas, tal como, pero no se
limita a, CRISPR/Cas9) puede usarse para introducir una molécula de acido nucleico mientras se mantiene la
capacidad de esa molécula de acido nucleico para codificar un polipéptido deseado.

También se entendera que las secuencias de aminoacidos (p. €j., polipéptidos) y las secuencias de acidos nucleicos
pueden incluir residuos adicionales, tales como aminoacidos de terminal N o C o secuencias 5' o 3' adicionales, y
aun asi ser esencialmente segun se establece en una de las secuencias descritas en la presente descripcion,
siempre que la secuencia cumpla con los criterios establecidos anteriormente, que incluyen el mantenimiento de la
actividad biolégica donde se refiere a la expresion de polipéptidos. La adicién de secuencias terminales se aplica
particularmente a secuencias de acidos nucleicos que pueden, por ejemplo, incluir varias secuencias no codificantes
que flanquean cualquiera de las porciones 5' o 3' de la regién codificante o pueden incluir varias secuencias internas
(es decir, intrones) que pueden ocurrir dentro de los genes.

Algunos ejemplos usan la sintesis de polipéptidos en cyto, mediante la transcripcion y traslaciéon de moléculas de
acido nucleico apropiadas (p. €j., secuencias de acido nucleico seglin se describe en la presente descripcion). Estos
polipéptidos incluiran los veinte aminoacidos “naturales” y las modificaciones postraslacionales de estos. La
sintesis de péptidos in vitro permite el uso de aminoacidos modificados o inusuales. En algunas realizaciones, el
polipéptido de myomaker abarca modificaciones (p. €j., una o mas sustituciones o una o mas inserciones) que
incluyen uno o mas aminoacidos modificados o inusuales. Una tabla de aminoé&cidos ilustrativos, pero no limitantes,
modificados o inusuales se proporciona en la Tabla C.

En la presente descripcién también se describe un método para producir un polipéptido de myomaker (p. €j., un
polipéptido de myomaker mutante o un polipéptido de myomaker silvestre), que no forma parte de la invencién. Cualquier
método adecuado puede usarse para elaborar los polipéptidos de myomaker que incluyen, pero no se limitan a, la
expresion a través de cualquier técnica biolégica molecular adecuada (p. €j., usando un sistema de expresion procaridtica
0 eucaribtica), el aislamiento de una fuente en la naturaleza o la sintesis quimica. Los sistemas de expresion eucaritica
incluyen sistemas basados en plantas; sistemas celulares de insectos mediante baculovirus recombinantes; sistemas de
insectos completos mediante baculovirus recombinantes; sistemas de levadura disefiados por ingenieria genéticamente,
que incluyen, pero no se limitan a, Saccharomyces sp. y Picchia spp.; y sistemas celulares de mamiferos que incluyen,
pero no se limitan a, células C2C12, fibroblastos 10T 1/2, fibroblastos NIH/3T3, células madre mesenquimales (MSC, por
sus siglas en inglés), células madre hematopoyéticas, células de ovario de hamster chino u otras lineas celulares
comunmente usadas para la expresion a escala industrial de proteinas recombinantes. En algunos ejemplos, los sistemas
de expresion basados en plantas Gtiles pueden incluir sistemas de plantas transgénicas. En algunos ejemplos, los
sistemas de expresién basados en plantas Utiles pueden incluir sistemas de plantas transplastdmicas.

En algunos ejemplos, un método para producir el polipéptido de myomaker incluye proporcionar una célula huésped
que comprende una molécula de acido nucleico de myomaker, segun se describe en la presente descripcion, unida
operativamente a un promotor operable bajo condiciones donde se expresa el polipéptido de myomaker codificado;
y recuperar el polipéptido de myomaker de la célula huésped.

Células que incluyen células modificadas

Los métodos y la composicion farmacéutica segun la invenciéon incluyen células modificadas. llustrativamente, una
célula modificada es una célula que comprende una o mas modificaciones de una célula, donde al menos una de la
una o mas modificaciones fue implementada por un humano (p. ej., mediante actividad humana, ya sea directa o
indirectamente). llustrativamente, la célula que va a modificarse puede ser una célula no modificada o puede ser una
célula que se ha modificado anteriormente (p. ej., modificado segun se describe en la presente descripcion). Una célula
puede modificarse de cualquier manera deseada, que incluye pero no se limita a (a) afiadir una molécula de acido
nucleico tal como, pero no se limita a, una o mas moléculas de acido nucleico descritas en la presente descripcion, (b)
disminuir el efecto de una o mas moléculas de acido nucleico (p. €j., una molécula de acido nucleico de origen natural
0 una molécula de &cido nucleico afiadida) tal como un gen, (c) afiadir uno o mas polipéptidos que incluyen, pero no
se limitan a, los polipéptidos descritos en la presente descripcion, (d) disminuir el efecto de uno o mas polipéptidos (p.
€j., un polipéptido de origen natural o un polipéptido afiadido), o (e) una combinacién de los mismos. En algunos casos,
una célula modificada puede dar como resultado una modificacion adicional de otra célula modificada.

Afadir una molécula de acido nucleico para modificar una célula puede lograrse usando cualquier método adecuado

que incluye, pero no se limita a, una o mas de transformacién (como se usa en la presente descripcion, los métodos
de transfeccion estan incluidos por el término transformacién), transformacion viral (p. ej., usando un vector viral,
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un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral, un vector adenoviral, un vector adenoviral, un vector
viral adenoasociado, un vector herpesviral, un vector viral quimérico, un plasmido, un césmido, un cromosoma
artificial, un bacteriéfago, un virus, un virus animal, un virus vegetal, un vector de expresién, un vector conjugativo,
0 un vector no conjugativo}, inyeccién, microinyeccion, electroporacion, sonicacién, tratamiento con iones de calcio,
precipitacion con fosfato de calcio, tratamiento con PEG-DMSQ, tratamiento con DE-Dextran, transformacion
mediada por liposomas o una transformacién mediada por receptores. Afadir un polipéptido para modificar una
célula puede lograrse usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, uno o mas de inyeccion,
microinyeccion, electroporaciéon, sonicacion, tratamiento con iones de calcio, precipitacion con fosfato de calcio,
tratamiento con PEG-DMSQ, tratamiento con DE-Dextran o mediado por liposomas. La molécula de acido nucleico
afadida puede ser parte de un vector (p. ej., un vector viral, un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector
adenoviral, un vector viral adenoasociado, un vector herpesviral, un vector viral quimérico, un plasmido, un césmido,
un cromosoma artificial, un bacteriéfago, un virus animal, un virus vegetal, un vector de expresién, un vector
conjugativo o un vector no conjugativo), un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial, un bacteriéfago, un virus,
un virus animal o un virus vegetal. En algunos ejemplos, la molécula de acido nucleico afiadida es exdgena;
“exbdgena” significa (a) que la molécula de acido nucleico afiadida se origina de fuera de la célula (p. €j., es extrafia
a la célula) o (b) que la molécula de acido nucleico afiadida puede encontrarse dentro de la célula, pero la molécula
de acido nucleico afiadida se coloca en la célula donde no se encuentra normalmente (p. ej., una parte diferente
del cromosoma o en un plasmido afiadido). En algunos ejemplos, el polipéptido afiadido es exégeno; “exdégeno” en
este contexto significa que el polipéptido afiadido se origina de fuera de la célula (p. €j., es externo a la célula).

En algunos ejemplos, la modificacion de la célula puede ser la disminucién del efecto de una molécula de &cido nucleico
en la célula; la molécula de acido nucleico puede afiadirse a la célula o no, o puede ser exégena. Disminuir el efecto de
una molécula de acido nucleico incluye, pero no se limita a, disminuir (p. gj., terminar) la expresién de un polipéptido (p.
€j., myomaker, myomerger o0 ambos) o expresar una forma menos activa de un polipéptido (p. gj., al cambiar la secuencia
de aminoacidos del polipéptido o expresar solo un fragmento de un polipéptido). Disminuir el efecto de una molécula de
acido nucleico puede lograrse usando cualquier método adecuado que incluye, pero no se limita a, la retirada de la
molécula de acido nucleico (p. gj., de un cromosoma o de un plasmido), la retirada de una o mas partes de la molécula
de acido nucleico (p. ej., de un cromosoma o de un plasmido), alterar la secuencia de &cido nucleico de la molécula de
acido nucleico, disminuir o prevenir la transcripcién de la molécula de &cido nucleico (p. €j., mediante un represor,
inhibidor, bloqueador [p. €j., mediante una molécula que bloquea parte de la transcripcion], o estabilizacién de una forma
no transcriptora), o disminuir o prevenir la traslacién (p. gj., mediante un inhibidor o un inhibidor de ARN).

La célula que va a modificarse puede ser cualquier célula adecuada que incluye, pero no se limita a una célula de
insecto (p. gj., una célula Sf9), una célula de vertebrado o una célula de mamifero (p. ej., una célula humana, una
célula de rata, una célula de ratén, una célula muscular, una célula no muscular, un mioblasto, un fibroblasto, una
célula C2C12, un fibroblasto 10T ', una célula NIH/3T3, una célula CHO, una célula madre mesenquimal (MSC),
una célula madre hematopoyética, una célula sanguinea, una célula de médula 6sea, una célula madre o una célula
madre adiposa). En ciertos ejemplos, una célula no modificada puede ser cualquier célula adecuada que incluye,
pero no se limita a, una célula de insecto, una célula de vertebrado o una célula de mamifero (p. €j., una célula
humana, una célula de rata, una célula de ratén, una célula muscular, una célula no muscular, un mioblasto, un
fibroblasto, una célula NIH/3T3, una célula CHO, una célula madre mesenquimal (MSC), una célula madre
hematopoyética, una célula sanguinea, una célula de médula ésea, una célula madre o una célula madre adiposa).

En algunos ejemplos, una célula modificada puede ser, pero no se limita a, una célula animal modificada, una célula de
vertebrado modificada, una célula de mamifero modificada, una célula humana modificada, una célula de rata modificada,
una célula de ratén modificada, una célula muscular modificada, una célula no muscular modificada, un mioblasto
modificado, un fibroblasto modificado, una célula C2C12, una célula C2C12 modificada, un fibroblasto 10T %, un
fioroblasto 10T 2 modificado, una célula NIH/3T3 modificada, una célula CHO modificada, una célula madre mesenquimal
(MSC) modificada, una célula madre hematopoyética modificada, una célula sanguinea modificada, una célula de médula
6sea modificada, un célula madre modificada o una célula madre adiposa modificada. En otras realizaciones, la célula
modificada es una célula no muscular modificada (p. €j., un fibroblasto modificado, un fibroblasto 10T %, un fibroblasto
10T 2 modificado, una célula NIH/3T3 modificada, una célula CHO modificada, una célula madre mesenquimal (MSC)
modificada, una célula madre hematopoyética modificada, una célula sanguinea modificada, una célula de médula ésea
modificada, una célula madre modificada o una célula madre adiposa modificada).

La primera célula es una célula modificada y es una célula no muscular con una molécula de acido nucleico de
myomerger afiadida (p. €j., donde la molécula de acido nucleico de myomerger es exdgena).

Composiciones que incluyen composiciones farmacéuticas

Uno o mas polipéptidos (p. ej., un polipéptido de myomerger en peso o polipéptido de myomerger mutante) o una o mas
moléculas de acido nucleico de myomerger (p. €j., en forma de una molécula de acido nucleico desnuda, un vector, un
virus, un plasmido o cualquier forma adecuada) pueden ser parte de una composicién y pueden estar en una cantidad
(en peso de la composicion total) de al menos aproximadamente 0,0001 %, al menos aproximadamente 0,001 %, al
menos aproximadamente 0,10 %, al menos aproximadamente 0,15 %, al menos aproximadamente 0,20 %, al menos
aproximadamente 0,25 %, al menos aproximadamente 0,50 %, al menos aproximadamente 0,75 %, al menos
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aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente
50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 99 %, al menos aproximadamente 99,99 %, no mas de aproximadamente 75 %, no mas de
aproximadamente 90 %, no mas de aproximadamente 95 %, no mas de aproximadamente 99 % 0 no mas de
aproximadamente 99,99 %, de aproximadamente 0,0001 % a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 0,0001 % a
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 1% a
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 90 % o de aproximadamente 25 % a
aproximadamente 75 %. Un polipéptido de myomaker puede ser parte de la composicién (p. €j., junto con un polipéptido
de myomerger en la composicién o una molécula de acido nucleico de myomerger en la composicién) en cualquier
cantidad indicada en la presente descripcion (p. €j., indicada anteriormente). En ciertas realizaciones, las células, tales
como las células modificadas (p. €j., segun se describe en la presente descripcion) pueden ser parte de la composicién
en cualquier cantidad indicada en la presente descripcion (p. €j., indicada anteriormente).

Uno o mas polipéptidos (p. €j., un polipéptido de myomerger silvestre o polipéptido de myomerger mutante) o una
0 mas moléculas de acido nucleico de myomerger (p. €j., en forma de una molécula de acido nucleico desnuda, un
vector, un virus, un plasmido o cualquier forma adecuada) pueden purificarse o aislarse en una cantidad (en peso
de la composicion total) de al menos aproximadamente 0,0001 %, al menos aproximadamente 0,001 %, al menos
aproximadamente 0,10 %, al menos aproximadamente 0,15 %, al menos aproximadamente 0,20 %, al menos
aproximadamente 0,25 %, al menos aproximadamente 0,50 %, al menos aproximadamente 0,75 %, al menos
aproximadamente 1%, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 99 %, al menos aproximadamente 99,99 %, no mas de
aproximadamente 75 %, no mas de aproximadamente 90 %, no mas de aproximadamente 95 %, no mas de
aproximadamente 99 %, no mas de aproximadamente 99,99 %, de aproximadamente 0,0001 % a aproximadamente
99 %, de aproximadamente 0,0001 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente
95 %, de aproximadamente 1 % a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10 % a aproximadamente 90 % o
de aproximadamente 25 % a aproximadamente 75 %. En algunos ejemplos, aislada o purificada significa que las
impurezas (p. ej., los componentes celulares o componentes de solucion no deseados si se sintetizan
quimicamente) se eliminaron mediante una o mas de cualquier técnica adecuada (p. €j., cromatografia en columna,
HPLC, centrifugacién, fraccionamiento, gel, precipitacién o salazén).

Algunos ejemplos de la composicion farmacéutica de la invenciéon comprenden uno o mas polipéptidos (p. €j., un
polipéptido de myomerger silvestre o un polipéptido de myomerger mutante) y una o mas moléculas de acido
nucleico de myomerger (p. ej., en forma de una molécula de acido nucleico desnuda, un vector, un virus, un
plasmido o cualquier forma adecuada). La composicién es una composicion farmacéutica, tal como composiciones
que son adecuadas para la administracién a animales (por ejemplo, mamiferos, primates, monos, seres humanos,
caninos, porcinos, ratones, conejos o ratas). En algunos ejemplos, puede haber efectos secundarios inherentes (p.
ej., puede dafiar al paciente o puede ser téxico o perjudicial hasta cierto grado en algunos pacientes).

En algunos ejemplos, uno o mas polipéptidos (p. €j., un polipéptido de myomerger silvestre o polipéptido de myomerger
mutante} y una o mas moléculas de acido nucleico de myomerger (p. €j., en forma de una molécula de acido nucleico
desnuda, un vector, un virus, un plasmido o cualquier forma adecuada) pueden ser parte la composicion farmacéutica y
pueden estar en una cantidad (en peso de la composicion total) de al menos aproximadamente 0,0001 %, al menos
aproximadamente 0,001 %, al menos aproximadamente 0,10 %, al menos aproximadamente 0,15 %, al menos
aproximadamente 0,20 %, al menos aproximadamente 0,25 %, al menos aproximadamente 0,50 %, al menos
aproximadamente 0,75 %, al menos aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente
25 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 99 %, al menos aproximadamente 99,99 %, no mas de
aproximadamente 75 %, no mas de aproximadamente 90 %, no mas de aproximadamente 95 %, no mas de
aproximadamente 99 %, no mas de aproximadamente 99,99 %, de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 99 %,
de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 1% a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10% a aproximadamente 90% o de
aproximadamente 25 % a aproximadamente 75 %. Un polipéptido de myomaker es parte de la composicion farmacéutica
(p. €., junto con un polipéptido de myomerger en la composicion o una molécula de acido nucleico de myomerger en la
composicién farmacéutica) en cualquier cantidad indicada en la presente descripcion (p. €j., indicada anteriormente). La
primera célula modificada (p. €j., segun se describe en el presente documento) es parte de la composicién farmacéutica en
cualquier cantidad indicada en la presente descripcion (p. €]., indicada anteriormente).

En algunos ejemplos, la composicién farmacéutica puede presentarse en una forma de dosificacién que sea
adecuada para la via de administracion tdpica, subcutanea, intratecal, intraperitoneal, oral, parenteral, rectal,
cutanea, nasal, vaginal u ocular. En otros ejemplos, la composicién farmacéutica puede presentarse en una forma
de dosificacién que sea adecuada para la administracién parenteral, una administracién mucosal, administracién
intravenosa, administracién subcutanea, administracion tépica, administracion intradérmica, administracion oral,
administracién sublingual, administracién intranasal o administracion intramuscular. La composicion farmacéutica
puede estar en forma de, por ejemplo, tabletas, capsulas, pildoras, polvos granulados, suspensiones, emulsiones,
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soluciones, geles (que incluye hidrogeles), pastas, ungientos, cremas, emplastos, empapados, dispositivos de
suministro, supositorios, enemas, inyectables, implantes, pulverizadores, aerosoles u otras formas adecuadas.

En algunos ejemplos, la composicion farmacéutica puede incluir uno o mas ingredientes del formulario. Un “ingrediente del
formulario” puede ser cualquier ingrediente adecuado (p. €j., adecuado para el (los) farmaco(s), para la dosis del (los)
farmaco(s), para el momento de liberacion del (los) farmaco(s), para la enfermedad, para el estado de la enfermedad o para
la via de administracién) que incluye, pero no se limita a, agua (p. €j., agua hervida, agua destilada, agua filtrada, agua libre
de pirégenos o agua con cloroformo), azlcar (p. €j., sacarosa, glucosa, manitol, sorbitol, xilitol o jarabes elaborados de los
mismos), etanol, glicerol, glicoles (p. €]., propilenglicol), acetona, éteres, DMSQ, tensioactivos (p. €j., tensioactivos anionicos,
tensioactivos catiénicos, tensioactivos zwitteriénicos o tensioactivos no iénicos [p. €j., polisorbatos]), aceites (p. €j., aceites
animales, aceites vegetales (p. ej., aceite de coco o aceite de cacahuete) o aceites minerales), derivados de aceite (p. gj.,
oleato de etilo, monoestearato de glicerilo o glicéridos hidrogenados), excipientes, conservantes (p. €j., cisteina, metionina,
antioxidantes (p. ej., vitaminas (p. ej., A, E o C), selenio, palmitato de retinilo, citrato de sodio, &cido citrico, cloroformo o
parabenos, [p. €j., metil parabeno o propil parabeno]) o combinaciones de estos. En algunas realizaciones, la concentracién
de cualquier ingrediente del formulario individual en una composicién (p. €j., composicién farmacéutica) puede ser en una
cantidad (en peso de la composicion total) de al menos aproximadamente 0,0001 %, al menos aproximadamente 0,001 %,
al menos aproximadamente 0,10 %, al menos aproximadamente 0,15 %, al menos aproximadamente 0,20 %, al menos
aproximadamente 0,25 %, al menos aproximadamente 0,50%, al menos aproximadamente 0,75%, al menos
aproximadamente 1 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos aproximadamente 25 %, al menos aproximadamente
50 %, al menos aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 99 %, al menos aproximadamente 99,99 %, no mas de aproximadamente 75 %, no mas de
aproximadamente 90 %, no mas de aproximadamente 95 %, no mas de aproximadamente 99 %, no mas de
aproximadamente 99,99 %, de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 0,001 % a
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 1% a
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10% a aproximadamente 90 % o0 de aproximadamente 25% a
aproximadamente 75 %. En algunos ejemplos, la concentracién de al menos un ingrediente del formulario no es la misma
que la que se encuentra en el sistema natural en el que se encuentra el polipéptido (p. €j., el polipéptido de myomerger
silvestre). En algunas realizaciones, la concentracién de al menos un ingrediente del formulario no es la misma que la que
se encuentra en uno o0 mas sistemas naturales (p. €j., cualquier sistema natural que se encuentre en la naturaleza) en los
que se encuentra la molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido (p. €j., el polipéptido de myomerger silvestre).

En ciertas ejemplos, las composiciones farmacéuticas pueden formularse para liberar el ingrediente activo (p. gj., uno 0 mas
compuestos de la Férmula (1)) sustancialmente inmediatamente después de la administracion o en cualquier momento
sustancialmente predeterminado o tiempo después de la administracién. Tales formulaciones pueden incluir, por ejemplo,
formulaciones de liberacién controlada tales como diversas composiciones y recubrimientos de liberacién controlada.

Otras formulaciones (p. €j., formulaciones de una composicion farmacéutica) pueden, en ciertos ejemplos, incluir aguellas
que incorporan el farmaco (o formulacién de liberacion controlada) en alimentos, productos alimenticios, piensos o bebidas.

Métodos para usar células que incluyen células modificadas
Los métodos segun la invencién incluyen células, tales como células modificadas.

El método in vitro inventivo para fusionar dos o mas células comprende poner en contacto una primera célula con
una segunda célula para formar una tercera célula, donde la primera célula es una célula modificada (p. ej., segun
se describe en la presente descripcion). En ciertos ejemplos, el término “fusionar” (y términos relacionados tales
como “que fusiona/n”, “fusién”, etc.) significa combinar dos células para formar una una tercera célula. La fusién
da como resultado una célula multinuclear (p. gj., sincitio). La primera célula comprende un primer polipéptido
myomerger y un primer polipéptido de myomaker. La segunda célula comprende un segundo polipéptido de
myomaker y un segundo polipéptido myomerger. La tercera célula es una célula multinucleada.

La primera célula es una célula no muscular. En algunos ejemplos, la segunda célula puede ser cualquier célula
adecuada que incluye, pero no se limita a una célula de insecto (p. gj., una célula Sf9), una célula de vertebrado, o
una célula de mamifero (p. ej., una célula humana, una célula de rata, una célula de ratén, una célula muscular, una
célula no muscular, un mioblasto, un fibroblasto, una célula C2C12, un fibroblasto 10T 1%, una célula NIH/3T3, una
célula CHO, una célula dendritica, una célula cancerosa, una célula madre mesenquimal (MSC), una célula madre
hematopoyética, una célula sanguinea, una célula de médula ésea, una célula madre o una célula madre adiposa).
En algunos ejemplos, la primera célula y la segunda célula son del mismo tipo de célula (p. €j., una fusion celular
homotipica que en ciertos casos puede formar un sincitio). En otras realizaciones, la primera célula y la segunda célula
son diferentes tipos de células (p. gj., fusion celular heterotipica). La fusién celular puede, en algunos casos, dar como
resultado una fusién nuclear. En otros casos, la fusién celular no da como resultado una fusién nuclear.

En algunos ejemplos, la segunda célula puede ser una célula modificada que puede ser, pero no se limita a, una célula
animal modificada, una célula de vertebrado modificada, una célula de mamifero modificada, una célula humana
modificada, una célula de rata modificada, una célula de ratébn modificada, una célula muscular modificada, una célula
no muscular modificada, un mioblasto modificado, un fibroblasto modificado, una célula C2C12, una célula C2C12
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modificada, un fibroblasto 10T %, un fibroblasto 10T 2 modificado, una célula NIH/3T3 modificada, una célula CHO
modificada, una célula dendritica modificada, una célula cancerosa modificada, una célula madre mesenquimal (MSC)
modificada, una célula madre hematopoyética modificada, una célula sanguinea modificada, una célula de médula
6sea modificada, un célula madre modificada o una célula madre adiposa modificada. En otros ejemplos, la primera
célula y la segunda célula pueden ser una célula modificada que es una célula no muscular modificada (p. €j., un
fibroblasto modificado, un fibroblasto 10T %, un fibroblasto 10T 2 modificado, una célula NIH/3T3 modificada, una
célula CHO modificada, una célula dendritica modificada, una célula cancerosa modificada, una célula madre
mesenquimal (MSC) modificada, una célula madre hematopoyética modificada, una célula sanguinea modificada, una
célula de médula 6sea modificada, una célula madre modificada o una célula madre adiposa modificada).

En ciertos ejemplos del método, la primera célula es una célula no muscular y, opcionalmente, la segunda célula
también es una célula no muscular. En otros ejemplos del método, la primera célula es una célula no muscular y la
segunda célula es una célula muscular.

En algunos casos del método, la segunda célula es una célula muscular aislada (p. €j., un mioblasto). En aun otros
ejemplos del método, la segunda célula es una célula muscular o es una célula que es parte de un musculo, tejido
muscular o tejido no muscular. En algunas realizaciones, el misculo, tejido muscular o tejido no muscular estan enfermos.
En otras realizaciones, el misculo, tejido muscular o tejido no muscular (p. €]., enfermo o no enfermo) es parte del sistema
circulatorio (p. €j., el corazén), el sistema respiratorio (p. gj., el diafragma), la cabeza, el cuello, el sistema gastrointestinal
(p- €j., lalengua, los musculos esofagicos o los musculos intestinales), los musculos esqueléticos o el tracto genitourinario.

La puesta en contacto de las células en el método puede ocurrir de cualquier manera adecuada tal como, pero no
se limita a, aquellas descritas en la presente descripcion. La puesta en contacto ocurra in vitro.

La invencion también incluye un método para administrar un gen de interés que comprende poner en contacto una
primera célula con una segunda célula in vitro, que se fusionan para formar una tercera célula. En ciertos ejemplos, el
término “fusionar” (y términos relacionados tales como “que fusiona/n”, “fusion”, etc.) significa combinar dos células para
formar una una tercera célula. La fusién da como resultado una célula multinuclear (p. €j., sincitio). La primera célula es
una célula modificada (p. gj., segun se describe en la presente descripcion) y comprende (a) un gen de interés y (b) un
primer polipéptido de myomerger y un primer polipéptido de myomaker. La segunda célula comprende un segundo
polipéptido de myomaker y, opcionalmente, un segundo polipéptido myomerger. La tercera célula es una célula
multinucleada. En algunos ejemplos, la primera célula y la segunda célula son del mismo tipo de célula (p. €j., una fusién
celular homotipica que en ciertos casos puede formar un sincitio). En aun otros ejemplos, la primera célula y la segunda
célula son diferentes tipos de células (p. €j., fusion celular heterotipica). La fusién celular puede, en algunos casos, dar
como resultado una fusién nuclear. En otros casos, la fusion celular no da como resultado una fusién nuclear.

En ciertas realizaciones, el gen de interés codifica un polipéptido terapéutico, una proteina terapéutica o un
oligopéptido terapéutico, donde el gen de interés puede ser parte de un tratamiento de una enfermedad. En otros
ejemplos, el gen de interés puede ser ADN genémico o puede ser ADNc.

En ciertas realizaciones, la segunda célula puede subexpresar el gen de interés, no expresa el gen de interés,
expresa una version defectuosa del gen de interés o una combinacién estos. En otras realizaciones, la segunda
célula no expresa el gen de interés.

En ciertos ejemplos del método, la primera célula es una célula no muscular y la segunda célula es una célula no
muscular. En otros ejemplos del método, en donde la primera célula es una célula no muscular y la segunda célula
es una célula muscular.

En algunos casos del método, la segunda célula es una célula muscular aislada (p. €j., un mioblasto). En aun otras
realizaciones del método, la segunda célula es una célula muscular o es una célula que es parte de un musculo, tejido
muscular o tejido no muscular. En algunas realizaciones, el musculo, tejido muscular o tejido no muscular estan enfermos.
En otras realizaciones, el misculo, tejido muscular o tejido no muscular (p. €]., enfermo o no enfermo) es parte del sistema
circulatorio (p. €j., el corazén), el sistema respiratorio (p. gj., el diafragma), la cabeza, el cuello, el sistema gastrointestinal
(p. €j., lalengua, los musculos esofagicos o los musculos intestinales), los musculos esqueléticos o el tracto genitourinario.

La puesta en contacto de las células en el método puede ocurrir de cualquier manera adecuada tal como, pero no
se limita a, aquellas descritas en la presente descripcién. La puesta en contacto ocurra in vitro. En otras
realizaciones ilustrativas, el contacto puede ocurrir ex vivo.

Los animales incluyen, pero no se limitan a, mamiferos, primates, monos (por ejemplo, macaco, macaco Rhesus o
macaco cola de cerdo), humanos, caninos, felinos, bovinos, porcinos, aviares (por ejemplo, pollos), ratones, conejos,
y ratas. Como se usa en la presente descripcion, el término “sujeto” se refiere tanto a sujetos humanos como animales.

En ciertos ejemplos, el método inventivo para la administraciéon de un gen de interés puede ser parte de un tratamiento

de una enfermedad. En algunos ejemplos, la enfermedad puede ser una enfermedad tal como, pero no se limita a,
enfermedades donde las células subexpresan el gen de interés, no expresan el gen de interés, expresan una version
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defectuosa del gen de interés o una combinacion de los mismos. En algunos ejemplos, la enfermedad puede ser una
enfermedad relacionada no muscular tal como, pero no se limita a, enfermedades no musculares donde las células
subexpresan el gen de interés, no expresan el gen de interés, expresan una version defectuosa del gen de interés o una
combinacién de los mismos. En algunos ejemplos, la enfermedad puede ser una enfermedad relacionada muscular tal
como, pero no se limita a, enfermedades donde las células subexpresan el gen de interés, no expresan el gen de interés,
expresan una versién defectuosa del gen de interés o una combinacion de los mismos. En ciertos ejemplos, la
enfermedad tratada puede ser una miopatia, distrofia muscular, esclerosis lateral amiotrofica (ELA o también llamada
enfermedad de Lou Gehrig), enfermedad de almacenamiento de glucoégeno tipo Il (también llamada enfermedad de
Pompe), rabdomiosarcoma (RMS), sarcopenia o0 una combinacion de las mismas. En algunos ejemplos, la enfermedad
puede ser cancer. Como se usa en la presente descripcion, el término “tratar” (y sus variaciones, tales como
“tratamiento”) debe considerarse en su contexto mas amplio. En particular, el término “tratar” no implica necesariamente
que un animal se trate hasta la recuperacién total. Por consiguiente, “tratar” incluye la mejora de los sintomas, el alivio
de los sintomas o los efectos asociados con una afeccion, la disminucién de la gravedad de una afeccién o la prevencion,
la mejora preventiva de los sintomas o de cualquier otra manera la reduccién del riesgo de desarrollar una afeccion
particular. Como se usa en la presente descripcion, la referencia a “tratar” un animal incluye, pero no se limita al
tratamiento profilactico y al tratamiento terapéutico. Cualquiera de los métodos o composiciones (p. €j., composiciones
farmacéuticas) descritas en la presente descripcién puede usarse para tratar a un animal.

En aun otros ejemplos, la administracién del gen de interés puede ocurrir por cualquier via de administracién adecuada.
Las vias de administracién pueden ser, pero no se limitan a, la via oral, la via parenteral, la via cutanea, la via nasal, la
via rectal, la via vaginal, y la via ocular. En otros ejemplos, las vias de administracién pueden ser la administracion
parenteral, una administracién mucosal, la administracion intravenosa, la administracién subcutanea, la administracion
topica, la administracion intradérmica, la administracion oral, la administracion sublingual, la administracién intranasal o
la administracién intramuscular (p. ej., inyeccion intramuscular). La administracién, que no es incluida por el método
reivindicado de la invencion, puede comprender una inyeccién o una inyeccidn intramuscular. En cierto, la administracion
comprende una inyeccion que comprende la primera célula, la segunda célula o ambas (p. €j., en una composicién o en
una composicion farmacéutica). En otros ejemplos, la administracién comprende una inyeccién intramuscular que
comprende la primera célula, la segunda célula o ambas (p. ej., en una composicién o en una composicion farmacéutica).

En aun otros ejemplos, la administracién puede comprender ademas una o mas de las etapas de contacto.

La materia objeto de la presente divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos especificos pero no
limitantes. Los siguientes ejemplos pueden incluir compilaciones de datos que son representativos de datos recopilados en
varios momentos durante el curso del desarrollo y la experimentacion relacionados con la presente descripcion.

Ejemplos
Materiales y métodos
Cultivo celular

Las células C2C12, los fibroblastos 10T 1/2 y los fibroblastos NIH/3T3 se adquirieron de American Type Culture Collection
y se propagaron en DMEM (Gibco) que contenia 10 % de suero de crecimiento bovino (BGS, por sus siglas en inglés)
inactivado por calor y complementado con antibiéticos. Las células C2C12 se diferenciaron al cambiar a los medios que
contenian un 2% de suero de caballo (HS) inactivado por calor y antibioticos. Las MSC fueron un regalo de Jose
Cancelas. GONZALEZ-NIETO y col., “Connexin-43 in the osteogenic bm niche regulates its cellular composition and the
bidirectional traffic of hematopoietic stem cells and progenitors” Blood (2012) vol. 119, pag. 5144-5154.

Andlisis bioinformatico

Los datos de micromatrices del GEO DataSet GSE34907%4 se interrogaron usando el andlisis GEO2R para identificar
1826 genes que muestran un aumento mayor que 1 log de cambio multiplo en los fibroblastos que expresan MyoD.
En paralelo, un perfil transcripcional de fibroblastos 10T 1/2 transducidos con virus vacios se gener6 usando el andlisis
de ARN-seq (disefio de genoteca de extremos emparejados usando la plataforma de secuenciacion lllumina) y una
lista de todos los genes con valores RPKM por debajo de 1,5 compilados usando el software Strand NGS (ver. 2.6.
Versiéon: Ratén de mmi10 (UCSC) usando anotaciones de transcrito Ensembl). Estas dos listas de genes se
compararon después para generar un recuento final que comprende 531 genes que se regularon positivamente en los
fibroblastos que expresan MyoD y tenian una expresion detectable baja o nula en los fibroblastos 10T 1/2. Finalmente,
los 100 genes principales fueron interrogados en busca de genes que contienen dominios transmembrana y que no
se estudiaron anteriormente para determinar su funcién durante la fusién de mioblastos.

Animales
Usamos una estrategia de localizacion especifica de ARNgu dual para crear ratones Gm73257. Seleccionamos los ARNgu

segln las puntuaciones en y fuera del objetivo de la herramienta web CRISPOR. (HAEUSSLER vy col. “Evaluation of off-
target and on-target scoring algorithms and integration into the guide rna selection tool crispor” Genome Biol (2016) vol. 17,
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articulo 148 [12 paginas)].) Los ARNg seleccionados fueron 5'-GCAGCGATCGAAGCACCATC-3' (sec. con nim. de ident.:
1) y 5-GAGGCCTCTCCAGAATCCGG-3' (sec. con num. de ident.: 2) que dirigen al exén 3 de Gm7325. Los ARNgu se
sintetizaron in vitro usando el kit MEGAshortscript T7 (ThermoFisher) y se purificaron con el kit MEGAclear (ThermoFisher).
Los ARNgu (50 ng/ul de cada uno) se mezclaron con 100 ng/ul de proteina Cas9 (ThermoFisher) y se incubaron a 37 °C
durante 15 minutos para formar un complejo de ribonucleoproteinas. Después, inyectamos la mezcla en el citoplasma de
embriones en estadio unicelular del antecedente genético C57BL/6 usando una técnica de microinyeccion piezo-accionada.
(YANG et al., “Generating genetically modified mice using crispr/cas-mediated genome engineering” Nat Protoc (2014} vol.
9, pag. 1956-1968). Los embriones inyectados se transfirieron inmediatamente a la ampolla oviducal de hembras CD-1
pseudoprefiadas. Las crias nacidas vivas fueron genotipadas por PCR con cebadores que abarcaban la regién mutada
(Tabla E1). El alelo editado se confirmé ademas mediante la secuenciacion de Sanger. Se obtuvo un fundador heterocigoto
y se apare6 con ratones WT C57B16 para generar eventualmente ratones inactivados. No se determiné el género de los
embriones analizados. Los ratones Mdx*" se adquirieron de Jackson Laboratory (nim. 002378) y se usaron ratones
machos. La sobrecarga muscular del musculo plantar se logré a través de la ablacion sinérgica bilateral de los musculos
s0leo y gastrocnemio. Especificamente, los mlsculos séleo y gastrocnemio se expusieron al realizar una incisién en la cara
posterior lateral del miembro inferior. Los tendones distal y proximal del séleo y del gastrocnemio lateral y medial se cortaron
posteriormente y se extirparon cuidadosamente. Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Cincinnati Children's Hospital Medical Center's.

Tabla E1

Descripcion

Cebador directo

Cebador inverso

1. Genotipificacién para la
mutacion de Gm7325

GAAGGGAGGACTCCACA
CCC (Sce. con nlm. de ident.: 3)

CGCCTGGACTAACCGGC
TCC (See. con ntum, de ident.: 4)

2. Clonacioén del locus de
Gm7325 que contiene
isoformas cortas y largas

AGTGATGCTGAATCCAC
CGCA(Sec, con nim. de ident,: 5)

CCAATAACAACACACTG
TCCT (Sec. con nim. de 1dent.: 6)

3. Clonacién del Gm7325
- largo

ATGCCAGAAGAAAGCTG
CACTG {Sec. con niim. de

ident.: 7)

TCACTTCTGGGGGCCCA
ATCTC (Sec. con nim. de
ident.: 8)

4. Clonacion del Gm7325
- corto

ATGCCCGTTCCATTGCTIC
CCGA (Sec. con nim. de ident.: 9)

TCACTTCTGGGGGCCCA
ATCTC (See. connlim. de
ident.: 10)

5. SYBR de myomerger
corto

CAGGAGGGCAAGAAGTT
CAG (Sec. con nam. de wdent.: 11)

ATGTCTTGGUAGCTCAG
TCG (Sec. con ndm. de ident.: 12)

6. SYBR de myomerger
largo

ACCAGUTTTCATGUCAGA
AG {Sec. con num. de ident.: 13)

ATGTCTTGGGAGCTCAG
TCG (Sec. con niim. de ident.: 14)

7. SYBR de myomaker

ATCGCTACCAAGAGGCG
TT (Sec. con mim. de ident.: 15)

CACAGCACAGACAAACC
AGG (Sec. con mm. de ident.: 16)

8. SYBR de Tm6sf1

TTAGTGGTCCCTGGATGC
TC (Sec. con ndm. de ident.: 17)

GACGCACCAATGTGAGA
AAA (Sec. con niim. de ident.: 18)

9. SYBR de Tspan33

GGGGACGAGTTICTCCTTIC
G (Sec. con nam. de ident.: 19)

TGCTTCTGCGTGCTTCAT
TAG (Sec. con ntim. de ident.: 20}

10. SYBR de Tmem182

GGOTCTCTTCGGAGETTT
GG (SEQ IDNO: 21)

GOGTGGOTGATTGOTGTA
CCAG {Sec. con mim. de ident.: 22

11. SYBR de miogenina

CTACAGGCCTTGCTCAGC
TC (Sec. con ndm. de wdent.: 23)

GTGGGAGTTGCATTCAC
TG (See. con i, de ident.: 24)

12. SYBR de Ckm

ACCTCCACAGCACAGAC
AGA (See. con nim. de ident.: 25)

CAGCTTGAACTTGTTGT
GGG (Sec. con nim, de ident.: 263

13. SYBR de Myh4

GCAGGACTTGGTGGACA
AAC (Sec. con mum. de ident.: 27)

ACTTGGCCAGGTTGACA
TTG (Sec. con nim. de ident.: 28)

14. GAPDH SYBR

TGCGACTTCAACAGCAA
CTC {Sec. con nim. de ident.: 29)

GCCTCTCTTGCTCAGTGY
CC (Sec. con nam. de ident.: 30)
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Correccion del genoma mediado por CRISPR en células C2C12

Las células C2C12 de paso bajo recién colocadas se transfectaron con 4 ug de un plasmido pX458 modificado
(Addgene, nim. 48138, regalo de Yueh-Chiang Hu), que contenia un Cas9 de alta fidelidad, un esqueleto del ARNgu
optimizado y un casete IRES-GFP. Los mismos ARNg usados para generar animales inactivados se usaron para las
células C2C12. 16 pl de lipofectamina 2000 se us6 para esta transfeccion. 5 x 10° células C2C12 se transfectaron en
una placa de cultivo de 60 mm. Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células GFP* se clasificaron en
placas de 96 pocillos usando FACS. Estas células se mantuvieron en DMEM que contenia FBS al 20 % con antibiéticos
a densidades subconfluentes. Las lineas celulares se genotiparon al amplificar una region de 420 pb que rodea el sitio
de actividad de Cas9 usando los cebadores usados para genotipar los animales con Gm7325+.

Clonacioén e infeccién viral

Inicialmente clonamos una region del locus de Gm7325, que contenia toda la informacién genémica para la expresion
de myomerger corto y myomerger largo, del ADN genomico del ratén C57B16. Clonamos secuencias codificantes
largas y cortas myomerger del ADNc de células C2C12 en diferenciacion. Los cebadores de clonacién se enumeran
en la Tabla E1. EI ADN gendémico y ADNc myomerger se clonaron en el vector retroviral pBabe-X usando EcoRI. Los
plasmidos retrovirales GFP y myomaker se han descrito anteriormente. (MILLAY y col. “Myomaker is a membrane
activator of myoblast fusion and muscle formation” Nature (2013), vol. 499, pag. 301-305.) NLS-TdTomato se subclono
del pQC-NLS-TdTomato (Addgene num. 37347) en el vector retroviral pMX (Cell Biolabs). Los plasmidos que
contenian ADNc para Tmem182, Tspan33 y Tm6sf1 de la Coleccién de genes de mamiferos se adquirieron de Open
Biosystems y se subclonaron en pBabe-X. Diez microgramos de ADN plasmidico retroviral se trasnfectaronc on
FuGENE 6 (Roche) en células E de platino (Cell Biolabs), que se colocaron 24 horas antes de la transfeccién en una
placa de cultivo de 10 cm a una densidad de 3-4x106 células por placa. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, se recolectaron los medios virales, se filtraron a través de un filtro de jeringa de celulosa de 0,45 um y
se mezclaron con polibreno (Sigma) en una concentracién final de 6 pg/ml. Las células diana se colocaron en placas
de cultivo de 10 cm a una densidad de 4 x 10° células por placa 16-18 horas antes de la infeccion. Dieciocho horas
después de la infeccién, se eliminé el virus, las células se lavaron con PBS y se separaron en nuevas placas de 10 cm.

Ensayos de fusién celular

Las células se separaron 18 horas después de la infeccion retroviral y se separaron nuevamente 24-48 horas después. En
la segunda separacion, las células se sembraron para el ensayo de fusion en placas de 35 mm (3-4x105 células por placa)
o0 en laminas Ibidi de 8 pocillos (2x10* células/pocillo). La fusién se evalud 24-48 horas después de la colocacion en placas.
Para la fusion heterdloga, los cultivos de fibroblastos y mioblastos mezclados en una relacion de 1:1 (1,5x10° células para
cada uno) se indujeron para diferenciarse 24 horas después de la siembra y la fusién se evalu6 el dia 4 de la diferenciacion.

Extraccion de ARN y RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)

El ARN total se extrajo del tejido del ratén o de células cultivadas con TRIZOL (Life Technologies) seguin el protocolo
del fabricante. EI ADNc se sintetizé usando un kit de transcripcion inversa de ADNc de alta capacidad (Applied
Biosystems) con cebadores aleatorios. La expresién génica se evaludé usando un enfoque de PCR cuantitativa
estandar con la mezcla maestra para PCR Power Sybr® Green (Applied Biosystems). El analisis se realizé en el
sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems) con cebadores especificos de genes (Tabla E1).

Analisis de Western blot

Las células cultivadas se lavaron dos veces con PBS enfriada con hielo, se rasparon en un tubo cénico, se granularon,
se resuspendieron en regulador de lisis (50 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 1 mM de EDTA, SDS al 2 %) y se sonicaron durante
un total de 15 segundos (tres pulsos de 5 segundos). Los tejidos del musculo esquelético de los ratones se
homogeneizaron con un homogeneizador de bolas (TissuelLyser Il); Qiagen) en regulador de lisis (10 mM de Tris (pH
7,4), 1 mMde EDTA, 1 mM de ditiotreitol, Triton X-100 al 0,5 %, 2,1 mg/ml de NaF) que contiene cocteles de inhibidores
de proteasa y fosfatasa (5 pl/ml; Sigma-Aldrich). Tanto las células como los lisados de tejidos se centrifugaron para
granular la concentracion de proteina y material insoluble se determiné usando el ensayo de proteinas de Bradford.
Cantidades iguales de proteina (5 ug para las células y 20 ug para los tejidos) se prepararon con un regulador de carga
(1x Laemmli (Bio-Rad) con un agente reductor (5 % de p-mercaptoetanol para las células y 100 mM de DTT para los
tejidos). Las muestras se calentaron a 37 °C durante 30 minutos y se separaron en un SDS-PAGE al 20 %. Los geles se
transfirieron posteriormente a una membrana de PVDF (Millipore), se bloquearon en leche al 5 % en solucién salina
regulada con Tris/Tween-20 al 0,1 % (TBS-T) y se incubaron con un anticuerpo de ESGP antiovejas (1 mg/ul; R&D
Systems) durante la noche a 4 °C. Después, las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron con el anticuerpo
secundario antiovejas para burros Alexa-Fluor 647 (1:5,000; Invitrogen). Las bandas se visualizaron usando el sistema
de deteccion infrarroja Odyssey® (LI-COR Biosciences). GAPDH (1:5000; Millipore) se usé como un control de carga.

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 630 T3

Fraccionamiento subcelular

Las células C2C12 se recolectaron el dia 2 de la diferenciaciéon en un regulador hipoténico enfriado con hielo (10 mM de
Tris-HCI, pH 8, 2 mM de EDTA) y se lisaron usando un homogeneizador Dounce. Después, los lisados se centrifugaron
en 800 x g durante 5 minutos a 4 °C para separar los nucleos y los restos celulares. Después, ese sobrenadante se
centrifugd en 5000 x g durante 10 minutos para granular la mitocondria y el ER. El ER y las vesiculas pesadas se
granularon ademas a través de la centrifugacién en 17.000 x g durante 10 minutos. Finalmente, la membrana plasmatica,
las vesiculas ligeras y los organulos se granularon en 100.000 x g durante 20 minutos y el sobrenadante de este giro se
recolecté como fraccion citosoélica. Todos los granulos se resuspendieron en regulador de lisis (50 mM de Tris-HCI, pH
6,8, 1 MM de EDTA, SDS al 2 %) en volumenes iguales al sobrenadante. Ocho pl de cada fraccién se separd por SDS-
PAGE y se analizaron para determinar la presencia de myomerger, caveolina-3 y tubulina. El anticuerpo caveolina-3 (BD
Transduction Laboratories, num. 610421) se us6 a 1:6700 y la tubulina (Santa Cruz, nim. SC-8035) a 1:50.

Inmunocitoquimica

Las células cultivadas se enjuagaron con PBS y se fijaron en paraformaldehido (PFA)/PBS al 4 % durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Las células se permeabilizaron posteriormente y se bloquearon en Triton X-100 al
0,01 %/suero de burro al 5 %/PBS durante una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo primario diluido en el
regulador de permeabilizacién/bloqueo se incub6 durante la noche. Después, las células se lavaron con PBS y se
incubaron con anticuerpos secundarios Alexa-Fluor (1:250) durante 1 hora. Un anticuerpo personalizado myomaker
se generd a través de YenZym Antibodies LLC. Los conejos se inmunizaron con aminoacidos nim. 137-152 de
myomaker de raton (MKEKKGLYPDKSIYTQ [sec. con num. de ident.: 31]) después de la conjugacion con KLH.
Usamos productos purificados por afinidad especifica de antigenos en una concentracion de 4,3 ug/ml para la
inmunotincién. El anticuerpo de Esgp (myomerger) se usé en una concentracion de 1 pg/ml. El anticuerpo de miosina
antirraton (my32, MA5-11748, ThermoFisher Scientific} se us6 a 1:100. La solucién Hoechst 33342 (ThermoFisher
Scientific) se us6 para tefiir los nicleos. Se obtuvieron imagenes de las células usando Nikon A1R+ confocal en un
microscopio FN1 (placas de 35 mm) o Nikon A1R confocal en un microscopio invertido Eclipse T1 (laminas Ibidi).

Histologia e inmunohistoquimica

Para las criosecciones, los embriones se disecaron, se fijaron en PFA/PBS al 4 % durante la noche a 4 °C, se
lavaron en PBS, se incubaron en sacarosa/PBS al 30 % durante la noche y, después, en una mezcla 1:1 de
formulacion de temperatura de corte éptimo (O.C.T) y sacarosa al 30 % antes de incrustarlos a O.C.T. Las secciones
se cortaron en 10 um y después se permeabilizaron con Triton X-100/PBS al 0,2 %, se bloquearon con BSA al
1 %f/suero de cabra inactivado por calor al 1 %/Tween20/PBS al 0,025 % y se incubaron con el anticuerpo primario
durante la noche. El anticuerpo de miosina antirratén (my32, MA5-11748, ThermoFisher Scientific) se usé a 1:100,
mientras que la miogenina (F5D, hibridomas de desarrollo) se usé en una concentraciéon de 2,56 ug/ml. El
anticuerpo secundario Alexa-Fluor de IgG1-488 antirraton de cabra (Invitrogen) se incub6 en una dilucién de 1:250
durante 1 hora. Las laminas se montaron con VectaShield que contenia DAPI (Vector Laboratories) y se visualizaron
usando Nikon A1R confocal en el microscopio invertido Eclipse T1. Las imagenes se analizaron con Fiji.

Analisis estadistico

Para la cuantificacién de la fusién celular en las Figuras 1H y 2B, las células con 3 0 mas nucleos se consideraron células
sincitiales. El nimero de nucleos en las células sincitiales y el nimero total de nicleos se contaron manualmente. Para
cuantificar la fusién entre fibroblastos GFP+ myomakert myomerger* con fibroblastos NLS-Tom* myomakert o NLS-Tom*
myomerger* (Figura 2A), calculamos el porcentaje de células sincitiales NLS-Tom* GFP*. En la Figura 2D, el nimero de
miotubos de miosina* (estructuras de miosina con 3 0 mas nulcleos) y miotubos de miosinat* GFP* se contaron
manualmente. El indice de diferenciacion (Figura 4E) se calculd como el porcentaje de nlicleos en las células de miosinat,
y el indice de fusién (Figura 4F) como el porcentaje de células de miosina* con el nimero de nucleos indicado. Para la
Figura 4E, la fusién se expresé como el porcentaje de células de miosina* con = 3 nucleos. Los conjuntos de datos
cuantitativos se presentan como medias + SEM. Para cada cuantificacién, al menos 3 experimentos independientes se
realizaron por duplicado y 4 a 6 campos se eligieron aleatoriamente para la captura de imagenes. El andlisis histolégico
de los embriones se realizé en 3-4 embriones por genotipo por intervalo de tiempo. Se examinaron multiples niveles
histolégicos dentro de cada musculo. Los datos se analizaron usando una prueba t de Student no apareada (de dos
colas) con el software GraphPad Prism 6. Un valor de P < 0,05 se considero estadisticamente significativo.

Resultados

Identificacién y actividad fusogénica de myomerger.

Para descubrir factores de fusién potenciales, comparamos los genes inducidos por la expresion de MyoD a su nivel
de expresion en fibroblastos 10T V.. De los 100 genes regulados por MyoD principales no expresados en los
fibroblastos (datos no mostrados), eliminamos los genes que probablemente no estuvieran directamente involucrados

en la fusion (factores de transcripcion, genes sarcoméricos y metabdlicos) y nos enfocamos en los genes con dominios
transmembrana. Este analisis obtuvo los siguientes cinco genes: Tmem182, Gm7325, Cdh15, Tspan33y Tmésf1; sin
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embargo, el Cdh15 se omitié del analisis adicional porque se ha mostrado anteriormente que no es necesario para la
fusion de mioblastos o la formacion muscular. Expresamos retroviralmente cada gen en fibroblastos GFP+ myomaker*
y evaluamos la fusién. La expresion apropiada en los fibroblastos se verifico a través de un analisis de la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa cuantitativa (QRT-PCR) (Figura 1A). Observamos principalmente
las células GFP* mononucleadas en todos los cultivos, excepto cuando el Gm7325 se expres6, donde estaban
presentes células multinucleadas generalizadas (Figura 1B). Basandonos en la capacidad del Gm7325 para inducir la
fusién de fibroblastos myomaker* y en las observaciones descritas mas abajo, denominamos myomerger a la proteina.

Los multiples transcritos del Gm7325 se anotan en el genoma del raton, Universidad de California, Santa Cruz. El transcrito
mas corto contiene un solo exén y produce una proteina con 84 aminoacidos. Por el contrario, el transcrito mas largo utiliza
un exon corriente arriba con un sitio de iniciacion alternativo y da como resultado una proteina de 108 aminoacidos (Figura
1C). El ex6n codificante Gnico del transcrito corto se conserva en otros genomas de mamiferos, que incluyen los humanos,
mientras que el exon alternativo corriente arriba que lleva al transcrito mas largo no esta muy conservado (Figura 1D). Para
los transcritos tanto cortos como largos. La transduccion de fibroblastos myomakert con myomerger corto (S) o0 myomerger
largo (L} indujo la formacién de células multinucleadas, indicando que ambas proteinas son suficientes para la fusion (Figura
1E). Adicionalmente, myomerger y myomaker juntos indujeron la fusion de fibroblastos 3T3 y MSC (Figura 1F), sugiriendo
que estos dos genes podrian activar la fusién en una multitud de tipos de células.

Dado que las células multinucleadas pueden surgir de la fusién o replicacién asociada con una citocinesis incompleta,
disefiamos un sistema para validar que las células multinucleadas observadas en los fibroblastos que expresan tanto el
myomerger como el myomaker se generaron a través de la fusién. Disefiamos por ingenieria genética dos lineas celulares
de fibroblastos que expresan myomaker, con una expresando GFP y la otra expresando TdTomato de localizacion nuclear
(NLS-Tom). Los fibroblastos GFP+ myomaker* y NLS-Tom* myomaker+ se infectaron con un retrovirus myomerger o un
retrovirus vacio de control, se mezclaron y se evalué la fusion (Figura 1G). Observamos las células con multiples nucleos
que contenian tanto GFP como NLS-Tom en fibroblastos que expresaban un myomaker y un myomerger que indicaban
fusién (Figura 1G). La cuantificacion de la fusion reveld que aproximadamente 20 % de los nUcleos estaban incluidos en
los sincitios en cultivos donde los fibroblastos expresaban tanto myomaker como myomerger (Figura 1H). Estos
resultados confirman que las células sincitiales observadas se forman a través de la fusién y que la expresion del
myomaker y myomerger es suficiente para conferir fusogenicidad a los fibroblastos no fusogénicos.

También buscamos determinar la biologia celular de la fusién inducida por el myomaker y myomerger. Mezclamos
fioroblastos GFP* myomaker- myomerger* con fibroblastos NLS-Tom* que expresan myomaker o myomerger (Figura
2A). Aqui observamos la fusién de fibroblastos GFP+ myomaker* myomerger* con fibroblastos NLS-Tom* myomaker,
pero no NLS-Tom* myomerger*(Figura 2A). Detectamos 10 % de niicleos en los sincitios (Figura 2A), inferior a la fusién
observada cuando ambas células expresan myomaker y myomerger (Figura 1H) sugiriendo una mayor eficiencia
fusogénica cuando las células expresan ambas proteinas. No obstante, estos datos indican que el myomerger no parece
ser suficiente para la fusién en ausencia del myomaker. Esta naturaleza heterotipica de la fusién de fibroblastos (donde
el myomaker parece ser necesario en ambas células y el miomerger solo parece ser necesario en una célula) es
consistente con nuestro sistema de fusién heteréloga reportada anteriormente entre los mioblastos y los fibroblastos
publicado anteriormente. En ese sistema, los fibroblastos myomaker* que no expresan myomerger se fusionan con las
células musculares, que expresan tanto myomaker como myomerger. Para confirmar este concepto, utilizamos nuestro
sistema de fusién heterdloga donde los fibroblastos se infectaron con GFP y con un retrovirus vacio, myomaker o
myomerger, y después se mezclaron con mioblastos C2C12 (Figura 2C). En este ensayo, la fusién se detecta a través
de la colocalizacion de GFP (fibroblastos) con miotubos de miosina+. En comparacién con los fibroblastos GFP+ infectados
vacios, detectamos un aumento en la fusién entre las células de miosina* con fibroblastos GFP* myomaker* o fibroblastos
GFP* miomerger* (Figura 2C y Figura 2D). Sin embargo, la cuantificacién de las células GFP* de miosina* revel6 que el
myomerger no impulsé la fusion de los fibroblastos con las células musculares a los niveles observados con myomaker
(Figura 2D). Estos datos confirman que el myomaker parece ser necesario en ambas células de fusion para la fusion in
vitro, mientras que el myomerger parece ser necesario en una célula de fusion.

Myomerger es especifico de los misculos y se asocia con las membranas

Interrogamos mas a fondo el patrén de expresion del Gm7325. Realizamos qRT-PCR en multiples tejidos de ratones
posnatales (P) del dia 5 con cebadores para distinguir los dos transcritos de ratén potenciales (Figura 3A). En tejidos
neonatales, detectamos la expresion de ambos transcritos myomerger solo en el misculo esquelético (Figura 3B). A
pesar de la evidencia de dos transcritos myomerger, el analisis por inmunotransferencia de lisados del musculo
esquelético del ratébn P5 usando un anticuerpo disponible comercialmente identificé una sola banda a
aproximadamente 12 kDa. Esta banda estuvo ausente en los lisados P28 indicando que el myomerger esta regulado
negativamente después del desarrollo neonatal (Figura 3C). El mUsculo esquelético presenta una gran capacidad para
regenerarse debido a la presencia de células madre musculares, también conocidas como células satélite. Analizamos
la expresion del myomerger en ratones max*®, que es un modelo de distrofia muscular en ratén que lleva a ciclos
créonicos de degeneracion y regeneracion. (DURBEEJ y col. “Muscular dystrophies involving the dystrophin-
glycoprotein complex: An overview of current mouse models™ (2002) Curr Opin Genet Dev, vol. 12, pag. 349-361.) La
expresién de myomerger se detecté en los lisados de diafragma de los ratones max*®, pero no en los diafragmas de
control (Figura 3D). Finalmente, analizamos la expresidon de myomerger en un modelo de hipertrofia inducida por
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sobrecarga (MOV) del musculo esquelético y observamos una regulacion positiva (Figura 3E). Colectivamente, estos
datos muestran que el myomerger se expresa durante el desarrollo y se induce durante la miogénesis en adultos.

A continuacion, buscamos determinar si el myomerger se regula a medida que los mioblastos se diferencian. En las células
C2C12, ambos transcritos del Gm7325 se elevaron significativamente durante la diferenciacién (Figura 3F). Similarmente,
los niveles de proteina myomerger fueron bajos en los mioblastos de proliferacion (dia 0), pero aumentaron ftras la
diferenciacion con la expresion mantenida durante la diferenciacion de mioblastos y la fusion en miotubos (Figura 3G). La
proteina myomerger de ratén corto, pero no la forma larga, se conserva altamente entre las especies de vertebrados (Figura
3H). Después de la transduccién de células C2C12 con vacias, myomerger-S o myomerger-L, detectamos una mayor banda
superior en las células que expresaban el myomerger-S o myomerger-L que comigro con la proteina endégena de 12 kDa
en las células C2C12 infectadas vacias (figura 3l). Una banda inferior se identificé exclusivamente en los lisados de
myomerger-S sugiriendo que el procesamiento postranslacional o de ARNm complejo da como resultado la banda Unica
endégena de 12 kDa observada en las células C2C12 WT y los homogeneizados musculares. Ambas proteinas myomerger
albergan una regién hidr6foba cercana al terminal N, donde el andlisis computacional de esta regién parece indicar un
péptido sefial 0 dominio transmembrana (Figura 3J). Se descubrié que ambas variantes conferian fusogenicidad. Para
entender la localizacién subcelular, fraccionamos las células C2C12 el dia 2 de la diferenciaciéon e identificamos el
myomerger en las fracciones de membrana que contienen caveolina-3, una proteina conocida por asociarse con ambas
vesiculas tanto pesada como ligera (Figura 3K). La inmunotincion de fibroblastos que expresan el myomerger-S o
myomerger-L muestra que ambas proteinas presentan una localizacién difusa y vesicular similar (Figura 3L). Por lo tanto, el
myomerger se asocia con los compartimentos de membrana, que es consistente con su capacidad para inducir la fusion.

Papel del myomerger en la fusién de mioblastos

La capacidad del myomerger para inducir la fusion de fibroblastos myomaker, y su expresion especifica de los
musculos en el ratdén, sugiere que el myomerger puede desempefiar una funcién durante la miogénesis. Para
empezar a descifrar la funcién del myomerger en la miogénesis, evaluamos su funcion durante la diferenciacion de
mioblastos. Utilizamos la correccion del genoma CRISPR/Cas9 para alterar el myomerger en los mioblastos C2C12.
Dos ARN guia (ARNg) se disefiaron para dirigir el exé6n mas grande del Gm7325, que dio como resultado una
eliminacion de 166 pares de bases alterando, de esta manera, ambos transcritos de ratén (Figura 4A). Las células
C2C12 se transfectaron con un plasmido que contenia Cas9 con un IRES-GFP y ARNg myomerger, o se
transfectaron solo con Cas9-IRES-GFP como un control. La citometria de flujo de las células GFP+ seguida de la
genotipificacion a través del analisis de PCR revel6 la alteracién del locus myomerger (Figura 4B). El myomerger
no fue detectable en las células C2C12 inactivadas de myomerger que confirman la alteracién eficiente del locus
(Figura 4C). Las células C2C12 inactivadas de control y myomerger se analizaron por su capacidad para diferenciar
y formar miotubos. Los mioblastos WT se diferenciaron, segun lo indicado por las células de miosina*, y se
fusionaron para formar miotubos multinucleados (Figura 4D). Por el contrario, las células C2C12 inactivadas de
myomerger presentaron la capacidad para diferenciar pero carecieron de actividad fusogénica para formar miotubos
(Figura 4D). De hecho, la cuantificacion del indice de diferenciacién no revel6 ninguna diferencia en el porcentaje
de células de miosina* entre los cultivos inactivados de myomerger y WT (Figura 4E). Adicionalmente, la
cuantificacion de fusidon mostr6 que las células de miosina* inactivadas de myomerger permanecen mononucleadas
mientras que las células WT se fusionan (Figura 4F). El andlisis de qRT-PCR de los genes miogénicos Miogenina,
Myh4, Ckm y Tmem8c (myomaker) indicé ademas que los mioblastos inactivados de myomerger activan el
programa de diferenciacién (Figura 4G). Curiosamente, los transcritos miogénicos se elevaron en las células
inactivadas de myomerger sugiriendo potencialmente un mecanismo de retroalimentacion por el cual las células no
fusogénicas intentan diferenciarse mas (Figura 4G). La infeccién de las células C2C12 inactivadas de myomerger
con el myomerger-S o myomerger-L rescaté el defecto de fusién demostrando que el fenotipo en estas células se
debe especificamente a la pérdida de myomerger y no a un efecto fuera del objetivo de Cas9 (Figura 4H). El analisis
de Western blot de estos lisados muestra la reexpresion de myomerger en las células inactivadas (Figura 41). Como
un mecanismo potencial de la falta de fusién en los miocitos inactivados de myomerger, examinamos la expresion
y localizacién del myomaker. El dia 2 de la diferenciacion, las células inactivadas de myomerger presentaron una
expresion y localizaciéon normales del myomaker (Figura 5A). Ademds, no detectamos la colocalizacién
generalizada entre el myomaker y myomerger sugiriendo que el myomerger no regula directamente la distribucién
de myomaker (Figura 5B). Estos datos revelan que el myomerger se usa en la fusion de mioblastos in vitro a través
de un mecanismo que no implica la regulacién de los niveles o la localizacién de myomaker.

Papel de myomerger en la formacién muscular in vivo

Para examinar la funcion de myomerger in vivo, alteramos el exén 3 usando la misma estrategia CRISPR/Cas9 descrita
para los mioblastos C2C12. La inyeccion de Cas9 y ARNgs myomerger en blastocistos dio como resultado la letalidad
de 9 de las 10 crias Fo, sugiriendo que la alta eficiencia de Cas9 llev6 a la eliminaciéon homocigética de myomerger.
La Unica cria restante fue heterocigotica para myomerger (Figura 6A) y la secuenciacion del producto de PCR mutante
reveld la presencia de la misma mutacién como se logro en las células C2C12. El fundador heterocigético se apareé
con ratones WT durante multiples generaciones, que controlé los efectos fuera del objetivo potenciales, dado que solo
seleccionamos crias con la mutacién del Gm7325. Los ratones heterocigotos de estas camadas se cruzaron después
para generar ratones con Gm73257. No observamos ningun raton Gm73257 tras genotipificar en P7 sugiriendo que
myomerger es esencial para la vida. De hecho, los embriones Gm7325” E17.5 presentaron un musculo esquelético
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minimo tras un examen macroscopico (Figura 6B). Especificamente, los huesos de los miembros y la caja toracica
fueron perceptibles debido a la escasez de musculo circundante como se observo en los embriones WT. Los ratones
inactivados de myomerger también mostraron una apariencia encorvada con hocicos alargados, caracteristicas
distintivas de los embriones con una formacién muscular inadecuada (Figura 6B). La deteccion de myomerger por
western blot de las lenguas WT y Gm73257 mostr6 la eliminacién de la proteina myomerger en las muestras
inactivadas (Figura 6C). Las secciones de los miembros superiores E15.5 mostraron que los mioblastos inactivados
de myomerger expresan miogenina indicando que la especificacién y la diferenciacién se activaron a pesar de la
pérdida de myomerger (Figura 6D). Ademas, el andlisis histolégico de multiples grupos de musculos en E15.5 revel6
la presencia de células musculares de miosina* y estructuras sarcoméricas en ratones inactivados de myomerger,
(Figura 6E y Figura 6F). Si bien las miofibras multinucleadas estaban presentes en ratones WT, estas estructuras no
se detectaron facilmente en los ratones inactivados de myomerger indicando que la pérdida genética de myomerger
hace que los miocitos no sean fusogénicos (Figura 6E y Figura 6F). El andlisis de los miembros superiores de los
embriones myomerger y E17.5 WT confirma que los mioblastos inactivados de myomerger no pueden fusionarse
adecuadamente, aunque detectamos miocitos con dos nucleos (Figura 6G, Figura 6H y Figura 6l). Estos resultados,
junto con nuestro analisis in vitro, revelan que myomerger se usa en la formacién muscular durante el desarrollo de
los mamiferos a través de la regulacion de la fusién de mioblastos.

Discusién

En resumen, informamos el descubrimiento de un factor adicional especifico de los musculos usado en la fusién de
mioblastos y la miogénesis de desarrollo. Si bien myomaker y myomerger parecen usarse en la formacién muscular,
los embriones inactivados miomerger E17.5 presentan mas miocitos en comparacién con los embriones que
carecen de myomaker sugiriendo que estas dos proteinas de fusiéon de mioblastos pueden tener funciones distintas.
No detectamos una gran colocalizacion que indique que no hay interaccion fisica entre myomaker y myomerger o
que cualquier interaccion potencial es transitoria o esta en ubicaciones celulares discretas.

Nuestros datos de los experimentos de mezcla celular revelan que el myomaker parece ser necesario en ambas células de
fusién mientras que el myomerger solo parece ser necesario en una célula de fusion. Esto indica que, para la reconstitucion
de la fusion celular, ambas células de fusion deben ser competentes para la fusion (susceptibles a fusionarse), mientras que
solo una célula necesita volverse fusogénica para permitir la formacién sincitial. Teniendo en cuenta este concepto, nuestros
datos sugieren que el myomaker permite que la célula se vuelva competente para la fusion, mientras que el myomerger
confiere fusogénesis. Los experimentos de mezcla celular también indican que el myomerger puede requerir la actividad del
myomaker para la funcién fusogénica ya que los fibroblastos que expresan myomerger no se fusionan con los fibroblastos
que expresan tanto el myomaker como el myomerger. Sin intenciéon de limitarse a la teoria, estos datos sugieren
potencialmente que el myomerger actia corriente abajo del myomaker, donde el myomaker actlia como un iniciador de
fusion y el myomerger ejecuta las etapas finales para impulsar la formacién sincitial.

Sin intencion de limitarse a la teoria, las distintas consecuencias de la expresion del myomaker y myomerger en los
fioroblastos son consistentes con la idea de que las dos proteinas regulan diferentes aspectos de la fusion. La fusion de
membranas parece ser un proceso complejo que frecuentemente incluye la aposicion y anclaje de membranas, la mezcla
de las membranas externas (hemifusion), la formacién de poros y la expansion de poros. Los fusdgenos virales clasicos,
asi como el Eff-1, son proteinas grandes con ectodominios largos que pueden llevar a cabo todas las etapas necesarias
para la fusion. El descubrimiento del myomerger como un factor de fusién de mioblastos adicional podria indicar que en
los organismos superiores estas multiples funciones de las proteinas virales se han delegado a diferentes proteinas de
miocitos. Sin intencién de limitarse a la teoria, esta estrategia evolutiva, al menos en el caso de la fusiéon muscular, podria
proporcionar mas control regulador para verificar que las células son compatibles para la fusién.

Sin intencion de limitarse a la teoria, la asociacién de myomerger con las membranas podria indicar que funciona
para alterar la dinamica de las membranas que supera las barreras termodindmicas para la fusion. Sin intencion de
limitarse a la teoria, la activacién de myomerger de fusién a través de alteraciones del citoesqueleto seria
consistente con la induccion de la fusogenicidad, ya que las alteraciones del citoesqueleto proporcionan la tensién
necesaria para inducir la fusién de la membrana en varios sistemas.

Los titulos utilizados en la divulgaciéon no pretenden sugerir que toda la divulgacién relacionada con el titulo se
encuentre dentro de la seccién que comienza con ese titulo. La descripcion para cualquier tema se puede encontrar
a lo largo de la especificacion.

Se observa que los términos como “preferentemente”, “cominmente” y “tipicamente” no se usan en la presente
descripcion para limitar el alcance de la invencién reivindicada o para implicar que ciertas caracteristicas son
criticas, esenciales o incluso importantes para la estructura o funcién de la invencion reivindicada. Mas bien, estos
términos estan destinados simplemente a resaltar caracteristicas alternativas o adicionales que pueden o no pueden
utilizarse en una realizacion particular de la presente invencion.

Como se usa en la divulgacion, “un” o “una” significa uno o mas de uno, a menos que se especifique de cualquier

otra manera. Como se usa en las reivindicaciones, cuando se usa junto con la palabra “que comprende”, las palabras
“un” o “una” significan uno o mas de uno, a menos que se especifique de cualquier otra manera. Tal como se usa en
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la divulgacion o las reivindicaciones, “otro” significa al menos un segundo o mas, a menos que se especifique de
cualquier otra manera. Como se usa en la divulgacion, las frases “tal como”, “por ejemplo” y “por ejemplo” significan
“ por ejemplo, pero no se limitan a” en que la lista sigue al término (“tal como”, “por ejemplo” o “por ejemplo™)
proporciona algunos ejemplos, pero la lista no es necesariamente una lista completa. La palabra “que comprende”
significa que los elementos que siguen a la palabra “que comprende” pueden incluir elementos o etapas adicionales
no enumerados; es decir, “que comprende” no excluye etapas o elementos adicionales no enumerados.

A menos que se indique de cualquier otra manera, todos los nimeros que expresan cantidades de ingredientes,
propiedades tales como condiciones de reaccion, y asi sucesivamente usados en la especificacién y las
reivindicaciones deben entenderse como modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por
consiguiente, a menos que se indique de cualquier otra manera, los parametros numéricos expuestos en esta
especificacion y las reivindicaciones son aproximaciones que pueden variar en dependencia de las propiedades
deseadas que se pretenda obtener mediante la materia objeto actualmente descrita.

Como se usa en la presente, el término “aproximadamente”, cuando se refiere a un valor o a una cantidad de masa,
peso, tiempo, volumen, concentracién o porcentaje, pretende abarcar variaciones de, en algunas realizaciones, 20 %,
en algunas realizaciones 10 %, en algunas realizaciones t5 %, en algunas realizaciones 1 %, en algunas
realizaciones 0,5 % y en algunas realizaciones 0,1 % de la cantidad especificada, ya que tales variaciones son
apropiadas para realizar el método descrito.
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REIVINDICACIONES
Un método in vitro para fusionar dos 0 mas células que comprende:

- poner en contacto una primera célula con una segunda célula para formar una tercera célula;

en donde

- la primera célula es una célula modificada que comprende un acido nucleico de myomerger, un primer
polipéptido de myomerger y un primer polipéptido de myomaker; en donde la primera célula es una célula
no muscular;

- la segunda célula comprende un segundo polipéptido de myomaker y opcionalmente un segundo
polipéptido myomerger;

- la tercera célula es una célula multinucleada;

- la secuencia de acido nucleico de myomerger codifica un polipéptido que comprende el primer
polipéptido de myomerger y tiene al menos un 80 % de identidad con una o mas de la sec. con
num. de ident.: 43, sec. con nim. de ident.: 44 o sec. con num. de ident.: 45. y

- la primera secuencia de polipéptidos de myomerger y la segunda secuencia de polipéptidos de
myomerger tienen cada una al menos un 80 % de identidad con una o mas de la sec. con nim. de
ident.: 36, sec. con num. de ident.: 37 y sec. con nim. de ident.: 38.

El método in vitro de la reivindicacién 1, en donde la segunda célula comprende el segundo polipéptido de
myomerger.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la segunda célula es una célula
muscular, preferentemente un mioblasto.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la puesta en contacto ocurre ex vivo.
Un método in vitro para administrar un gen de interés que comprende:

- poner en contacto una primera célula con una segunda célula in vitro, que se fusionan para
formar una tercera célula;

en donde

- la primera célula es una célula modificada que comprende un acido nucleico de myomerger, un
primer polipéptido de myomerger, un primer polipéptido de myomaker y un gen de interés, y en
donde la primera célula es una célula no muscular;

- la segunda célula comprende un segundo polipéptido de myomaker y opcionalmente un segundo
polipéptido myomerger;

- la tercera célula es una célula multinucleada y el gen de interés se administra a la tercera célula
tras la fusién de la primera célula con la segunda célula;

- la secuencia de &cido nucleico de myomerger tiene al menos un 80 % de identidad con una o
mas de la sec. con nim. de ident.: 43, sec. con num. de ident.: 44 y sec. con num. de ident.: 45.
y

- la primera secuencia de polipéptidos de myomerger y la segunda secuencia de polipéptidos de
myomerger tienen cada una al menos un 80 % de identidad con una o mas de la sec. con nim. de
ident.: 36, sec. con num. de ident.: 37 y sec. con nim. de ident.: 38.

El método in vitro de la reivindicacién 5, en donde la segunda célula comprende el segundo polipéptido de
myomerger.

El método in vitro de la reivindicacién 5 o reivindicacion 6, en donde la segunda célula es una célula
muscular, preferentemente un mioblasto.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en donde la puesta en contacto es ex vivo.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde la segunda célula subexpresa el gen
de interés, no expresa el gen de interés o expresa una version defectuosa del gen de interés.

Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de una enfermedad, comprendiendo la composicion:

- una primera célula que es una célula modificada que comprende un acido nucleico de
myomerger, un primer polipéptido de myomerger, un primer polipéptido de myomaker y un gen de
interés, y en donde la primera célula es una célula no muscular; y

- una segunda célula que comprende un segundo polipéptido de myomaker y opcionalmente que
comprende un segundo polipéptido de myomerger,

en donde
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- la secuencia de &cido nucleico de myomerger tiene al menos un 80 % de identidad con una o
mas de la sec. con nim. de ident.: 43, sec. con num. de ident.: 44 y sec. con num. de ident.: 45,
y

- la primera secuencia de polipéptidos de myomerger y la segunda secuencia de polipéptidos de
myomerger tienen cada una al menos un 80 % de identidad con una o mas de la sec. con nim. de
ident.: 36, sec. con num. de ident.: 37 y sec. con num. de ident.: 38.

La composicion farmacéutica para uso de la reivindicacién 10, en donde la enfermedad es una enfermedad del
corazon, el diafragma, la cabeza, el cuello, la lengua, los mulsculos esofagicos, los musculos intestinales, los
musculos esqueléticos, o el tracto genitourinario; o se selecciona de: miopatia, distrofia muscular, esclerosis lateral
amiotréfica, enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo |l, rabdomiosarcoma, sarcopenia, y cancer.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 5-9, o la composicion farmacéutica para uso de las
reivindicaciones 10 u 11, en donde el gen de interés se codifica para un polipéptido terapéutico, una
proteina terapéutica o un oligopéptido terapéutico.

El método in vitro de cualquiera de las reivindicaciones 5-9, o la composicién farmacéutica para uso de las

reivindicaciones 10 u 11, en donde el primer polipéptido de myomerger y el segundo polipéptido de myomerger
inducen cada uno la fusogenicidad y/o confieren actividad fusogénica a células normalmente no fusogénicas.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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