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DESCRIPCION
Terapias de aumento génico de la degeneracion retiniana causada por mutaciones en el gen PRPF31
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a los métodos y composiciones para la terapia génica de la retinitis pigmentosa
relacionada con mutaciones en el factor de procesamiento 31 del pre-ARNm (PRPF31).

Antecedentes

Las mutaciones en el factor de procesamiento 31 del pre-ARNm (PRPF31) provocan retinitis pigmentosa (RP) no
sindromica en humanos, una distrofia hereditaria de retina (IRD). Actualmente no esta claro qué mecanismos, o qué
tejidos, se ven afectados en presencia de mutaciones en estas proteinas expresadas de forma ubicua.

Resumen

La invencion se define en las reivindicaciones. En el presente documento se describen los métodos y composiciones
para la terapia génica de la retinitis pigmentosa relacionada con mutaciones en el factor de procesamiento 31 del pre-
ARNm (PRPF31).

Asi, se proporcionan en el presente documento vectores y composiciones para el uso en el tratamiento de la retinitis
pigmentosa provocada por mutaciones en el PRPF31 en un sujeto humano, o para aumentar la expresion de PRPF31
en el ojo de un sujeto humano. Los métodos, que forman parte de la presente divulgacién, incluyen la administracion
en el ojo del sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de un vector viral adeno-asociado, por ejemplo, un
vector de virus adeno-asociado de tipo 2 (AAV2), que comprende una secuencia que codifica el PRPF31 humano,
operativamente enlazado a un promotor que dirige la expresion en células del epitelio pigmentario de la retina (RPE).

El promotor puede ser especifico de RPE o puede ser un promotor general que dirige también la expresion en otros
tipos celulares, por ejemplo, CASI o CAG. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor de RPE65 o VMD2.

En algunas realizaciones, la secuencia de PRPF31 esta optimizada por codones, por ejemplo, para la expresion en
células humanas donde el sujeto es un humano. En algunas realizaciones, la secuencia de PRPF31 es o comprende,
o codifica la misma proteina que, nts 1319-2818 de la SEQ ID NO:34.

En algunos aspectos de la divulgacion, el vector se administra mediante inyeccién subretiniana.

En algunos aspectos de la divulgacion, el vector comprende, o comprende una secuencia que codifica, un polipéptido
de capside de AAV descrito en el documento WO 2015054653.

En el presente documento también se proporcionan vectores virales adeno-asociados, por ejemplo, vectores de virus
adeno-asociados de tipo 2 (AAV2) que comprenden una secuencia que codifica PRPF31 humano, operativamente
enlazado a un promotor que dirige la expresiéon en células del epitelio pigmentario de la retina (RPE). El promotor
puede ser especifico de RPE o puede ser un promotor general que dirige también la expresion en otros tipos celulares,
por ejemplo, CASI o CAG. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor de RPE65 o VMD2. En algunas
realizaciones, la secuencia de PRPF31 estd optimizada por codones, por ejemplo, para la expresién en células
humanas. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden el vector, preferentemente
formuladas para la administracién via inyeccién subretiniana.

También se prevé aqui el uso de acidos nucleicos, los vectores y las composiciones farmacéuticas descritas en el
presente documento. Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado que el que comunmente comprende un experto en la técnica a la cual
pertenece la presente invencion. Se describen los métodos y materiales para el uso en la presente invencion; también
pueden utilizarse otros métodos y materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales, métodos y ejemplos
son Unicamente ilustrativos y no pretenden ser restrictivos. En caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion,
incluyendo las definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las
figuras, asi como a partir de las reivindicaciones.

Descripcion de las figuras
Figuras 1A-F. Inhibicion de fagocitosis en ratones mutantes de Prpf. Se establecieron cultivos primarios de epitelio
pigmentario de la retina (RPE) de ratones mutantes de Prpf de 9-10 dias de edad y controles de sus camadas, después

se expusieron con segmentos externos de fotorreceptores porcinos marcados con FITC y nicleos marcados con DAPI
(azul). (A) Representacion cualitativa de células de RPE primarias (tincion de DAPI azul de nucleos) de tipo salvaje
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(WT) o ratones mutantes (MUT) de Prpf3T494M/T494M, Prpf8H2309P/H2309P, Prpf31+/-. Se observé una diferencia
en la captacion de POS entre los mutantes y los controles. (B) El analisis cuantitativo de la ratio fagocitica demuestra
una disminucion significativa en la fagocitosis en los ratones mutantes (MUT) en comparacion con la camada de tipo
salvaje (WT) para las 3 cepas de raton mutante tal como se indica (* P < 0.05, N = 3-5). (B) Se compararon las
relaciones de unién e internalizacion de POS entre ratones de Prpf31+/- (MUT) comparados con controles de tipo
salvaje (WT) mostrando una disminucién significativa en la union (Bind.), pero ningun cambio significativo en la
internalizacion (Intern.) de POS en ratones mutantes (* P <0.05, N = 2-5). (D) Una linea estable de atenuacion mediada
por ARNsh de PRPF31 en células ARPE-19. También se observé una diferencia en la captacién de POS entre las
células ARPE-19 transfectadas con ARNsh de control y las células ARPE-19 transfectadas con ARNsh de anti-
PRPF31. (E) El ensayo de viabilidad celular para determinar el efecto de la atenuacién de PRPF31 en células ARPE-
19 muestra que no hay diferencias significativas en el crecimiento o viabilidad celular después de la atenuacion de
ARNsh de PRPF31 con respecto al control no focalizado (P > 0,05, N = 6). (F) La atenuacion mediada por ARNsh de
PRPF31 en la linea celular ARPE-19 humana también inhibe la fagocitosis significativamente tal como se muestra por
el numero disminuido de POS por célula en comparacién con construcciones no focalizadas (NTC) (* P < 0,05, N = 3).
Las barras de error representan la desviacion estandar de la media.

Figuras 2A-C. La ritmicidad diurna de la fagocitosis en ratones mutantes de Prpf se ve alterada. Se sometié a ensayo
la fagocitosis in vivo a las 2 horas antes de la aparicion de luz (-2), a la aparicion de luz (0) y 2, 4 y 6 (+2, +4, +6) horas
después de la aparicion de luz. (A, B) Se muestran imagenes representativas a las +2 (pico fagocitico) y +8 (fuera del
pico fagocitico) horas después de la aparicion de luz tal como se indica. RPE: epitelio pigmentario de la retina, OS:
segmentos externos de fotorreceptores, Ch: coroide. (A) Se realiz6 la deteccidén de fagosomas tempranos en ratones
mutantes de Prpf3 y Prpf8 utilizando microscopia de electrones y recuento de fagosomas que se encontraban 1) en el
citoplasma del RPE y 2) contenidos en la estructura lamelar visible (puntas de flecha negras) Barra de escala de 2
mm. (B) Se determind el ritmo diurno de los ratones Prpf31+/- utilizando tincion inmunofluorescente por rodopsina (Ig-
AlexaFluor488) y la deteccion de fagosomas (puntas de flecha blancas) localizados en la capa celular del RPE (nucleos
con tinciéon DAPI) por la totalidad de 100 mm de retina intacta. Barra de escala de 20 mm. (C) La cuantificacion de
fagosomas por todos los puntos de tiempo demuestra la significativa alteracién uniforme del estallido fagocitico en
todos los ratones mutantes de Prpf (* P < 0,05, N = 2 para mutantes de Prpf3 y Prpf8 y N = 3-5 para ratones mutantes
de Prpf31). Las barras de error representan la desviacion estandar de la media.

Figuras 3A-B. Alteraciones en adhesion retiniana en ratones mutantes de Prpf en el punto de tiempo pico. Se determind
la resistencia adhesiva entre microvellosidades apicales de RPE y POS cuantificando la cantidad de pigmentos o
proteinas de RPE que se adhieren a la retina neural, con respecto al control de WT. (A) La cuantificacion de melanina
demuestra que disminuye la adhesién en los tres ratones mutantes en el punto de tiempo pico 3,5 horas después de
la aparicion de luz y en ratones Prpf8H2309P/H2309P en el punto de tiempo fuera del pico (* P <0,05, N = 3-7). (B)
Las mediciones cuantitativas de proteinas RPE65 en inmunotransferencias confirman los hallazgos de melanina en
los tres ratones mutantes en el punto de tiempo pico, sin embargo, solo se observa una tendencia de disminucién en
la adhesion en los puntos fuera del pico en ratones mutantes de Prpf8 (* P <0,05, N = 4-7). Las barras de error
representan la desviacion estandar de la media.

Figuras 4A-C. La localizacién y expresion de algunos marcadores de adhesion y fagocitosis se ven alterados en
ratones mutantes de Prpf3 y Prpf8 Imagenes representativas de la expresion y localizacién de (A) subunidades de
receptores de las integrinas av y 5 y ligando Mfg-E8 asociado, (B) proteina de sefializacion intracelular FAK y (C)
receptores merTK y ligandos de Gas6 y Proteina S asociados en criosecciones retinianas de control de tipo salvaje
(WT) asi como mutantes de Prpf3 y Prpf8 tal como se indica. Las imagenes de las secciones sometidas a ensayo con
IgG (IgG) no inmunoldgica se incluyen para cada antigeno. RPE: epitelio pigmentario de la retina, OS: segmentos
externos de fotorreceptores, ONL: capa nuclear externa. Se observé la localizacion de integrina 35 en el lado basal
del RPE tanto ratones mutantes de Prpf3 como de Prpf8. Ademas, no se localizé correctamente FAK en ratones
mutantes de Prpf8 en el lado basal del RPE. Cada proteina de interés se tifié con Ig-AlexaFluor488 y los nucleos se
tineron con DAPI. Barra de escala de 40 mm.

Figuras 5A-C. La localizaciéon y expresion de algunos marcadores de adhesion y fagocitosis se ven alterados en
ratones mutantes de Prpf31. Imagenes representativas de la expresidon y localizaciéon de (A) subunidades de
receptores de las integrinas av y 35 y ligando Mfg-E8 asociado, (B) proteina de sefializacién intracelular FAK y (C)
receptores merTK y ligandos de Gas6 y Proteina S asociados o IgG (IgG) no inmunolégica en secciones de parafina
retiniana de control de tipo salvaje (WT) asi como de mutante de Prpf31 como se indica. RPE: epitelio pigmentario de
la retina, OS: segmentos externos de fotorreceptores, ONL: capa nuclear externa. El cambio mas notable en ratones
mutantes de Prpf31 es la incorrecta localizacién de integrina 5 en el lado basal del RPE, mientras que la localizacion
de MerTK también se ve alterada. Cada proteina de interés se tifi6 con IgG-AlexaFluor488 y los nucleos se tifieron
con DAPI. Barra de escala de 20 mm.

Figura 6. Secuencia de lineas celulares hiPSC de PRPF31*- y ARPE-19 generadas por edicion gendmica. El modelo
génico para PRPF31 se muestra anteriormente, con detalle de secuencia en los exones 6-7 para las tres lineas
celulares de ejemplo que se muestran a continuacion. La linea celular hiPSC desactivada tiene una supresion de 4pb
heterocigotica (las bases suprimidas se muestran con superlineas en la secuencia normal), lo cual da como resultado
el desplazamiento del marco de lectura (aminoacidos subrayados) Las lineas celulares ARPE-19 desactivadas
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representadas tienen una supresion de 4pb o una sola inserciéon de base lo cual también da como resultado
desplazamientos del marco y alelos nulos.

Figura 7. Captacion de POS relativa después del tratamiento con AAV.CASI.PRPF31. Se transdujeron células ARPE-
19 de PRPF 31 con genoma editado (GE31) con AAV.CASI.PRPF31 en MOI de 0, 10.000 y 15.000 durante 3 dias.
Posteriormente, se incubaron las células con FITC-POS durante 1 hora y se sometieron a recuento las células positivas
de FITC mediante citometria de flujo. *P<0,05.

Descripcion detallada

La invencion se define en las reivindicaciones. Las mutaciones en genes que codifican factores de ayuste de ARN son
la secunda causa mas comun de la forma dominante del trastorno de ceguera de la retinitis pigmentosa (RP) y, de
este modo, son una causa importante de pérdida de visiéon (Hartong et al., Lancet. 2006;368:1795-809; Daiger et al.,
Archives Ophthalmology. 2007;125:151-8; Sullivan et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science.
2013;54:6255-61. PMCID: 3778873). Los factores de ayuste afectados, factor de procesamiento de pre-ARNm (PRPF)
3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31 y SNRNP200 son componentes altamente conservados del ayustosoma, el
complejo que escinde intrones de transcripciones de ARN nacientes para generar ARNm maduros (McKie et al.,
Human Molecular Genetics. 2001;10:1555-62; Vithana et al., Molecular Cell. 2001;8:375-81; Chakarova et al., Human
Molecular Genetics. 2002;11:87-92; Keen et al., European Journal Human Genetics. 2002;10:245-9; Nilsen, Bioessays.
2003;25:1147-9; Sullivan et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2006;47:4579-88; Zhao et al., American
Journal Human Genetics. 2009;85:617-27; Tanackovic et al., American Journal Human Genetics. 2011;88:643-9; Chen
et al., Human Molecular Genetics. 2014;23:2926-39.). Las mutaciones en el gen de PRPF31 son la causa mas comun
de factor de ayuste de ARN de RP, y se estima en 2.400 a 8.500 individuos afectados en los EE.UU. y de 55.000 a
193.000 personas en todo el mundo (Daiger et al., Archives Ophthalmology. 2007;125:151-8; Sullivan et al.,
Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2013;54:6255-61. PMCID: 3778873). Puesto que el ayuste de ARN se
requiere en todas las células, no queda claro cémo las mutaciones en estas proteinas ubicuas llevan a la enfermedad
especifica de la retina.

Para comprender el mecanismo(s) mediante el cual cuales las mutaciones en los factores de ayuste de ARN provocan
degeneracion retiniana, se estudiaron los fenotipos de ratones mutantes de Prpf3, Prpf8 y Prpf31 Se identificaron
defectos auténomos de células en la funcion celular del epitelio pigmentario de la retina (RPE) en ratones focalizados
en genes; sin embargo, las diferencias génicas y fenotipicas en la enfermedad entre los modelos de ratén y la afeccion
humana hace que las conclusiones extraidas en ratones dificulten potencialmente traducirlo a los humanos.

Hay pruebas de que las mutaciones en el PRPF31 causan la enfermedad por medio de haploinsuficiencia y, por tanto,
que esta forma de RP dominante es susceptible de tratamiento con terapia de aumento génico. Muchas de las
mutaciones identificadas en PRPF31 son o bien grandes supresiones cromosémicas o son mutaciones sin sentido y
desplazamiento del marco de lectura que llevan a codones de terminacion prematuros que experimentan la
desintegracion de ARNm mediado por sin sentido y dan como resultado alelos nulos (Vithana et al., Molecular Cell.
2001;8:375-81; Sullivan et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2006;47:4579-88.; Wang et al., American
Journal Medical Genetics A. 2003;121A:235-9; Xia et al., Molecular Vision. 2004;10:361-5; Sato et al., American
Journal Ophthalmology. 2005;140:537-40; Abu-Safieh et al., MolVis. 2006;12:384-8; Rivolta et al., Human Mutation.
2006;27:644-53; Waseem et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2007;48:1330-4; Rio Frio et al., Human
Mutation. 2009;30:1340-7. PMCID: 2753193; Rose et al., Investigative Ophthalmology & Visual Science.
2011;52:6597-603; Saini et al., Experimental Eye Research. 2012;104:82-8). De este modo, se piensa que la
degeneracion retiniana asociada a PRPF31 esta provocada por haploinsuficiencia. Acorde con esta hipétesis, el nivel
de expresion de PRPF31 del alelo de tipo salvaje se corresponde con la gravedad de la enfermedad en pacientes con
mutaciones en el PRPF31 (Rio et al., Journal Clinical Investigation. 2008;118:1519-31; Vithana et al., Investigative
Ophthalmology & Visual Science. 2003;44:4204-9; McGee et al., American Journal Human Genetics. 1997;61:1059-
66). Se ha informado de dos mecanismos para contribuir a la regulacién de la expresion del alelo de PRPF31 de tipo
salvaje. Primero, CNOT3 regula la expresion de PRPF31 via represion transcripcional; en portadores asintomaticos
de mutaciones de PRPF31, CNOT3 se expresa a bajos niveles, permitiendo producir cantidades mayores de
transcripciones de PRPF31 de tipo salvaje y evitando la manifestacion de degeneracion retiniana (Venturini et al.,
PLoS genetics. 2012;8:€1003040. PMCID: 3493449; Rose et al., Annals Human Genetics. 2013). En segundo lugar,
MSR1 se ha identificado como un elemento regulador de cis en sentido ascendente del PRPF31. De este modo, la
variacion genética ha demostrado que el aumento de la expresion genética de PRPF31 puede reducir o eliminar la
pérdida de visién en este trastorno.

Tal como se describe aqui, los presentes inventores han identificado las células de RPE como las células primarias
afectadas en el factor de ayuste de ARN de RP; esto genera una oportunidad para avanzar en el desarrollo de la
terapia de aumento génico para enfermedades causadas por mutaciones en el PRPF31 (ver Ejemplo 1). Para
conseguir este objetivo, aqui se describen vectores de AAV para expresar PRPF31 humano, que pueden utilizarse
para mejorar el fenotipo en sujetos humanos.

La secuencia de PRPF31 humano, también conocida como ribonucleoproteina pequefia nuclear U4/U6 de Prp31, esta
disponible en el GenBank con los N.° de acceso NM_015629.3 (acido nucleico) y NP_056444.3 (Proteina). Los sujetos
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que tienen RP asociada con mutaciones en el PRPF31 pueden ser identificados mediante métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo, por secuenciacion del gen de PRPF31 (NG_009759.1, Rango: 5001 a 21361) o NC_000019.10
Referencia GRCh38.p2 Conjunto Primario, Rango 54115376 a 54131719). Se ha identificado una gran cantidad de
mutaciones en individuos afectados; ver, por ejemplo, Villanueva et al. Invest Ophthalmol Vis Sci, 2014; Dong et al.
Mol Vis, 2013; Lu F, et al. PLoS One, 2013; Utz et al. Ophthalmic Genet, 2013; and Xu F, et al. Mol Vis, 2012; Saini et
al., Exp Eye Res. 2012 Nov;104:82-8; Rose et al., Invest Ophthalmol Vis Sci. 2011 Aug 22;52(9):6597-603; Audo et
al., BMC Med Genet. 2010 Oct 12;11:145; and Tanackovic and Rivolta, Ophthalmic Genet. 2009 Jun;30(2):76-83.

De este modo, en el presente documento se describen vectores de expresion dirigidos para la transfeccion y expresion
in vivo de un polinucleétido que codifica un polipéptido de PPF31 tal como se describe aqui, en células de RPE, por
ejemplo, primariamente o solo en células de RPE. Las construcciones de expresiones de tales componentes pueden
administrarse en cualquier vehiculo efectivo, por ejemplo, cualquier formulacién o composicion capaz de suministrar
eficazmente el gen del componente en células in vivo. Entre los enfoques se incluye la insercién del gen en vectores
virales, incluyendo retrovirus recombinantes, adenovirus, virus adeno-asociados, lentivirus y virus del herpes simple 1,
alfavirus, virus, vacuna o plasmidos bacterianos recombinantes o eucariotas; los vectores virales preferentes son el
virus adeno-asociado de tipo 2 (AAV2). Los vectores virales transfectan células directamente; se puede administrar
ADN de plasmido desnudo o con la ayuda de, por ejemplo, liposomas catiénicos (lipofectamina) o derivatizado (por
ejemplo, anticuerpo conjugado), dendrimeros catidnicos, vectores inorganicos (por ejemplo, magnetofeccion de 6xido
de hierro), lipidoides, péptidos penetrantes celulares, polimeros de ciclodextrina (CDP), conjugados de polilisina,
gramacidina S, envolturas virales artificiales u otros de tales como vehiculos intracelulares, asi como inyeccion directa
de la construccion genética o precipitacion con CaPO4 realizada in vivo.

Un enfoque ejemplar para la introduccion in vivo de acido nucleico en una célula es mediante el uso de un vector viral
que contiene acido nucleico, por ejemplo, un ADNc. La infeccién de células con un vector viral tiene la ventaja de que
una gran proporcion de las células focalizadas puede recibir el acido nucleico. Ademas, las moléculas codificadas
dentro del vector viral, por ejemplo, por ADNc contenido en el vector viral, se expresan eficientemente en células que
han recogido acido nucleico del vector viral.

Los vectores virales pueden utilizarse como un sistema de suministro génico recombinante para la transferencia de
genes exadgenos in vivo, particularmente en seres humanos. Estos vectores proporcionan un suministro eficiente de
genes en las células y, en algunos casos, los acidos nucleicos transfectados se integran de forma estable en el ADN
cromosomico del huésped. Los protocolos para producir virus recombinantes y para infectar células in vitro o in vivo
con tales virus pueden encontrarse en Ausubel, et al., eds., Gene Therapy Protocols Volume 1: Production and In Vivo
Applications of Gene Transfer Vectors, Humana Press, (2008), pags. 1-32 y otros manuales de laboratorio estandar.

Un sistema de vector viral preferente util para el suministro de acidos nucleicos es el virus adeno-asociado (AAV). El
virus adeno-asociado es un virus defectivo de origen natural que requiere otro virus, como un adenovirus o un virus
del herpes, como virus asistente para su eficaz replicacion y un ciclo de vida productivo. (Para una revision, véase
Muzyczka et al.,, Curr. Topics in Micro and Immunol. 158:97-129 (1992)). Los vectores de AAV transducen
eficientemente diversos tipos de células y pueden producir la expresion a largo plazo de transgenes in vivo. Aunque
los genomas de vector de AAV pueden persistir dentro de células como episomas, se ha observado la integracion del
vector (por ejemplo, Deyle and Russell, Curr Opin Mol Ther. agosto de 2009; 11(4): 442-447; Asokan et al., Mol Ther.
abril de 2012; 20(4): 699-708; Flotte et al., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356 (1992); Samulski et al., J. Virol.
63:3822-3828 (1989); and McLaughlin et al., J. Virol. 62:1963-1973 (1989)). Los vectores de AAV, en particular, AAV2,
se han utilizado ampliamente para el aumento o sustitucion génica y han demostrado eficacia terapéutica en una serie
de modelos animales, asi como en la clinica; ver por ej., Mingozzi and High, Nature Reviews Genetics 12, 341-355
(2011); Deyle and Russell, Curr Opin Mol Ther. agosto de 2009; 11(4): 442-447; Asokan et al., Mol Ther. abril de 2012;
20(4): 699-708. Los vectores de AAV que contienen unos escasos 300 pares base de AAV pueden empaquetarse y
pueden producir la expresion de proteinas recombinantes. El espacio para ADN exdégeno se ve limitado a
aproximadamente 4,5 kb. Por ejemplo, un vector de AAV1, 2, 4, 5, o0 8 puede utilizarse para introducir ADN en células
de PE (como las descritas en Maguire et al. (2008). Safety and efficacy of gene transfer for Leber's congenital
amaurosis. N Engl J Med 358: 2240-2248. Maguire et al. (2009). Age-dependent effects of RPE65 gene therapy for
Leber’s congenital amaurosis: a phase 1 dose-escalation trial. Lancet 374: 1597-1605; Bainbridge et al. (2008). Effect
of gene therapy on visual function in Leber’s congenital amaurosis. N Engl J Med 358: 2231-2239; Hauswirth et al.
(2008). Treatment of leber congenital amaurosis due to RPE65 mutations by ocular subretinal injection of adeno-
associated virus gene vector: short-term results of a phase | trial. Hum Gene Ther 19: 979-990; Cideciyan et al. (2008).
Human gene therapy for RPEG5 isomerase deficiency activates the retinoid cycle of vision but with slow rod kinetics.
Proc Natl Acad Sci USA 105: 15112-15117. Cideciyan et al. (2009). Vision 1 year after gene therapy for Leber’'s
congenital amaurosis. N Engl J Med 361: 725-727; Simonelli et al. (2010). Gene therapy for Leber's congenital
amaurosis is safe and effective through 1.5 years after vector administration. Mol Ther 18: 643-650; Acland, et al.
(2005). Long-term restoration of rod and cone vision by single dose rAAV-mediated gene transfer to the retina in a
canine model of childhood blindness. Mol Ther 12: 1072-1082; Le Meur et al. (2007). Restoration of vision in RPE65-
deficient Briard dogs using an AAV serotype 4 vector that specifically targets the retinal pigmented epithelium. Gene
Ther 14: 292-303; Stieger et al. (2008). Subretinal delivery of recombinant AAV serotype 8 vector in dogs results in
gene transfer to neurons in the brain. Mol Ther 16: 916-923; and Vandenberghe et al. (2011). Dosage thresholds for
AAV2 and AAV8 photoreceptor gene therapy in monkey. Sci Transl Med 3: 88ra54). En algunas realizaciones, el vector
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de AAV puede incluir (o incluye una secuencia que codifica) un polipéptido de capside de AAV descrito en el
documento WO 2015054653; por ejemplo, una particula de virus que comprende un polipéptido de capside de AAV
que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15
y 17 del documento WO 2015054653 y una secuencia que codifica PRPF31 como en el presente documento. En
algunas realizaciones, el polipéptido de capside de AAV es como se muestra en la Tabla 1 del documento WO
2015054653, reproducida aqui:

Nodo Polipéptido (SEQ ID NO) Acido nucleico (SEQ ID NO)
Anc80 1 2
Anc81 3 4
Anc82 5 6
Anc83 7 8
Anc84 9 10

En algunas realizaciones, el polipéptido de capside de AAV es un polipéptido de Anc80, por €j., un polipéptido ejemplar
que se muestra en la SEQ ID NO: 19 (Anc80L27); SEQ ID NO: 20 (Anc80L59); SEQ ID NO: 21 (Anc80L60); SEQ ID
NO: 22 (Anc80L62); SEQ ID NO: 23 (Anc80L65); SEQ ID NO: 24 (Anc80L33); SEQ ID NO: 25 (Anc80L36) y SEQ ID
NO:26 (Anc80L44).

Se ha introducido una variedad de acidos nucleicos en distintos tipos de células utilizando vectores de AAV (ver por
ejemplo, las referencias citadas anteriormente y las citadas en Asokan et al., Molecular Therapy (2012); 20 4, 699-708;
y Hermonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470 (1984); Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081 (1985);
Wondisford et al., Mol. Endocrinol. 2:32-39 (1988); Tratschin et al., J. Virol. 51:611-619 (1984); y Flotte et al., J. Biol.
Chem. 268:3781-3790 (1993).

También se pueden utilizar retrovirus. El desarrollo de lineas celulares especializadas (denominadas "células
empaquetadoras") que producen solo retrovirus sin capacidad de replicacion ha aumentado la utilidad de retrovirus
para la terapia génica y se caracterizan retrovirus defectivos para el uso en la trasferencia genética para fines de
terapia génica (para una revision, ver Katz et al., Human Gene Therapy 24:914 (2013)). Un retrovirus sin capacidad
de replicaciéon puede empaquetarse en viriones, que pueden utilizarse para infectar células diana a través del uso de
un virus asistente por técnicas estandar. Ejemplos de retrovirus adecuados incluyen pLJ, pZIP, pWE y pEM que son
conocidos para los expertos en la técnica. Ejemplos de lineas de virus empaquetadores adecuadas para preparar
tanto sistemas retrovirales ecotropicos como anfotrépicos incluyen wCrip, WwCre, w2 y WAm. Se han utilizado retrovirus
para introducir una variedad de genes en muchos tipos de células distintos, incluyendo células epiteliales, in vitro y/o
in vivo (ver por ejemplo, Eglitis, et al. (1985) Science 230:1395-1398; Danos and Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:6460-6464; Wilson et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al. (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:6141-6145; Huber et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al. (1991) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et al. (1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem et al. (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7640-7644; Kay et al. (1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al. (1993) J. Immunol. 150:4104-4115; Patente americana N.° 4,868,116;
Patente americana N.° 4,980,286; Solicitud PCT WO 89/07136; Solicitud PCT WO 89/02468; Solicitud PCT WO
89/05345; y Solicitud PCT WO 92/07573).

Otro sistema de suministro génico viral util en los presentes métodos utiliza vectores derivados de adenovirus. El
genoma de un adenovirus puede manipularse, de modo que codifica y expresa un producto fénico de interés, pero
esta inactivado en términos de su capacidad de replicacion en un ciclo de vida viral litico normal. Ver por ejemplo,
Berkner et al., BioTechniques 6:616 (1988); Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); y Rosenfeld et al., Cell
68:143-155 (1992). Los expertos en la técnica conocen bien los vectores adenovirales adecuados derivados de la
cepa de adenovirus Ad tipo 5 dI324 o de otras cepas de adenovirus (por ej., Ad2, Ad3, Ad7 etc.). Los adenovirus
recombinantes pueden ser ventajosos en determinadas circunstancias, ya que no son capaces de infectar células no
divisorias y pueden utilizarse para infectar una amplia variedad de tipos de células, incluidas las células epiteliales
(Rosenfeld et al., (1992) antes citado). Ademas, la particula del virus es relativamente estable y susceptible de
purificaciéon y concentracion y, como antes, puede modificarse para afectar el espectro de infectividad. Adicionalmente,
ADN adenoviral introducido (y ADN extrafio contenido en el mismo) no esta integrado en el genoma de una célula
huésped, sino que se mantiene episomal evitando, de este modo, potenciales problemas que se pueden producir
como resultado de mutagénesis por insercion in situ, en situaciones en las que el ADN introducido llega a integrarse
en el genoma huésped (por ej., ADN retroviral). AUn mas, la capacidad de transporte del genoma adenoviral para el
ADN extrafio es grande (hasta 8 kilobases) con respecto a otros vectores suministro génico (Berkner et al.,
anteriormente citado; Haj-Ahmand and Graham, J. Virol. 57:267 (1986).

En algunos aspectos de la divulgacién, un gen que codifica PRPF31 esta atrapado en liposomas que portan cargas
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positivas sobre su superficie (por ej., lipofectinas), que pueden marcarse con anticuerpos contra antigenos de
superficie celular del tejido diana (Mizuno et al., No Shinkei Geka 20:547-551 (1992); publicacién PCT W091/06309;
solicitud de patente japonesa 1047381; y publicacion de patente europea EP-A-43075).

En contextos clinicos, los sistemas de suministro génico para el gen terapéutico se pueden introducir en un sujeto
mediante cualquiera de un numero de métodos, cada uno de los cuales resulta familiar en la técnica. Aunque se
pueden utilizar otros métodos, en algunos aspectos de la divulgacion, la ruta de eleccidon de suministro de los vectores
de terapia génica en la retina es via inyeccidén subretiniana. Esto proporciona acceso al RPE y a las células
fotorreceptoras de la retina. Distintos serotipos de AAV han demostrado transducir estas poblaciones celulares
eficazmente tras la inyeccion subretiniana en estudios con animales (Vandenberghe et al., PLoS One. 2013;8:€53463.
PMCID: 3559681; Vandenberghe and Auricchio, Gene Therapy. 2012;19:162-8; Vandenberghe et al., Science
translational medicine. 2011;3:88ra54; Dinculescu et al., HumGene Ther. 2005;16:649-63; Boye et al., Mol Ther.
2013;21:509-19; Alexander and Hauswirth, Adv Exp Med Biol. 2008;613:121-8). El enfoque de inyeccion subretiniana
se esta utilizando en los ensayos clinicos en curso de terapia de aumento fénico para la degeneracion retiniana
provocada por mutaciones en los genes RPE65 y CHM de enfermedad genética (Maguire et al., New England Journal
of Medicine. 2008;358:2240-8; Bainbridge et al., New England Journal of Medicine. 2008;358:2231-9; Cideciyan et al.,
Proceedings National Academy Sciences USA. 2008;105:15112-7; Maguire et al., Lancet. 2009;374:1597-605;
Jacobson et al., Archives Ophthalmology. 2012;130:9-24; Bennett et al.,, Science translational medicine.
2012;4:120ra15; MacLaren et al., Lancet. 2014;383:1129-37). Se pueden realizar inyecciones subretinianas utilizando
un enfoque quirurgico estandar (por €j., como se describe en Maguire et al., 2008 anteriormente citado; Bainbridge et
al., 2008 antes citado; Cideciyan et al., 2008 supra; MacLaren et al., 2014 antes citado).

La preparaciéon farmacéutica de la construccion de terapia génica puede consistir esencialmente en el sistema de
suministro fénico (vector viral y cualquier agente asociado como virus asistentes, proteinas, lipidos y otros) en un
diluyente aceptable, o puede comprender una matriz de liberaciéon lenta en la cual esta incrustado el vehiculo de
suministro génico. De modo alternativo, cuando el sistema de suministro génico completo puede producirse de forma
intacta a partir de células recombinantes, por ejemplo, vectores retrovirales, la preparaciéon farmacéutica puede
comprender una o mas células, que producen el sistema de suministro génico.

Ejemplos

La invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion descrita
en las reivindicaciones.

Ejemplo 1. Mutaciones en factores de procesamiento 3, 8 y 31 de Pre-ARNm provocan disfuncién del epitelio
pigmentario de la retina

Introduccién

El ayustosoma es una macromolécula de ribonucleoproteina dinamica y ubicua requerida para eliminar intrones de un
ARN naciente'. Las mutaciones que provocan retinitis pigmentosa (RP) dominante autosémica han sido identificadas
en 6 genes que codifican proteinas (PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31 y SNRNP200), que se encuentran en
el U4/U6.U5 tri-snRNP2. Ademas, las mutaciones en estos genes son la segunda causa mas comun de RP dominante®
5. Definida por una pérdida de vision progresiva y de tardia aparicion, la RP es la forma mas comun de degeneracién
retiniana heredada, afectando aproximadamente a 1:3500 individuos en el mundo®. Es genéticamente heterogénea y
muestra los tres modos de herencia Mendeliana’. Los tejidos afectados incluyen la retina neural, epitelio pigmentario
retiniano (RPE) y coroide*. Puesto que los componentes del ayustosoma se expresan de forma ubicua en cada tipo
de célula, no esta claro por qué las mutaciones en estos factores de ayuste provocan solo RP no sindromica. Ademas,
el tipo(s) de célula especifica en la retina afectada por esta mutaciéon aun no se ha identificado.

Hemos notificado previamente la caracterizacion de modelos de ratén del factor de ayuste de ARN de RP debido a
mutaciones en los genes PRPF3, PRPF8 y PRPF31, incluyendo ratones desactivados de Prpf3, Prpf8 y Prpf31, asi
como ratones de desactivacion de Prpf3-T494M y Prpf8-H2309P8 °. En base a los resultados de los estudios de estos
modelos de raton y datos de estudios con seres humanos, se cree que las mutaciones en PRPF3 y PRPF8 provocan
la enfermedad dominante mediante mecanismos de ganancia de funciéon o de dominante negativo, mientras que las
mutaciones en PRPF31 provocan enfermedad via haploinsuficiencia®'". Los cambios morfoldgicos en el RPE de
envejecimiento, pero no la retina neural, de los ratones de desactivacion de Prpf3-T494M y Prpf8-H2309P y ratones
de Prpf31*- fueron de particular interés, en los que observamos la pérdida de despliegues basales, la formacion de
depésitos basales por debajo del RPE y vacuolizacion en el citoplasma. Estos cambios degenerativos del RPE se
observaron en ratones de Prpf3T494M*  prpfgH2309Pi* v prpf31+- heterocigoticos y fueron mas pronunciados en ratones
de desactivacion de Prpf3T494M/T494M v prpfgH2309PH2309P homocigoticos®.

El RPE es vital para el bienestar general de la retina'. La eliminacion diaria de extremidades de los segmentos
externos de los fotorreceptores (POS) utilizados es un proceso altamente coordinado y la fagocitosis de POS
desprendidos se produce sobre una base ritmica'®. Algunos receptores implicados en la fagocitosis de POS también
participan en la adhesion retiniana general y su ritmo fisiologico'. La fagocitosis y adhesion retiniana pico se producen
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aproximadamente 2 y 3,5 horas después de la aparicidon de luz, respectivamente, y se encuentran a sus niveles
minimos aproximadamente 10 horas después' ' 4. E| RPE es un macrofago profesional en el que la union e
internalizacion de un sustrato estd coordinada por receptores en la célula y ligandos del RPE en la matriz
interfotorreceptora que une la célula del RPE y fosfatidilserinas en la superficie de los POS, respectivamente'®. Algunos
receptores son comunes entre la fagocitosis y la adhesion, aunque utilizan distintos ligandos'® 41517 Una pérdida de
regulacion de cualquiera de estos componentes importantes de la fagocitosis lleva a la pérdida de visién en la
enfermedad humana, asi como en modelos de roedores'3: 18-20,

Aqui damos a conocer resultados de estudios de fagocitosis y adhesiéon de RPE de los modelos de raton de
Prpf3T494M/T49aM - prpfgH2309P/H2309P v prpf31+- Especificamente, hemos medido la fagocitosis en cultivos de RPE
primarios a partir de ratones de 2 semanas de edad. Los resultados muestran una deficiencia en fagocitosis, lo cual
también demostramos en la linea de células RPE humana, ARPE-19, después de la desactivacién mediada por ARNsh
de PRPF31. Ademas, se detectd in vivo una pérdida de la ritmicidad diurna de fagocitosis y adhesién. De forma
interesante, se modifica la localizacién de los factores clave conocidos por estar implicados en la fagocitosis por células
de RPE.

Concluimos que el RPE es probablemente el sitio primario de patogénesis en el factor de ayuste de ARN en RP.
Materiales y métodos
Animales

Se ha realizado una investigacion en animales segun los protocolos aprobados por los Comités Institucionales del
Cuidado y Uso de Animales en la Eye and Ear Infirmary de Massachusetts y el Comité Etico de Experimentacion
Animal de Charles Darwin de la Université Pierre et Marie Curie-Paris. Se empled un niumero igual de ratones macho
y hembra en cada uno de los siguientes experimentos.

Cultivo de células de RPE primario

Se aislaron células de RPE de animales de 9-10 dias de edad tal como se describe'. En resumen, se procesaron
copas oculares con 2 mg/ml de hialuronidasa (Sigma) y la retina neural se desprendi6 de la copa ocular. Se desprendid
el RPE de la membrana de Bruch tras su procesamiento con 1 mg/ml de tripsina (Invitrogen) y se cultivd sobre
cubreobjetos de cristal de 5 mm. Las células se cultivaron en confluencia durante 5-10 en DMEM con un 10 de FBS a
37 °C, CO2 al 5%.

Cultivo celular de macroéfagos peritoneales primarios

Se aislaron macréfagos peritoneales residentes tal como se ha descrito anteriormente?!. Los ratones sometidos a
eutanasia se fijaron sobre una tabla de diseccion y se humecto el pelaje utilizando etanol al 70% en una campana de
flujo horizontal. Se separo la piel delicadamente de la pared peritoneal utilizando forceps vy tijeras. Se inyectaron 5 mi
de PBS estéril en la cavidad abdominal y se masajed el vientre o se agité cuidadosamente el cuerpo entero durante
20-30 segundos. Se recogié PBS lentamente de la cavidad y se agruparon muestras de 2 a 3 animales distintos. Se
centrifugaron las células durante 10 min a 300 g y se resuspendieron en 1 ml de RPMI con FBS al 10%. Se cultivaron
las células en placas de 96 pocillos a 100.000-200.000 células por pocillo y se dejaron adherir durante 2 horas. Se
agitaron las placas y se enjuagaron los pocillos una vez utilizando PBS estéril. Las células se mantuvieron en el medio
durante 2-3 dias a 37 °C, CO2 al 5%.

Generacion de lineas celulares ARPE-19 y J774.1 de desactivacion de ARNsh-PRPF31 y ensayo de viabilidad celular

Se disefiaron tres ARNsh a PRPF31 humano o Prpf31 de ratén y se clonaron en el vector pCAG-mir30 que contenia
un gen de resistencia a la puromicina. Las secuencias para estos tres ARNsh son las siguientes: ARNsh1 humano -
5-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAGCAGATGAGCTCTTAGCTGATTAGTGAAGCCACAGATGTAATCAGCTAAGAGCTC

ATCTGCCTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:27), ARNsh2 humano - 5’-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAACCCAACCTGTCCATCATTATTAGTGAAGCCACAGATGTAATAATGATGGACAGGT
TGGGTGTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:28) y ARNsh 3 humano - 5'-
TGCTGTTGACAGTGAGCGAGCTGAGTTCCTCAAGGTCAAGTAGTGAAGCCACAGATGTACTTGACCTTGAGGAA
CTCAGCCTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:29); ARNsh1 de raton - 5-
TGCTGTTGACAGTGAGCGCTCAGTCAAGAGCATTGCCAAGTAGTGAAGCCACAGATGTACTTGGCAATGCTCTT
GACTGAATGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:30), ARNsh2 de ratéon - 5’-
TGCTGTTGACAGTGAGCGACCTGTCTGGCTTCTCTTCTACTAGTGAAGCCACAGATGTAGTAGAAGAGAAGCCA
GACAGGGTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:31) y ARNsh3 de ratéon - 5'-

TGCTGTTGACAGTGAGCGAGCCGAGTTCCTCAAGGTCAAGTAGTGAAGCCACAGATGTACTTGACCTTGAGGAA
CTCGGCCTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:32). También clonamos un ARNsh en proteina de fluorescencia
verde en este vector como un control no dirigido (5-
TGCTGTTGACAGTGAGCGCTCTCCGAACGTGTATCACGTTTAGTGAAGCCACAGATGTAAACGTGATACACGTTC
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GGAGATTGCCTACTGCCTCGGA-3’ (SEQ ID NO:33)). Los vectores que contenian ARNsh se linealizaron con Pstl y
se transfectaron en cultivos ARPE-19 (linea celular de RPE humana, ATCC) o J774A.1 (linea celular de macrofagos
de raton, ATCC) utilizando el kit V de electroporacion Amaxa (Amaxa). Las células transfectadas se transfirieron a
placas de 6 pocillos y 2 ml de medio de cultivo (1:1 DMEM:F-12 con FBS al 10%). Las células transfectadas se
cultivaron durante la noche a 37 °C, CO2 al 5%. Se seleccionaron las lineas celulares estables con la adicién de 1
(ARPE-19) a 1,25 (J774A.1) mg/ml de puromicina (Sigma) 24 horas después de la transfeccion. El medio y la
puromicina se refrescaron cada 2 dias durante 10 dias. Tras la seleccidn, las cuatro lineas de desactivacion de ARPE-
19 y las cuatro de J774A.1 se cultivaron hasta confluencia. Para determinar la eficacia de desactivacion, se
transfectaron temporalmente lineas estables con PRPF31 marcado con V5 en células ARPE-19 o con Prpf31lmarcado
con V5 clonado en un vector Gateway Destination (Invitrogen). Se realizé una transferencia western y se cuantifico
PRPF31 marcado con V5 utilizando un sistema de imagenes infrarrojas Odyssey (Li-Cor). Se realizaron ensayos de
viabilidad celular utilizando el ensayo de viabilidad celular luminiscente Cell Titer-Glo (Promega) segun las
recomendaciones del fabricante. En resumen, se cultivaron células ARPE-19 a una densidad de 1.000 células/pocillo
de una placa de cultivo celular de 96 pocillos (Corning, Cat. n.° 3904). Las células se cultivaron durante 3 dias en
DMEM con un 10% de FBS a 37 °C, CO2 al 5%. Después de este periodo, se midi6 la viabilidad celular mediante
luminiscencia y se determind la significacion estadistica utilizando la prueba t de Student.

Ensayos de fagocitosis in vitro

Se aislaron segmentos externos de fotorreceptores de ojos porcinos obtenidos frescos del matadero y se marcaron
de forma covalente con tinte FITC (Invitrogen) para ensayos de fagocitosis in vitro tal como se ha descrito
anteriormente’®. Se expusieron células de RPE cultivadas confluentes con ~10 de FITC-POS por célula durante 1,5
horas. Se retiraron exhaustivamente POS no especificamente unidos con tres lavados en PBS con 1 mM de MgClz y
0,2 mM de CaClz. Para medir los POS internalizados, algunos pocillos se incubaron con azul de tripano durante 10
min para inactivar la fluorescencia de POS marcados con FITC unidos a la superficie tal como se ha descrito
anteriormente?®. Se fijaron las células con metanol enfriado en hielo y se contratifieron los nicleos con Hoechst 33258
(Invitrogen) o DAPI (Euromedex). Se sometieron a formacion de imagenes las células utilizando un microscopio
fluorescente de Nikon Ti2 o Leica DM6000 a 20X. Para los cultivos primarios de RPE, se calcularon las relaciones
FITC/DAPI sobre todos los campos de imagenes, correspondiéndose con el niumero de POS por célula. Se sometieron
a recuento los FITC-POS sobre una base celular de 100 células y se determiné el promedio de los tres pocillos para
ARPE-19. Para macrofagos peritoneales, se cuantificaron los FITC-POS y los nucleos marcados con DAPI mediante
lectura de placas de fluorescencia (Infinite M1000, Magellan 6 software, Tecan). Se calcularon los ratios de union
restando los resultados obtenidos en los pocillos de internalizacién (tratados con azul de tripano) de los pocillos de
fagocitosis (no tratados) totales. Esto se realizé para tres a seis ensayos independientes y se determiné la significacion
utilizando la prueba t de Student (P < 0,05).

Antes de la fagocitosis, se opsonizaron cultivos confluentes de las lineas de J774A.1 de desactivacion estable
utilizando reactivo de opsonizacién de bioparticulas de zymosan A (Life Technologies) segun el protocolo del fabricante.
Tras la opsonizacion, se aplicé 1 mg de bioparticulas de zymosan A reconstituidas en el medio de cultivo a cada pocillo
de cultivo de una placa de 96 pocillos. Los cultivos se incubaron a 37 °C, CO:2 al 5% durante 1 hora. La fijaciéon y
determinacion de los niveles de fagocitosis se realizé tal como se ha descrito anteriormente.

Ensayos de ritmo diurno in vivo

Los ratones fueron sometidos a eutanasia 2 horas antes de la aparicion de luz (-2), a la aparicion de luz (0),y 2,4y 8
horas (+2, +4, +8) después de la aparicién de luz, y se procesaron para la microscopia de electrones o la inclusién de
parafina tal como se ha descrito antes' 5. Para la microscopia de electrones se adquirieron todos los reactivos de
Electron Microscopy Sciences. Los ratones se perfundieron con glutaraldehido al 2% + paraformaldehido al 2%, y las
copas oculares se transfirieron a un tampoén de perfusion con la adiciéon de 0,2 M de tampon de cacodilato de sodio.
Se tifieron secciones ultrafinas de sesenta a ochenta nandémetros con citrato de plomo/acetato de uranilo y se
sometieron a recuento de fagosomas tempranos de 200 nm fuera del nervio 6ptico. Un fagosoma temprano se recuenta
si cumple los siguientes criterios: 1) esta contenido dentro del citoplasma del RPE y 2) tiene una estructura lamelar
visible. Para la microscopia de luz, se fijaron las copas oculares en formaldehido/etanol/acido acético y se sometieron
a inclusion en parafina utilizando el sustituto de disolvente Ottix Plus (DiaPath). Se cortaron secciones de cinco
micrometros y se retird la parafina utilizando el sustituto de disolvente SafeSolv. Las secciones se rehidrataron e
incubaron en H202 al 5 % en SSC de 1X durante 10 minutos bajo iluminacion para blanquear los pigmentos. Después
de bloquear sefales no especificas utilizando BSA al 10% en TBS de 1X, las secciones se tifieron con un anticuerpo
de anti-rodopsina (Millipore) y AlexaFluor 488 de anti-lgG de raton (Invitrogen). Se tifieron los nucleos con DAPIE y
los portaobjetos se montaron con Mowiol (preparado segun los procedimientos estandar). Se adquirieron pilas de
imagenes sobre un microscopio confocal invertido Olympus FV1000 con un objetivo de aceite 60x, un zoom de 4
tiempos y escaneos de 0,41-mm de ancho de paso y se procesaron utilizando el software Adobe Photoshop CS6. Las
zonas de al menos 100 mm de retina/RPE ininterrumpidos se sometieron a recuento sobre pilas de 10 escaneos. En
cada serie de experimento, los recuentos de fagosomas se normalizaron a la longitud de la retina y se ponderaron. La
significacion se determind utilizando la prueba t de Student (P < 0,05) y N = 2-5 para todos los experimentos.

Ensayos de adhesion retiniana in vivo
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Se realizaron ensayos de adhesion retiniana in vivo tal como se ha descrito’. Brevemente, se retiro el cristalino y la
cornea de las copas oculares inmediatamente post mortem en tampon salino Hanks con calcio y magnesio. Se realizé
un corte radial al nervio optico y se desprendi6 la retina neural cuidadosamente de la copa ocular aplanada. Se
sometieron a lisis las muestras de retina neural en 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 2 mM de EDTA, 150 mM de NaCl, 1%
de Triton X-100, 0,1% de SDS y 1% de Nonidet P-40, con la adicién de un céctel de inhibidores de la proteasa (Sigma)
y 1 mM de PMSF. Se cuantificaron las proteinas de sobrenadantes aclarados utilizando el ensayo de Bradford y se
sometieron a inmunotransferencia concentraciones iguales para RPE65 (Abcam o Millipore) y beta-actina (Abcam o
Sigma). Se extrajeron pigmentos de melanina del sedimento de retina neural insoluble con DMSO al 20%, 2N de
NaOH. Se cuantificaron las muestras y estandares de melanina comercial (Sigma) midiendo la absorbancia a 490 nM.
Se normalizé la abundancia pigmentaria a la concentracion de proteinas en cada muestra para contabilizar distintas
producciones de tejido. Se cuantificaron las bandas de inmunotransferencias utilizando el programa Image J v1.46r
utilizando una muestra comun en todos los blots como referencia, después se ponderaron las sefiales. La significacion
se determind utilizando la prueba t de Student (P < 0,05) y N = 3-6 para todos los experimentos.

Microscopia de inmunofluorescencia

Para las criosecciones, se fijaron las copas oculares en formaldehido al 2% y se incubaron en sacarosa al 30% durante
la noche a 4 °C. Se incrustaron las copas oculares en O.C.T. Se corté el compuesto (Sakura) y secciones de 10-uym.
Las secciones se incubaron individualmente en anticuerpos primarios frente a av integrina (BD Biosciences), 5
integrina (Santa Cruz Biotechnology), MerTK (FabGennix), Mfg-E8 y Gas6 (R&D Systems), FAK clon 2A7 (Millipore) y
Proteina S (Sigma) seguido por IgG-AlexaFluor 488 (Invitrogen). Se tifieron nucleos con DAPI, y se montaron con
Fluoromount (Electron Microscopy Sciences). Se tomaron las imagenes con un microscopio de fluorescencia invertido
Nikon Eclipse Ti utilizando un objetivo de aceite de inmersion 60x. Se procesaron las imagenes con el software NIS-
Elements AR (Nikon).

Para las secciones de parafina, se sacrificaron animales en el momento del pico fagocitico y se fijaron los ojos en
fijador Davidson durante tres horas a 4 °C, a continuacion, se retiré el cristalino y la cérnea. Se sometieron a inclusién
en parafina las copas oculares y se cortaron secciones de 5-mm. Se trataron las secciones como se describe en la
seccion Ensayos del ritmo diurno in vivo y se incubaron individualmente con anticuerpos primarios frente a av integrina
(Covance), B5 integrina (Santa Cruz Biotechnology), Mfg-E8, MerTK y Gas6 (R&D Systems), clon FAK 2A7 (Millipore)
y Proteina S (Novus Biologicals), seguido por incubacion secundaria con IgG-AlexaFluor 488 (Invitrogen). Se tifieron
los nucleos con DAPIE y los portaobjetos se montaron con Mowiol. Se tomaron imagenes con un microscopio de
Epifluorescencia Leica DM6000 B utilizando un objetivo de inmersion de aceite 40x. Se procesaron las imagenes con
los programas ImageJ v1.46r y Photoshop CS6

Resultados
La fagocitosis de RPE se vio reducida en ratones mutantes de Prpf

En nuestra caracterizacion original de los ratones mutantes de Prpf, la microscopia de electrones identificé cambios
morfologicos en el RPE de mutantes de 1 a 2 afios de edad®. Aqui, nos propusimos determinar si los cambios
funcionales preceden los cambios morfolégicos observados. Puesto que el RPE mantiene su actividad fagocitica en
cultivo, establecimos cultivos de RPE primario independientes de ratones de Prpf3 T494MT494M - pppfgH2309P/H2300P
Prpf31+/- de 9-10 dias de edad, asi como sus correspondientes controles de camada. Una vez los resultados fueron
confluentes, utilizamos POS porcinos marcados con FITC y medimos la fagocitosis después de una incubacién de 1,5
horas. La Figura 1A (paneles 1-3) muestra imagenes representativas de cultivos primarios que ilustran la
union/captacion de POS de las células de RPE de los ratones mutantes de Prpf y sus controles de camada, y que
demuestra la deficiencia cualitativa en fagocitosis por los ratones mutantes. En los tres modelos mutantes, se observé
una disminucion del 37-48% de fagocitosis (N = 3-5, P < 0,05) (Figura 1B). Para justificar la unién no especifica de
POS a los portaobjetos, realizamos un control negativo, en el cual el ensayo de fagocitosis se realizé6 sobre
cubreobjetos que no contenian células. No observamos ninguna adhesion no especifica de los POS a los cubreobjetos
(no se muestran los datos).

Investigamos si una etapa especifica de la fagocitosis entre la unién e internalizacion se ve preferentemente alterada
en cultivos primarios de RPE de Prpf31*-. Después de realizar una exposicion fagocitica de 1,5 horas, tratamos las
células para inactivar la fluorescencia de superficie (POS enlazados) para cuantificar Unicamente los POS
internalizados. La unidon de POS se vio significativamente reducida por 53+11% en células mutantes (N = 2-5, P <
0,05), mientras que no hubo diferencia significativa en las tasas de internalizaciéon de POS entre cultivos de tipo salvaje
y de RPE mutante (Figura 1C).

Actualmente, existen 64 mutaciones patogénicas conocidas en PRPF31, de las cuales muchas resultan en un
desplazamiento de marco de lectura y se degradan a través de la via de desintegracion mediada por antisentido? '°
.22 ARPE-19 es una linea celular de RPE humanos espontaneamente inmortalizados que es susceptible de
transfeccion y retiene la capacidad de fagocitarse?3. Para analizar si las mutaciones en los factores de ayuste también
afectan la fagocitosis en un modelo de RPE humano, creamos tres lineas celulares de ARPE-19 estables con
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desactivacion mediada por ARNsh de PRPF31 utilizando 3 ARNsh distintos dirigidos contra las regiones 5', 3' y media
de la transcripcion (Figura 1D). También generamos una cuarta linea celular con un ARNsh dirigido contra la proteina
fluorescente verde para utilizarla como control. En cada una de las tres lineas celulares estables de ARNsh de PRPF31
logramos aproximadamente un 60-95% de desactivacion de PRPF31 (datos no mostrados). Los ensayos de viabilidad
celular de la desactivacion de ARNsh y células ARPE-19 de control no dirigidas mostraron que no se produjo una
disminucion significante en asociacion con la desactivacion de PRPF31 (Figura 1E). La fagocitosis disminuyd
aproximadamente un 40% en cada linea sometida a ensayo, en comparacion con la linea de ARNsh de control no
dirigida (Figura IF). Como con el ensayo de fagocitosis realizado sobre RPE primario, también realizamos un ensayo
negativo y no se observé ninguna adhesion no especifica de los POS a los cubreobjetos (datos no mostrados).

Para determinar si el trastorno de la maquinaria fagocitica es un mecanismo especifico de RPE, o puede observarse
en otras células fagociticas, desactivamos Prpf31 en la linea celular de macréfagos de ratén, J774A.1. Similar a los
estudios de desactivacién en la linea celular de ARPE-19, se dirigieron tres ARNsh distintos al extremo 5’, 3’ y medio
de la transcripcion. Utilizamos el mismo ARNsh de control que los estudios anteriores. En cada una de las lineas
celulares de Prpf3l estables, logramos aproximadamente un 45-70% de desactivacion de Prpf31 (Figura 1A
complementaria). No observamos ninguna deficiencia de fagocitosis en ninguna de las lineas sometidas a ensayo
(Figura 1B complementaria). Para asegurar que no observamos ninguna adhesiéon de POS no especifica, realizamos
un ensayo de control negativo como para la serie de experimentos anteriores (datos no mostrados). Se repitieron
experimentos idénticos en macréfagos peritoneales primarios de raton aislados de ratones de Prpf31*-. De forma
interesante, ninguna etapa de fagocitosis, es decir, unién o internalizacioén, ni la fagocitosis total se vio afectada en
mutante de Prpf31 en comparacion con macréfagos de tipo salvaje (Figura 1C complementaria).

La ritmicidad diurna de la fagocitosis se vio alterada.

La fagocitosis de POS desprendidos por el RPE le sigue un fuerte pico de ritmo diurno sincronizado a las 2 horas
después de la aparicion de luz y se mantiene relativamente inactivo durante el resto del dia'. Medimos la fagocitosis
in vivo en 5 puntos de tiempo por todo el ciclo de luz utilizando o bien microscopia de electrones Figura 2A, mutantes
de Prpf3 y Prpf8) o bien inmunofluorescencia (Figura 2B, mutante de Prpf31), ambas técnicas reconocidas para
evaluar el ritmo fagocitico de RPE'® 3. Para ratones de control y mutantes de Prpf3 y Prpf8 sometimos a recuento
fagosomas tempranos que contenian estructuras lamelares en micrografias de electrones (Figura 2A, puntas de flecha,
las inserciones muestran estructuras lamelares). Se determind la ritmicidad de la fagocitosis en ratones de Prpf31*-
utilizando inclusion de parafina y tinciéon de rodopsina, y sometimos a recuento los fagosomas presentes en la capa
celular de RPE (Figura 2B, puntas de flecha). Observamos un estallido de fagocitosis a las 2 horas después de la
aparicion de luz en todos los ratones de control, identificando 22-26 fagosomas por 100 mm de seccion retiniana
(Figura 2C, punto de tiempo +2). En contraste, los ratones mutantes solo mostraron 10-14 fagosomas en el mismo
punto de tiempo pico. Durante el resto del ciclo luz:oscuridad, los niveles de fagocitosis se mantienen relativamente
bajos en los ratones de control ("horas fuera del pico", 2-12 fagosomas/100 mm de retina), y estos niveles aumentan
generalmente en ratones mutantes 6-14 fagosomas/100 mm de retina). Estos resultados muestran una disminucion
en la intensidad pico fagocitica en los tres tipos de ratones mutantes, con una extension del tiempo del pico que dura
mas en mutantes de Prpf3 y Prpf8 y empieza antes en mutantes de Prpf31. Ademas, los mutantes de Prpf8 tiene
significativamente mas fagosomas en el punto de tiempo fuera del pico (+ 8 h), con respecto a los controles de WT.

Se observa adhesion retiniana reducida en el punto de tiempo pico

La adhesién entre las microvellosidades apicales del RPE y las puntas distales de los POS es conocida por seguir un
ritmo sincronizado con la resistencia maxima que se produce 3,5 horas después de la aparicion de luz, ligeramente
después del pico fagocitico'* '°. Se puede determinar la adhesion desprendiendo la retina de una copa ocular aplanada
inmediatamente después de la eutanasia cuantificando, a continuacion, tanto el contenido de melanina de RPE como
los marcadores de proteina de RPE apicales, como RPE65, transferidos a la retina. Utilizando este método, evaluamos
la adhesion en ratones mutantes de Prpf y controles de camada a las 3,5 y 8,5 horas después de la aparicion de luz
(adhesion pico y adhesion fuera de pico, respectivamente). Se cuantificéd la adhesion de RPE utilizando en primer lugar
un procedimiento’™ de cuantificacion de melanina estandar, después transferencia western para la presencia de
RPEG65 para confirmar los resultados de melanina. Observamos una disminucién del 56+16% (N = 6, p<0,05, la
variacion es igual a la desviacion estandar) del contenido de melanina en el Prpf3 T494M/T494M g g tiempo pico y ningun
cambio significativo en la adhesién en el punto de tiempo fuera de pico (Figura 3A). El analisis de transferencia western
confirmé esta observacion con una disminucion de 30+2% en la adhesion pico (Figura 3B). La cuantificacion de
melanina en ratones de Prpf8H2309PH2309P mastrg que la adhesién se redujo significativamente en 61+28% en el punto
de tiempo pico y 51+16% en el punto de tiempo fuera de pico (N = 6, P < 0,05 para ambos puntos de tiempo) (Figura
3A). El analisis de la transferencia western confirmé una disminucion significativa del 36+11% solo en el punto de
tiempo pico (Figura 3B). En los ratones de Prpf31+/-, la disminucién se observé en el punto de tiempo pico (Figura 3A)
y se confirmé mediante analisis de inmunotransferencia (N = 3-7, P < 0,05 para ambos paneles) (Figura 3B, 14+1%).

Localizacion de fagocitosis y marcadores de adhesion

Las células de RPE estan altamente polarizadas y su funcién depende de su polaridad?*. La localizacion especifica de
muchas proteinas expresadas en el RPE resulta importante y las irregularidades en la localizaciéon pueden provocar
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distrofias retinianas tales como RP o enfermedad de Best? 26, Dado el trastorno del ritmo diurno de tanto la fagocitosis
como la adhesién en los tres modelos de ratdon mutantes de Prpf, nos propusimos caracterizar la localizacion de las
proteinas que son conocidas por ser importantes para estos procesos. Se sometid a ensayo la localizacion de
proteinas sobre criosecciones de ratones mutantes de Prpf3 y Prpf8 (Figura 4) y sobre secciones de parafina para
ratones mutantes de Prpf31 (Figura 5).

Tal como se ha mostrado anteriormente, los principales receptores fagociticos (av5 integrina y MerTK) se localizan
en la superficie?” apical del RPE mientras que sus ligandos pueden expresarse por todos los POS y RPE?8, De forma
interesante, los ligandos extracelulares expresados en la matriz interfotorreceptora pueden sintetizarse tanto por RPE
como por células fotorreceptoras.

Se ha demostrado que la avB5-integrina con su ligando asociado Mfg-E8 (glébulo graso de la leche-EGF8) son
importantes para la fagocitosis y son los responsables de la ritmicidad diurna de esta funcion '3 5. Ademas, la av5-
integrina participa en la adhesion de la retina y su ritmo, aunque con un ligando distinto de Mfg-E8'4 15 7. Las
subunidades de la av integrina se asocian en complejos con varias unidades de [ integrina en células de RPE", por
lo tanto, es mas relevante analizar la expresién de subunidades de B5 integrina. Asi, analizados las subunidades de
av y B5 del receptor de la avB5 integrina por separado. En tejidos de tipo salvaje, cada integrina se localizé
primariamente en el lado apical del RPE, con alguna expresion a través de las células de RPE. En los tres tejidos
mutantes de Prpf, no se observé ninglin cambio en la localizacién de av-integrina (Figuras 4A, 5A). En contraste, la
5 integrina se localizd principalmente en el lado basal del RPE en los tejidos mutantes de Prpf3 y Prpf31, mientras
que mostrd expresion igualmente por todas las células de RPE mutantes de Prpf8. No observamos ningun cambio en
la localizacion de Mfg-E8 en el RPE ni en los POS, pero parece que se expresa mas tanto en mutantes de Prpf8 como
de 31.

La proteina de sefializacion en direccion descendente FAK (quinasa de adhesion focal) proporciona un enlace de
activacion secuencial entre los receptores de av5 integrina y MerTK tanto in vitro como in vivo?® 30 13, L a FAK se
encuentra por todo el RPE y no se observo ningun cambio en este patrén en los ratones mutantes de Prpf3 o Prpf31
(Figura 4B, 5B). Sin embargo, los ratones mutantes de Prpf8, mostraron una localizacién de FAK en el lado basal del
RPE.

La fagocitosis esta dirigida por la activacion a tiempo del MerTK mediante fosforilacion en el momento del pico de
actividad'® 3'-32, Gas6 y Proteina S son ligandos de MerTK que pueden estimular la captacion de segmentos externos
desprendidos in vitro33. Ambos ligandos son necesarios para la internalizacion de POS ya que los animales de doble
desactivacion recapitulan la rapida degeneracion retiniana que se produce en ratas en cuyos receptores MerTK estan
ausentes®. La expresion de MerTK en tejidos de tipo salvaje se localiza en ambas membranas apicales y basales del
RPE, mientras que el MerTK se localiza unicamente en el lado apical de las células de RPE mutantes de Prpf31
(Figuras 4C, 5C). El primer ligando de MerTK, Gas 6 se localiza en los POS y la capa apical del RPE en tejidos de tipo
salvaje. Se observa una disminucion de la expresion en los POS de ratones mutantes de Prpf3, con expresién difusa
observada por todo el RPE. Los ratones mutantes de Prpf8 mantienen la expresion de Gas6 en los POS, pero parece
perder localizacion apical en el RPE, también mostrando una expresion difusa por todo el RPE. No se pueden observar
cambios de localizacion en ratones mutantes de Prpf31. La expresion del segundo ligando de MerTK, Proteina S se
localiza especificamente en los POS en ratones de tipo salvaje y mutantes de Prpf (Figuras 4C, 5C).

Debate

Aqui, damos a conocer la primera caracterizaron funcional del RPE en ratones con mutaciones en los factores Prpf3,
8 y 31 de ayuste de ARN. Tal como hemos dado a conocer anteriormente, los ratones mutantes no experimentan
degeneracion de fotorreceptores, aunque si cambios morfoldgicos en el RPES. Puesto que el factor de ayuste de ARN
de RP es una enfermedad de aparicién tardia, estos resultados no son sorprendentes y los modelos nos permiten la
capacidad de estudiar los mecanismos que llevan a la apariciéon de la enfermedad. Nuestros resultados demuestran
que el RPE es probable que sea el tipo de célula primaria afectada por mutaciones en estos 3 factores de ayuste de
ARN en el ratén, y en humanos dada la similar deficiencia fagocitica observada en células ARPE-19 humanas de
desactivacion de PRPF31. Mientras que el mecanismo exacto de la patogénesis de la enfermedad esta por identificar,
estos datos permiten que la investigacion se centre en el RPE. Por ejemplo, la identificacion del RPE como el tipo de
célula primaria afectada en estos trastornos hara posible extender estos estudios a células humanas, tal como ahora
es posible generar células de RPE a partir de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC) de pacientes
con enfermedades retinianas heredadas*245.
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Ejemplo 2. Desarrollo y caracterizacion funcional de células ARPE-19 desactivadas de PRPF31 utilizando técnicas de
edicion gendmica

Tal como se ha descrito en el Ejemplo 1, se identifico el epitelio pigmentario retiniano (RPE) como el sitio de
patogénesis en los tres modelos de ratén mutantes de ayuste de ARN de retinitis pigmentosa (RP). Sin embargo, estos
resultados necesitaban confirmarse en RPE humano. Con la aparicién de las técnicas de edicion genémica de
CRISPR/Cas9, se desarrollaron modelos de lineas celulares humanas para estas formas de enfermedad. Este ejemplo
presenta el uso de la edicion gendmica de CRISPR/Cas9 para la desactivacion de PRPF31 por primera vez en lineas
celulares humanas y para la caracterizacion del efecto sobre la funcion del RPE.

Se disefié un ARN guia (ARNg) de 20 pb al exén 7 de PRPF31 y se clonoé en un vector pCAG que contenia la secuencia
de armazén de ARNg. El vector de ARNg se co-transfectd con un vector pCAG-Cas9-GFP en células ARPE-19. Se
clasificaron células positivas de GPF en una sola célula en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos y se
cultivaron hasta confluencia. Se aislé ADN de cada clon y la regién alrededor del sitio de corte pronosticado fue
secuenciado por Sanger para identificar aquellos que mostraban el corte correcto y unién de extremos no homélogos
(NHEJ). Se seleccionaron cinco lineas de NHEJ para su caracterizacion adicional utilizando ensayos tanto de qRT-
PCR como de fagocitosis para cuantificar la captacién de segmento externo de fotorreceptor marcado con FITC con
citometria de flujo. Estas lineas se mantuvieron como cultivos confluentes durante 3 semanas para garantizar la
polarizacion y expresion maxima de genes especificos de RPE.

Aproximadamente el 25% de los clones individualmente validados después de su transfecciéon mostraron NHEJ con
supresiones entre 2 y 11 bases y un clon tenia 1 insercion de base (Figura 6). Solo se identificaron indeles
heterocigoticos, consistentes con los informes anteriores de que las mutaciones en el PRPF31 provocan la enfermedad
por medio de haploinsuficiencia. La expresién de PRPF31 en 4 de los 5 clones editados de genoma se redujo
significativamente (P < 0,05) por un 50-80%, en comparacion con el control de tipo salvaje. Para confirmar que estos
cambios fueron un resultado de ediciéon gendémica, se determinaron los niveles de expresién del modificador de
PRPF31, CNOT3. Una linea tuvo un doble aumento en la expresion, lo cual puede explicar los niveles reducidos de
PRPF31 en esa linea. El andlisis de citometria de flujo de captacion de POS demostrd que la fagocitosis se vio reducida
por 10-60 veces en las lineas editadas de genomas.

Actualmente, resulta complicado estudiar el mecanismo de la enfermedad del factor de ayuste de ARN en RP en
modelos humanos. Hemos creado un modelo de linea celular humana para la enfermedad asociada a PRPF31 que
imita los hallazgos en los modelos de ratén. Estas lineas nos permitiran estudiar la enfermedad en un modelo mas
relevante, permitiéndonos la capacidad de examinar el ayuste mas profundamente. Ademas, también podemos
estudiar el efecto del aumentd génico mediado por AAV de PRPF31 en la patogénesis de la enfermedad y el rescate
de deficiencias funcionales

Por ejemplo, tal como se indica en el Ejemplo 1, los segmentos externos de los fotorreceptores (POS) se renuevan
completamente cada 10 dias por un crecimiento continuo en sus bases regulado por el desprendimiento de discos en
sus puntas distales (Young RW. The renewal of photoreceptor cell outer segments. Journal of Cell Biology. 1967;33:61-
72; Young RW. Shedding of discs from rod outer segments in the rhesus monkey. JUltrastructRes. 1971;34:190-203).
La fagocitosis del material de POS utilizado por el RPE es esencial para la adecuada funcién retiniana, ya que su
ausencia o retraso lleva a la pérdida de visién (Dowling JE, Sidman RL. Inherited retinal dystrophy in the rat. Journal
Cell Biology. 1962;14:73-109; Nandrot EF, Kim Y, Brodie SE, Huang X, Sheppard D, Finnemann SC. Loss of
synchronized retinal phagocytosis and age-related blindness in mice lacking alphavbeta5 integrin. Journal
Experimental Medicine. 2004;200:1539-45). La fagocitosis de POS se redujo en cultivos de células de RPE primarias
en ratones mutantes de 10 dias de edad, y esto se replicéd por la desactivacién mediada por ARNsh de PRPF31 en
células ARPE-19 humanas (Ejemplo 1, Figura 1). La ritmicidad diurna de fagocitosis in vivo también se perdio, y la
resistencia de la adhesién entre microvellosidades apicales de RPE y POS disminuyeron en el momento de adhesion
pico en los 3 modelos mutantes (Nandrot EF, Kim Y, Brodie SE, Huang X, Sheppard D, Finnemann SC. Loss of
synchronized retinal phagocytosis and age-related blindness in mice lacking alphavbetab integrin. Journal
Experimental Medicine. 2004;200:1539-45; Nandrot EF, Finnemann SC. Lack of alphavbeta5 integrin receptor or its
ligand MFG-ES8: distinct effects on retinal function. Ophthalmic Research. 2008;40:120-3).
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Ejemplo 3. Desarrollo y caracterizacion funcional de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC)
desactivadas de PRPF31 utilizando técnicas de edicién gendmica

Se utilizé la edicién gendémica de CRISPR/Cas9 para desactivar PRPF31 en hiPSC normales (Hou Z, Zhang Y,
Propson NE, Howden SE, Chu LF, Sontheimer EJ, Thomson JA. Efficient genome engineering in human pluripotent
stem cells using Cas9 from Neisseria meningitidis. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America. 2013;110:15644-9; Xue H, Wu J, Li S, Rao MS, Liu Y. Genetic Modification in Human Pluripotent
Stem Cells by Homologous Recombination and CRISPR/Cas9 System. Methods Molecular Biology. 2014Peters DT,
Cowan CA, Musunuru K. Genome editing in human pluripotent stem cells. StemBook. Cambridge (MA) 2013; Ding Q,
Regan SN, Xia Y, Oostrom LA, Cowan CA, Musunuru K. Enhanced efficiency of human pluripotent stem cell genome
editing through replacing TALENs with CRISPRs. Cell Stem Cell. 2013;12:393-4. PMCID: 3925309) tal como se ha
descrito anteriormente en el Ejemplo 2.

El desarrollo de la tecnologia de hiPSC hace posible ahora determinar si las células de RPE humanas se ven afectadas
de forma similar por mutaciones en los genes de factor de ayuste de ARN, ya que las hiPSC pueden diferenciarse
facilmente en células de RPE (ver Ejemplo 1, Singh R, Phillips MJ, Kuai D, Meyer JT, Martin J, Smith M, Shen W,
Perez ET, Wallace KA, Capowski EE, Wright L, Gamm DM. Functional analysis of serially expanded human iPS cell-
derived RPE cultures. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2013;54:6767-78; Buchholz DE, Hikita ST,
Rowland TJ, Friedrich AM, Hinman CR, Johnson LV, Clegg DO. Derivation of functional retinal pigmented epithelium
from induced pluripotent stem cells. Stem Cells. 2009;27:2427-34; Okamoto S, Takahashi M. Induction of retinal
pigment epithelial cells from monkey iPS cells. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2011;52:8785-90;
Ukrohne TU, Westenskow PD, Kurihara T, Friedlander DF, Lehmann M, Dorsey AL, Li W, Zhu S, Schultz A, Wang J,
Siuzdak G, Ding S, Friedlander M. Generation of retinal pigment epithelial cells from small molecules and OCT4
reprogrammed human induced pluripotent stem cells. Stem cells translational medicine. 2012;1:96-109; Westenskow
PD, Moreno SK, Krohne TU, Kurihara T, Zhu S, Zhang ZN, Zhao T, Xu Y, Ding S, Friedlander M. Using flow cytometry
to compare the dynamics of photoreceptor outer segment phagocytosis in iPS-derived RPE cells. Investigative
Ophthalmology & Visual Science. 2012;53:6282-90; Buchholz DE, Pennington BO, Croze RH, Hinman CR, Coffey PJ,
Clegg DO. Rapid and efficient directed differentiation of human pluripotent stem cells into retinal pigmented epithelium.
Stem cells translational medicine. 2013;2:384-93). Las células de RPE derivadas de hiPSC comparten muchas
caracteristicas con las células de RPE nativas, incluyendo uniones estrechas funcionales, fagocitosis de POS y
polarizacion (Ibid).

Para obtener RPE de hiPSC, se generan cuerpos embrioides (EB), adheridos a placas recubiertas de laminina y
cultivados en medio de diferenciacion retiniano (RDM) durante 60-90 dias. Las regiones de células pigmentadas
después se microdiseccionaran, disociaran y se pasaran sobre insertos de transwell segun los protocolos establecidos
(Singh R, Phillips MJ, Kuai D, Meyer JT, Martin J, Smith M, Shen W, Perez ET, Wallace KA, Capowski EE, Wright L,
Gamm DM. Functional analysis of serially expanded human iPS cell-derived RPE cultures. Investigative Ophthalmology
& Visual Science. 2013;54:6767-78; Phillips MJ, Wallace KA, Dickerson SJ, Miller MJ, Verhoeven AD, Martin JM,
Wright LS, Shen W, Capowski EE, Percin EF, Perez ET, Zhong X, Canto-Soler MV, Gamm DM. Blood-derived human
iPS cells generate optic vesicle-like structures with the capacity to form retinal laminae and develop synapses.
Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2012;53:2007-19). A continuacion, se cultivaran células durante unos
30-60 dias adicionales, cuando se reformen las monocapas pigmentadas. Antes del uso en experimentos, se medira
la resistencia transepitelial (TER) de las monocapas de hiPSC-RPE cultivadas sobre insertos de Transwell; solo
aquellos cultivados con TER > 150Qcm? se seleccionaran para el estudio adicional. Para cada experimento,
incluiremos duplicados para cada mutacion de interés y células de control de tipo salvaje, que se cultivaran y analizaran
en paralelo. La estructura y funcion de las células de RPE derivadas de hiPSC se caracterizara utilizando varios
métodos:

Estructura. Se utiliza microscopia de luz y microscopia de electrones para evaluar la polarizacién, incluyendo la
formacion de procesos apicales y despliegues basolaterales (Ejemplo 1, Garland DL, Fernandez-Godino R, Kaur |,
Speicher KD, Harnly JM, Lambris JD, Speicher DW, Pierce EA. Mouse genetics and proteomic analyses demonstrate
a critical role for complement in a model of DHRD/ML, an inherited macular degeneration. Human Molecular Genetics.
2013;Sept. 4. [Epub ahead of print]; Liu Q, Lyubarsky A, Skalet JH, Pugh EN, Jr., Pierce EA. RP1 is required for the
correct stacking of outer segment discs. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2003;44:4171-83).

Fagocitosis. Tal como se ha descrito anteriormente, los cultivos primarios de células de RPE de los ratones de
Prpf3T494MIT49aM - prpfgH2309PH2309P y prpf31+- tienen una capacidad significativamente disminuida para fagocitar POS
(Figura 1). Evaluaremos la funcion fagocitica de células de RPE derivadas de hiPSC utilizando técnicas establecidas
(ver Ejemplo 1; Finnemann SC, Bonilha VL, Marmorstein AD, Rodriguez-Boulan E. Phagocytosis of rod outer segments
by retinal pigment epithelial cells requires alpha(v)beta5 integrin for binding but not for internalization.
ProcNatlAcadSciUSA. 1997;94:12932-7; Singh R, Shen W, Kuai D, Martin JM, Guo X, Smith MA, Perez ET, Phillips
MJ, Simonett JM, Wallace KA, Verhoeven AD, Capowski EE, Zhang X, Yin Y, Halbach PJ, Fishman GA, Wright LS,
Pattnaik BR, Gamm DM. iPS cell modeling of Best disease: insights into the pathophysiology of an inherited macular
degeneration. Human Molecular Genetics. 2013;22:593-60.)

Para evaluar la polaridad de las células de RPE derivadas de hiPSC se inmunotifien secciones de vibratome de células
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transfectadas de forma estable cultivadas en Transwells con anticuerpos contra marcadores de células de RPE
establecidas utilizando técnicas establecidas (Nandrot EF, Kim Y, Brodie SE, Huang X, Sheppard D, Finnemann SC.
Loss of synchronized retinal phagocytosis and age-related blindness in mice lacking alphavbeta5 integrin. Journal
Experimental Medicine. 2004;200:1539-45; Nandrot EF, Finnemann SC. Lack of alphavbeta5 integrin receptor or its
ligand MFG-ES8: distinct effects on retinal function. Ophthalmic Research. 2008;40:120-3; Finnemann SC, Nandrot EF.
MerTK activation during RPE phagocytosis in vivo requires alphaVbeta5 integrin. Advances Experimental Medicine
Biology. 2006;572:499-503). Las células tefidas se evaluaran mediante microscopia confocal y la distribucion y
cantidades relativas de las proteinas de marcador se compararan en células de RPE derivadas de hiPSC mutantes y
de control. Los niveles de estos marcadores de células de RPE también se evaluaran en células diferenciadas
mediante transferencia western (Nandrot EF, Kim Y, Brodie SE, Huang X, Sheppard D, Finnemann SC. Loss of
synchronized retinal phagocytosis and age-related blindness in mice lacking alphavbeta5 integrin. Journal
Experimental Medicine. 2004;200:1539-45).

Los cambios en el fenotipo del RPE observados en los hiPSC editados del genoma se confirmaron utilizando hiPSC
de pacientes con factor de ayuste de ARN de RP. Se han identificado pacientes y familias con RP debido a mutaciones
en el gen PRPF31 y se han generado hiPSC utilizando fibroblastos de un miembro de la familia afectado o no afectado
de cada una de las 3 familias. En resumen, los fibroblastos se reprograman utilizando vectores de plasmidos no
integradores, que contienen oriP que codifican siente factores reprogramadores (OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, c-Myc,
KLF4 y SV40 antigeno T grande), tal como se ha descrito ( Yu J, Hu K, Smuga- Otto K, Tian S, Stewart R, Slukvin II,
Thomson JA. Human induced pluripotent stem cells free of vector and transgene sequences. Science. 2009;324:797-
801). Las lineas de hiPSC con cariotipos normales y que estén confirmadas que son pluripotentes por estudios de
teratoma y expresion de los marcadores de pluripotencia OCT4, SSEA4, NANOG y TRA-1-81 se seleccionarian para
un estudio adicional (Singh R, Shen W, Kuai D, Martin JM, Guo X, Smith MA, Perez ET, Phillips MJ, Simonett JM,
Wallace KA, Verhoeven AD, Capowski EE, Zhang X, Yin Y, Halbach PJ, Fishman GA, Wright LS, Pattnaik BR, Gamm
DM. iPS cell modeling of Best disease: insights into the pathophysiology of an inherited macular degeneration. Human
Molecular Genetics. 2013;22:593-607; Singh R, Phillips MJ, Kuai D, Meyer JT, Martin J, Smith M, Shen W, Perez ET,
Wallace KA, Capowski EE, Wright L, Gamm DM. Functional analysis of serially expanded human iPS cell-derived RPE
cultures. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2013;54:6767-78; Meyer JS, Howden SE, Wallace KA,
Verhoeven AD, Wright LS, Capowski EE, Pinilla I, Martin JM, Tian S, Stewart R, Pattnaik B, Thomson JA, Gamm DM.
Optic vesicle-like structures derived from human pluripotent stem cells facilitate a customized approach to retinal
disease treatment. Stem Cells. 2011;29:1206-18). Después de confirmar que cada linea de hiPSC porta la mutacion
esperada, se caracteriza la funcion del RPE derivado de hiPSC en células de pacientes y se compara con miembros
de la familia no afectados utilizando las técnicas descritas anteriormente.

Ejemplo 4. Vectores de AAV para terapia de aumento génico.

La identificacion de células de RPE que es probable que sean las células primarias afectadas en el factor de ayuste
de ARN en RP (ver Ejemplo 1) crea una oportunidad de utilizar la terapia de aumento génico para enfermedades
provocadas por mutaciones en el PRPF31. Para conseguir este objetivo, hemos desarrollado vectores de AAV para
expresar PRPF31 humano en células de RPE, y hemos sometido a ensayo la capacidad del PRPF31 derivado de AAV
en mejorar el fenotipo en células de RPE cultivadas y, a continuacion, en ratones de Prpf31*- in vivo. El AVV es el
vector de suministro génico preferente para trastornos retinianos en base al éxito de los ensayos clinicos de la terapia
génica para RPE65 LCA y coroideremia, asi como otros estudios clinicos y preclinicos (Maguire AM, Simonelli F,
Pierce EA, Pugh EN, Jr., Mingozzi F, Bennicelli J, Banfi S, Marshall KA, Testa F, Surace EM, Rossi S, Lyubarsky A,
Arruda VR, Konkle B, Stone E, Sun J, Jacobs J, Dell’Osso L, Hertle R, Ma JX, Redmond TM, Zhu X, Hauck B, Zelenaia
O, Shindler KS, Maguire MG, Wright JF, Volpe NJ, McDonnell JW, Auricchio A, High KA, Bennett J. Safety and efficacy
of gene transfer for Leber’s congenital amaurosis. New England Journal of Medicine. 2008;358:2240-8. PMCID:
2829748; Bainbridge JW, Smith AJ, Barker SS, Robbie S, Henderson R, Balaggan K, Viswanathan A, Holder GE,
Stockman A, Tyler N, Petersen-Jones S, Bhattacharya SS, Thrasher AJ, Fitzke FW, Carter BJ, Rubin GS, Moore AT,
Ali RR. Effect of gene therapy on visual function in Leber’s congenital amaurosis. New England Journal of Medicine.
2008;358:2231-9; Cideci- yan AV, Aleman TS, Boye SL, Schwartz SB, Kaushal S, Roman AJ, Pang JJ, Sumaroka A,
Windsor EA, Wilson JM, Flotte TR, Fishman GA, Heon E, Stone EM, Byrne BJ, Jacobson SG, Hauswirth WW. Human
gene therapy for RPE65 isomerase deficiency activates the retinoid cycle of vision but with slow rod kinetics.
Proceedings National Academy Sciences USA. 2008;105:15112-7. PMCID: 2567501; Maguire AM, High KA, Auricchio
A, Wright JF, Pierce EA, Testa F, Mingozzi F, Bennicelli JL, Ying GS, Rossi S, Fulton A, Marshall KA, Banfi S, Chung
DC, Morgan JI, Hauck B, Zelenaia O, Zhu X, Raffini L, Coppieters F, De Baere E, Shindler KS, Volpe NJ, Surace EM,
Acerra C, Lyubarsky A, Redmond TM, Stone E, Sun J, McDonnell JW, Leroy BP, Simonelli F, Bennett J. Age-dependent
effects of RPE65 gene therapy for Leber's congenital amaurosis: a phase 1 dose-escalation ftrial. Lancet.
2009;374:1597-605; Jacobson SG, Cideciyan AV, Ratnakaram R, Heon E, Schwartz SB, Roman AJ, Peden MC,
Aleman TS, Boye SL, Sumaroka A, Conlon TJ, Calcedo R, Pang JJ, Erger KE, Olivares MB, Mullins CL, Swider M,
Kaushal S, Feuer WJ, lannaccone A, Fishman GA, Stone EM, Byrne BJ, Hauswirth WW. Gene therapy for leber
congenital amaurosis caused by RPE65 mutations: safety and efficacy in 15 children and adults followed up to 3 years.
Archives Ophthalmology. 2012;130:9-24; Bennett J, Ashtari M, Wellman J, Marshall KA, Cyckowski LL, Chung DC,
McCague S, Pierce EA, Chen Y, Bennicelli JL, Zhu X, Ying GS, Sun J, Wright JF, Auricchio A, Simonelli F, Shindler
KS, Mingozzi F, High KA, Maguire AM. AAV2 gene therapy read- ministration in three adults with congenital blindness.
Science translational medicine. 2012;4:120ra15; Bowles DE, McPhee SW, Li C, Gray SJ, Samulski JJ, Camp AS, Li J,
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Wang B, Monahan PE, Rabinowitz JE, Grieger JC, Govindasamy L, Agbandje-McKenna M, Xiao X, Samulski RJ.
Phase 1 gene therapy for Duchenne muscular dystrophy using a translational optimized AAV vector. Molecular therapy :
the journal of the American Society of Gene Therapy. 2012;20:443-55. PMCID: 3277234; Maclachlan TK, Lukason M,
Collins M, Munger R, Isenberger E, Rogers C, Malatos S, Dufresne E, Morris J, Calcedo R, Veres G, Scaria A, Andrews
L, Wadsworth S. Preclinical safety evaluation of AAV2-sFLT01- a gene therapy for age-related macular degeneration.
Molecular Therapy. 2011;19:326-34. PMCID: 3034852; Nathwani AC, Tuddenham EG, Rangarajan S, Rosales C,
Mclintosh J, Linch DC, Chowdary P, Riddell A, Pie AJ, Harrington C, O’Beirne J, Smith K, Pasi J, Glader B, Rustagi P,
Ng CY, Kay MA, Zhou J, Spence Y, Morton CL, Allay J, Coleman J, Sleep S, Cunningham JM, Srivastava D, Basner-
Tschakarjan E, Mingozzi F, High KA, Gray JT, Reiss UM, Nienhuis AW, Davidoff AM. Adenovirus-associated virus
vector-mediated gene transfer in hemophilia B. New England Journal of Medicine. 2011;365:2357-65. PMCID:
3265081).

EI AAV tiene un registro de seguridad excepcional en estudios clinicos de fase temprana y también presenta un menor
riesgo de genotoxicidad en comparacion con otros sistemas de vectores ya que los genomas de AAV son estables en
una forma episémica en células terminalmente diferenciadas tales como células fotorreceptoras y de RPE (Yang GS,
Schmidt M, Yan Z, Lindbloom JD, Harding TC, Donahue BA, Engelhardt JF, Kotin R, Davidson BL. Virus-mediated
transduction of murine retina with adeno-associated virus: effects of viral capsid and genome size. Jvirol. 2002;76:7651-
60; Acland GM, Aguirre GD, Bennett J, Aleman TS, Cideciyan AV, Bennicelli J, Dejneka NS, Pearce-Kelling SE,
Maguire AM, Palczewski K, Hauswirth WW, Jacobson SG. Long-term restoration of rod and cone vision by single dose
rAAV-mediated gene transfer to the retina in a canine model of childhood blindness. Molecular Therapy. 2005;12:1072-
82).

Se desarrollan varios sistemas de vectores de AAV para PFPF31, con distintas elecciones de promotor y serotipos de
capside. Con respecto a los promotores, los vectores pueden incluir promotores que dirigen la expresion en muchos
tipos de células (por ej., CAG o CASI), células de RPE (por ej., promotores de proteinas especificas de RPE tales
como MD2, RPEG65, RLBP1, RGR o TIMP3) y células fotorreceptoras (RHO) (Esumi N, Oshima Y, Li Y, Campochiaro
PA, Zack DJ. Analysis of the VMD2 promoter and implication of E-box binding factors in its regulation. Journal Biological
Chemistry. 2004;279:19064-73; Guziewicz KE, Zangerl B, Komaromy AM, lwabe S, Chiodo VA, Boye SL, Hauswirth
WW, Beltran WA, Aguirre GD. Recombinant AAV-Mediated BEST1 Transfer to the Retinal Pigment Epithelium:
Analysis of Serotype-Dependent Retinal Effects. PLoS One. 2013;8:€75666; Allocca M, Mussolino C, Garcia-Hoyos M,
Sanges D, lodice C, Petrillo M, Vandenberghe LH, Wilson JM, Marigo V, Surace EM, Auricchio A. Novel adeno-
associated virus serotypes efficiently transduce murine photoreceptors. J Virol. 2007;81:11372-80). Los componentes
de los vectores de AAV se sintetizan utilizando secuencias de PRPF31 optimizadas por codones para mejorar el nivel
y duracién de la expresion genética (111 CR, Chiou HC. Gene therapy progress and prospects: recent progress in
transgene and RNAI expression cassettes. Gene Therapy. 2005;12:795-802; Foster H, Sharp PS, Athanasopoulos T,
Trollet C, Graham IR, Foster K, Wells DJ, Dickson G. Codon and mRNA sequence optimization of microdystrophin
transgenes improves expression and physiological outcome in dystrophic mdx mice following AAV2/8 gene transfer.
Molecular Therapy. 2008;16:1825-32; Sack BK, Merchant S, Markusic DM, Nathwani AC, Davidoff AM, Byrne BJ,
Herzog RW. Transient B cell depletion or improved transgene expression by codon optimi- zation promote tolerance
to factor VIII in gene therapy. PLoS One. 2012;7:€37671). En estudios preliminares, el PRPF31 optimizado por
codones produjo proteina de PRPF31 de longitud completa en células ARPE-19. Los vectores preparados codifican
el genoma de vector minimo necesario para conseguir la expresion éptima. Dado que nos interesa principalmente
transducir células de RPE, utilizaremos AAV2 como un serotipo de control, ya que este vector es conocido por
transducir células monocapa cultivadas y transducir el RPE bien in vivo (Pang JJ, Lauramore A, Deng WT, Li Q, Doyle
TJ, Chiodo V, Li J, Hauswirth WW. Comparative analysis of in vivo and in vitro AAV vector transduction in the neonatal
mouse retina: effects of serotype and site of administration. Vision Research. 2008;48:377-85; Vandenberghe LH, Bell
P, Maguire AM, Cearley CN, Xiao R, Calcedo R, Wang L, Castle MJ, Maguire AC, Grant R, Wolfe JH, Wilson JM,
Bennett J. Dosage thresholds for AAV2 and AAV8 photoreceptor gene therapy in monkey. Science translational
medicine. 2011;3:88ra54; Tolmachova T, Tolmachov OE, Barnard AR, de Silva SR, Lipinski DM, Walker NJ, Maclaren
RE, Seabra MC. Functional expression of Rab escort protein 1 following AAV2-mediated gene delivery in the retina of
choroideremia mice and human cells ex vivo. Journal of Molecular Medicine. 2013;91:825-37. PMCID: 3695676). Se
generan y purifican preparaciones de vectores utilizando técnicas establecidas (Vandenberghe LH, Bell P, Maguire
AM, Cearley CN, Xiao R, Calcedo R, Wang L, Castle MJ, Maguire AC, Grant R, Wolfe JH, Wilson JM, Bennett J.
Dosage thresholds for AAV2 and AAV8 photoreceptor gene therapy in monkey. Science translational medicine.
2011;3:88rab54, Lock M, Alvira M, Vandenberghe LH, Samanta A, Toelen J, Debyser Z, Wilson JM. Rapid, simple, and
versatile manufacturing of recombinant adeno-associated viral vectors at scale. Human Gene Therapy. 2010;21:1259-
71. PMCID: 2957274). Se realiza la titulacion mediante gPCR de Tagman con conjuntos de cebador-sonda dirigidos
hacia la sefal de poliadenilacién en el genoma del vector.

Para estudiar la expresion de PRPF31 en células cultivadas, las células de ARPE-19 mutantes de PRPF31 y de control
se cultivan en filtros de Transwell, tal como se describe en el Ejemplo 1. Se tratan células con la cantidad deseada de
vectores de AAV-PRPF31 y se cultivan durante 11-14 dias adicionales. Las células de RPE de tipo salvaje tratadas
con AAV-PRPF31 y las células PRFP31*- tratadas con AAV-EGFP se utilizan como controles. Los efectos del
tratamiento de AAV-PRPF31 se evaluan utilizando varios enfoques. La produccion de proteina de PRPF31 de longitud
completa se evalia mediante experimentos de microscopia de inmunofluorescencia y transferencia western 2-4 dias
después de la transduccion (Liu Q, Zhou J, Daiger SP, Farber DB, Heckenlively JR, Smith JE, Sullivan LS, Zuo J,
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Milam AH, Pierce EA. Identification and subcellular localization of the RP1 protein in human and mouse photoreceptors.
Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2002;43:22-32; Liu Q, Zuo J, Pierce EA. The retinitis pigmentosa 1
protein is a photoreceptor microtubule-associated protein. Journal Neuroscience. 2004;24:6427-36; Falk MJ, Zhang Q,
Nakamaru-Ogiso E, Kannabiran C, Fonseca-Kelly Z, Chakarova C, Audo |, Mackay DS, Zeitz C, Borman AD,
Staniszewska M, Shukla R, Palavalli L, Mohand-Said S, Waseem NH, Jalali S, Perin JC, Place E, Ostrovsky J, Xiao R,
Bhattacharya SS, Consugar M, Webster AR, Sahel JA, Moore AT, Berson EL, Liu Q, Gai X, Pierce EA. NMNAT1
mutations cause Leber congenital amaurosis. Nature Genetics. 2012;44:1040-5). La transferencia genética se somete
a ensayo mediante 1PCR para genomas de vectores. La restauracion de la actividad fagocitica normal de las células
mutantes se mide mediante tratamiento con POR marcados con FITC, utilizando técnicas establecidas (Ejemplo 1,
Finnemann SC, Bonilha VL, Marmorstein AD, Rodriguez- Boulan E. Phagocytosis of rod outer segments by retinal
pigment epithelial cells requires alpha(v)beta5 integrin for binding but not for internalization. ProcNatlAcadSciUSA.
1997;94:12932-7; Singh R, Shen W, Kuai D, Martin JM, Guo X, Smith MA, Perez ET, Phillips MJ, Simonett JM, Wallace
KA, Verhoeven AD, Capowski EE, Zhang X, Yin Y, Halbach PJ, Fishman GA, Wright LS, Pattnaik BR, Gamm DM. iPS
cell modeling of Best disease: insights into the pathophysiology of an inherited macular degeneration. Human Molecular
Genetics. 2013;22:593-607).

Para estudiar la expresion de PRPF31 y funcién en ratones mutantes de Prpf31*-, se utiliza el suministro mediado por
AAV de PRPF31 para tratar la fagocitosis defectiva en ratones Prpf31*-in vivo. Para estos estudios, las dosis 6ptimas
de los vectores de AAV-PRPF31 identificados en estudios de cultivo celular se inyecta de modo subretiniano en un ojo
de raton de Prpf31*-. Los ojos se recogen 1 mes después de la inyeccion y se evaltan para su expresion y localizacion
de la proteina de PRPF31 de longitud completa utilizando ensayos de inmunofluorescencia y transferencia western
(Liu Q, Lyubarsky A, Skalet JH, Pugh EN, Jr., Pierce EA. RP1 is required for the correct stacking of outer segment
discs. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2003;44:4171-83; Liu Q, Saveliev A, Pierce EA. The severity of
retinal degeneration in Rplh gene-targeted mice is dependent on genetic background. Investigative Ophthalmology &
Visual Science. 2009;50:1566-74; Liu Q, Collin RW, Cremers FP, den Hollander Al, van den Born LI, Pierce EA.
Expression of Wild-Type Rp1 Protein in Rp1 Knock-in Mice Rescues the Retinal Degeneration Phenotype. PLoS One.
2012;7:e43251).

La capacidad de PRPF31 suministrado por AAV de evitar y/o rescatar la pérdida de ritmicidad de la fagocitosis de RPE
se evalla a las 2 horas antes de la aparicion de luz (-2), a la aparicién de luz (0) y a las 2, 4 y 6 (+2, +4, +6) horas
después de la aparicion de luz utilizando técnicas establecidas para la tincion inmunofluorescente de rodopsina y
deteccién de fagosomas emplazados en la capa de células de RPE (Nandrot EF, Kim Y, Brodie SE, Huang X, Sheppard
D, Finnemann SC. Loss of synchronized retinal phago- cytosis and age-related blindness in mice lacking alphavbeta5
integrin. Journal Experimental Medicine. 2004;200:1539-45; Nandrot EF, Finnemann SC. Lack of alphavbeta5 integrin
receptor or its ligand MFG-ES8: distinct effects on retinal function. Ophthalmic Research. 2008;40:120-3). Evaluamos
las retinas tratadas para probar el rescate de fenotipos inicialmente al 1 mes y 2 meses después de la inyeccion de
AAV-PRPF31 en estos animales. Para evaluar la evidencia de la prevencion de la degeneracion de RPE, se tratan
ratones de 1 mes de edad y la ultraestructura del RPE se evalla para su rescate fenotipico a los 5, 8 y 11 meses
después de la inyeccion de AAV-PRPF31 (Graziotto JJ, Farkas MH, Bujakowska K, Deramaudt BM, Zhang Q, Nandrot
EF, Inglehearn CF, Bhattacharya SS, Pierce EA. Three gene-targeted mouse models of RNA splicing factor RP show
late-onset RPE and retinal degeneration. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2011;52:190-8). En base a
los datos de portadores asintomaticos de mutaciones de PRPF31, prevemos que incluso un modesto aumento en el
nivel de PRPF31 en las células de RPE tratadas resultara terapéutico (Rio FT, Wade NM, Ransijn A, Berson EL,
Beckmann JS, Rivolta C. Premature termination codons in PRPF31 cause retinitis pigmentosa via haploinsufficiency
due to nonsense-mediated mMRNA decay. Journal Clinical Investigation. 2008;118:1519-31; Vithana EN, Abu- Safieh L,
Pelosini L, Winchester E, Hornan D, Bird AC, Hunt DM, Bustin SA, Bhattacharya SS. Expression of PRPF31 mRNA in
patients with autosomal dominant retinitis pigmentosa: a molecular clue for incomplete penetrance? Investigative
Ophthalmology & Visual Science. 2003;44:4204-9).

Ejemplo 5. Terapia de aumento génico mediada por AAV para mejorar el fenotipo de la fagocitosis defectiva en células
de RPE cultivadas

Como se ha descrito anteriormente, hay buenas pruebas que las mutaciones en PRPF31 provocan enfermedad via
haploinsuficiencia y, de este modo, esta forma de RP dominante es susceptible de tratamiento con terapia de aumento
geénico (Wang et al., American Journal Medical Genetics A. 2003;121A:235-9; Xia et al., Molecular Vision. 2004;10:361-
5; Abu-Safieh et al., MolVis. 2006;12:384-8; Rivolta et al., Human Mutation. 2006;27:644-53; Sullivan et al.,
Investigative Ophthalmology & Visual Science. 2006;47:4579-88; Rio et al., Human Mutation. 2009;30:1340-7). Acorde
con esta hipotesis, el nivel de expresion de PRPF31 del alelo de tipo salvaje se corresponde con la gravedad de la
enfermedad en pacientes con mutaciones en el PRPF31 (Rio et al., Journal Clinical Investigation. 2008;118:1519-31;
Venturini et al., PLoS genetics. 2012;8:e1003040; Rose et al., Scientific reports. 2016;6:19450). Para evaluar esta
hipétesis, utilizamos terapia de aumento génico mediado por AAV para mejorar el fenotipo en células de RPE
cultivadas.

Para estos estudios, generamos un vector viral AAV.CASI.PRPF31 , y se demostrd que este puede producir proteinas
de PRPF31 de longitud completa en células cultivadas. La secuencia de este vector es la siguiente:
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CTGCOGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGOCAAAGCCCGOGCGTCGGOCGACCTTTGGTCG
CCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAGCGCGCAGAGAGGGAGTGGCCAACTCCATCACTAGGGGTTCC
TTGTAGTTAATGATTAACCCGCCATGCTACTTATCTACGTAGCCATGCTCTAGGAAGATCGGAAT
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TCGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCOCG
CCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTC
AANTGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGT
ACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGUATTATGCCCAGTACATGACCTT
ATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGA
GCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTAT
TTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGOGOOGOGGGCGCGCGOCAGGCGLGGOG
GGGCGGGGECGAGGOGGUGGGGOGGEGHCGAGGCGGAGAGGTGCGGCGGUAGCCAATCAGAGCGGC
GCGCTCCOAAAGTTTCCTTTTATGGCGAGGCGGCGGOGGCGGOGGCCCTATAAAAAGCGAAGCG
COCOGGCGGGCGGOAGTCGCTGCGCGCTGOCTTCGCCCCGTGCCCCGUTCCGCCGCCGOCTCGOGC
CGCCOCGOCCCOGGCTCTOACTGACCGUCGTTACTAAAACAGGTAAGTCCGGCCTCCGCGCCGGGTTT
TGGOGCCTCCCGOGGGCGCCCCCCTCCTCACGGCGAGCGOTGCCACGTCAGACGAAGGGCGCAG
CGAGCGTCCTGATCCTTCCGCCCGGACGCTCAGGACAGCGGCCCGCTGCTCATAAGACTCGGCCT
TAGAACCCCAGTATCAGCAGAAGGACATTTTAGGACGGGACTTGGGTGACTCTAGGGCACTGGT
TTTCTTTCCAGAGAGCGGAACAGGCGAGGAAAAGTAGTCCCTTCTOGGCGATTCTGCGGAGGGAT
CTCCOTGOGGOCGOTOGAACGCCGATOATGCCTCTACTAACCATGTTCATGTTTTCTTTTTITTTTCTA
CAGOGTCCTGOGOTOACGAACAGGCTAGCGUCCACCATGGOTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTOGG
TCTCOGATTCTACGGCCGCCACCATGTCTCTGGCAGATGAGCTCTTAGCTGATCTCGAAGAGGCAG
CAGAAGAGGAGOGAAGGAGGAAGCTATGGGGAGGAAGAAGAGGAGCCAGCGATCOAGGATGTG
CAGGAGGAGACACAGCTGGATCTTTCCGGGGATTCAGTCAAGACCATCGCCAAGCTATGGGATA
GTAAGATGTTTGCTGAGATTATGATGAAGATTGAGGAGTATATCAGCAAGCAAGCCAAAGCTTC
AGAAGTOATGGOACCAGTGGAGGCCGCGCCTGAATACCGOCGTCATCGTGOGATGCCAACAACCTG
ACCGTGOAGATCGAAAACGAGCTGAACATCATCCATAAGTTCATCCGGGATAAGTACTCAAAGA
GATTCCCTGAACTGOGAGTCCTTGGTCCCCAATGCACTGGATTACATCCGCACGGTCAAGGAGCTG
GGCAACAGCCTGGACAAGTGCAAGAACANTGAGAACCTGCAGCAGATCCTCACCAANTGCCACCA
TCATGGTCGTCAGCGTCACCGCCTCCACCACCCAGGGGCAGCAGCTGTCGGAGGAGGAGCTGGA
GCOGCTOOAGGAGGCCTGCGACATGOGCGCTOGOAGCTGAACGCCTCCAAGCACCGCATCTACGAG
TATGTGGAGTCCCGGATGTCCTTCATCGCACCCAACCTGTCCATCATTATCGGGGCATCCACGGC
CGCCAAGATCATGGGTGTGGOCGGCGGCCTGACCAACCTCTCCAAGATGCCCGCCTGCAACATCA
TGCTGCTCGOGGGCCCAGCGCAAGACGCTGTCGGGCTTCTCGTCTACCTCAGTGCTGCCCCACACC
GGCTACATCTACCACAGTGACATCGTGCAGTCCCTGCCACCGGATCTGCGGCGGAAAGCGGCCC
GGCTGHETGGCCGCCAAGTGCACACTGGCAGCCCGETETGGACAGTTTCCACGAGAGCACAGAAGG
GAAGGTGGOGCTACGAACTGAAGGATGAGATCGAGCGCAAATTCGACAAGTGGCAGGAGCCGCC
GCCTGTGAAGCAGGTGAAGCCGCTGCCTGCGCCCCTGOATGOACAGCGGAAGAAGCGAGGCGGC
CGCAGGTACCGCAAGATGAAGGAGCGGCTGGGGCTGACGGAGATOCGGAAGCAGGCCAACCGT
ATGAGCTTCGGAGAGATCGAGGAGGACGCCTACCAGGAGGACCTGGGATTCAGCCTGGGCCACC
TGGGCAAGTCGGGCAGTGGGCGTGTGUGGCAGACACAGGTAAACGAGGUCACCAAGGCCAGGA
TCTCCAAGACGCTGCAGCGOACCCTGCAGAAGCAGAGCGTCGTATATGGCGGGAAGTCCACCAT
COGOGACCGCTCCTCGGGCACGGCCTCCAGCGTGGUCTTCACCCCACTCCAGGGOCTGGAGATTG
TGAACCCACAGGOGGCAGAGAAGAAGGTOGCTOAGGOCAACCAGAAGTATTTCTOCAGCATGGC
TGAGTTCCTCAAGGTCAAGGGCGAGAAGAGTGGCCTTATGTCCACCTGAACCGGTTGGCTAATAA
AGGAAATTTATTTTCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATAT
GOGAGGGCAAATCATTTAAAACATCAGAATGAGTATTTGG T TTAGAGTTTGGCAACATATGCCCA
TATGCTGGCTGCCATGAACAAAGGTTGGCTATAAAGAGGTCATCAGTATATGAAACAGCCCCCTG
CTGTCCATTCCTTATTCCATAGAAAAGCCTTGACTTGAGGTTAGATTTTTTTTATATTTTGTTTTGT
GITATTTTTTTCTTTAACATCCCTAAAATTTTCCTTACATGTTTTACTAGCCAGATTTTTCCTCCTCT
CCTGACTACTCCCAGTCATAGCTGTCCCTCTTCTCTTATGGAGATCGGATCCGAATTCCCGATAAG
GATCTTCCTAGAGCATGOGUTACGTAGATAAGTAGCATGOUGGGTTAATCATTAACTACAAGGAAC
COCTAGTOATGGAGTTGGCCACTCCCTCTCTGOGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCA
AAGOTCGCCCGACGOCCGGGOUTTTGCCOGGGUGGUCTCAGTGAGCGAGUGAGCGCGCAGOCTTA
ATTAACCTAATTCACTGGOCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGOAAAACCCTGGCGTTACCCAA
CTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGOGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGA
TCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAA
GCGCGGOGHGTATGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGOT
CCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGG
GGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGT
GATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTOATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCAC
GTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTT
TGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGOCTATTGOTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAAT
TTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGTTTATAATTTCAGGTGGCATCTTTCGGGGAAATGTG
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CGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAA
CCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGC
CCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTA
AAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGOGGTTACATCGAACTGOGATCTCAATAGTGGTA
AGATCCTTOGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATOAGCACTTTTAAAGTTCTGCTAT
GTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGUCAAGAGUAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCT
CAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGOGGCCAACTTACTTCTGACAACG
ATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGA
TCGTTGGOAACCGOAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTA
GTAATOOGTAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGUCAACA

GCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTG
GOGGUCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGG
ATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGA
CCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTC
AGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTT
GOAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGOCGGTGOTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT
TTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAG
TTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCA
GTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGA
TAAGGCGCAGCGOGTCOLGGCTGAACGGGGOGUGTTCOTGCACACAGCCCAGUTTGOAGCGAACGACC
TACACCGAACTOAGATACCTACAGCGTOAGUTATOGAGAAAGCGUCCACGCTTCCCGAAGGGAGAA
AGGCGOGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTOGGAACAGOAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAG
GOGGOAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTOGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT
TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGCCTTTTGCTGCGGTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACC

GTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTC
AGTGAGCGAGOGAAGCGOGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGUGTTGGCCGATT
CATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGOGAAAGCGGGCAGTOAGCGCAACGCAATTA
ATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGUTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCOTATGTTGT
GTGOAATTGTGAGOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGUTATGACCATGATTACGCCAGATTT
AATTAAGG (SEQ ID NO:34)

ITR - pZac2.1 repeticion de terminal invertida - nts 1-130 y 3291-3420

Promotor - CASI nts 197-1252

Etiqueta - V5 nts 1259-1309

Inserto - PRPF31 nts 1319-2818

secuencia poliA - B-globina de conejo nts 2825-3211

A continuaciéon sometimos a ensayo la capacidad del AAV.CASI.PRPF31 de corregir el fenotipo de la fagocitosis
defectiva en células ARPE-19 deficientes de PRPF31 editadas de genomas. Para estos experimentos, se transdujeron
células ARPE-19 mutantes de PRPF31 editadas de genoma (GE31) con AAV.CASI.PRPF31 a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 0, 10.000 y 15.000. Tras la transduccion, se incubd cada réplica con segmentos externos de
fotorreceptores marcados con FITC (FITC-POS) 1x10° durante 1 hora a 37 °C. Se determind la captacion de FITC-
POS sometiendo a recuento las células positivas de FITC utilizando citometria de flujo. El tratamiento de la linea celular
mutante de GE31 dio como resultado la captacion de FITC-POS aumentada, en forma dosis-dependiente (Figura 7).
Este resultado confirma el potencial de la terapia de aumento génico para ser utilizada para el tratamiento de la
degeneracion retiniana asociada a PRPF31.

OTRAS REALIZACIONES

Cabe entender que mientras que la invencién se ha descrito junto con la descripcién detallada de la misma, la anterior
descripcién esta prevista para ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, la cual queda definida por el alcance de
las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones entran dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Massachusetts Eye and Ear Infirmary
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<120> TERAPIAS DE AUMENTO GENICO PARA

LA DEGENERACION RETINAL HEREDEDADA PROVOCADA POR MUTACIONES EN EL

GEN PRPF31
<130> 00633-0192WO1

<150> US 62/147,307
<151> 2015-04-14

<150> US 62/129,638
<151> 06/03/2015

<160> 34
<170> Patentln versiéon 3.5

<210>1

<211> 736

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (168)..(168)
<223> /replace="Arg"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (204)..(204)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (266)..(266)
<223> /replace="Gly"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (311)..(311)
<223> /replace="Lys"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (411)..(411)
<223> /replace="GIn"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (460)..(460)
<223> /replace="Glu"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (493)..(493)
<223> /replace="Thr"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (562)..(562)
<223> /replace="Asn"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (576)..(576)
<223> /replace="Glu"
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<220>

<221>VARIANTE

<222> (587)..(587)

<223> /replace="Ala"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (609)..(609)

<223> /replace="Asp"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(736)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 1

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Gln Ser Pro Gln Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Ile Gly

24



145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Tyr

His

Trp

305

Val

Leu

Tyr

Asp

Ser
385

Lys

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Phe

Cys

290

Gly

Lys

Thr

Val

val

370

Gln

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Gly

275

His

Phe

Glu

Ser

Leu

355

Phe

Ala

Gln

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Tyr

Phe

Arg

val

Thr

340

Gly

Met

val

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr

325

Val

Ser

Ile

Gly
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150

Pro

Val

val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Thr

Pro

Lys

310

Thr

Gln

Ala

Pro

Arg
390

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Pro

Arg

295

Arg

Asn

vVal

His

Gln

375

Ser

Lys

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Trp

280

Asp

Leu

Asp

Phe

Gln

360

Tyr

Ser

25

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Gly

Trp

Asn

Gly

Thr

345

Gly

Gly

FPhe

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Tyr

Gln

Phe

Thr

330

Asp

Cys

Tyr

Tyr

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ser

Phe

Arg

Lys

315

Thr

Ser

Leu

Leu

Cys
395

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Thr

Asp

Leu

300

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

380

Leu

Phe

Gly

Ala

205

val

Asp

Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Tyr

Pro

365

Glu

Gly

Glu

130

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln

350

Phe

Asn

Tyr

Gln

175

Pro

Gly

Asn

val

His

255

Asn

Arg

Asn

Ile

Asn

335

Leu

Pro

Asn

FPhe

160

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

Thr

Phe

Asn

Gln

320

Asn

Pro

Ala

Gly

Pro
400



Ser

Glu

Thr

Gln

465

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

545

Thr

Tyr

Thr

Asn

Thr

625

Lys

Gln

Asp

Leu

Gln

450

Ala

Pro

Asn

Arg

Asp

530

Gln

Ser

Gly

Gly

Arg

610

Asp

His

Met

Vval

Met

435

Thr

Gly

Cys

Ser

Asp

515

Glu

Gly

Glu

Thr

Thr

595

Asp

Gly

Pro

Leu

Pro

420

Asn

Thr

Pro

Tyr

Asn

500

Ser

Asp

Ala

Glu

val

580

Val

val

His

Pro

Arg

405

Phe

Pro

Ser

Ser

Arg

485

Phe

Leu

Lys

Gly

Glu

565

Ala

Asn

Tyr

Phe

Pro
645
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Thr

His

Leu

Gly

Ser

470

Gln

Ala

val

Phe

Asn

550

Ile

Thr

Ser

Leu

His

630

Gln

Gly

Ser

Ile

Thr

455

Met

Gln

Trp

Asn

Phe

535

Ser

Lys

Asn

Gln

Gln

615

Pro

Ile

Asn

Ser

Asp

440

Ala

Ala

Thr

Pro

520

Pro

Asn

Thr

Leu

Gly

600

Gly

Ser

Leu

26

Asn

Tyr

425

Gln

Gly

Asn

Val

Gly

505

Gly

Met

val

Thr

Gln

585

Ala

Pro

Pro

Ile

Phe
410

Ala

Tyr

Asn

Gln

Ser

490

Ala

Pro

Ser

Asp

Asn

570

Ser

Leu

Ile

Leu

Lys
650

Glu

His

Leu

Arg

Ala

475

Lys

Thr

Ala

Gly

Leu

555

Pro

Ser

Pro

Trp

Met

635

Asn

Phe

Ser

Tyr

Thr

460

Lys

Thr

Lys

Met

val

540

Asp

val

Asn

Gly

Ala

620

Gly

Thr

Ser

Gln

Tyr

445

Asn

Ala

Tyr

Ala

525

Asn

Ala

Thr

Met

605

Lys

Gly

Pro

Tyr

Ser

430

Leu

Gln

Trp

Asn

His

510

Thr

Ile

val

Thr

Ala

590

Val

Ile

Phe

Val

Thr

415

Leu

Ser

Phe

Leu

Gln

4385

Leu

His

Phe

Met

Glu

575

Pro

Trp

Pro

Gly

Pro
655

Phe

Asp

Ser

Pro

480

Asn

Asn

Lys

Gly

Ile

560

Gln

Ala

Gln

His

Leu

640

Ala
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ES 2806 054 T3

Asn Pro Pro Thr Thr Phe Ser Pro Ala

660

665

Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val

675 680

Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro

690 695

Tyr Asn Lys Ser Thr Asn Val Asp Phe

705 710

Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr

725

<210>2

<211> 2208

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (502)..(504)
<223> /replace="aaa"
<220>

<221> variacion
<222> (610)..(612)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacioén
<222> (796)..(798)
<223> /replace="ggc"

<220>

<221> variacion
<222> (931)..(933)
<223> /replace="aag

<220>

<221> variacion
<222>(1231)..(1233)
<223> /replace="cag"

<220>

<221> variacioén
<222> (1378)..(1380)
<223> /replace="gag"

<220>

<221> variacion
<222> (1477)..(1479)
<223> /replace="acc"

<220>
<221> variacion
<222> (1684)..(1686)

27

Lys

Glu

Glu

Ala

Arg
730

Phe

Ile

Ile

val

715

Tyr

Ala

Glu

Gln

700

Asp

Leu

Ser

Trp

685

Tyr

Thr

Thr

Phe

670

Glu

Thr

Asn

Arg

Ile

Leu

Ser

Gly

Asn
735

Thr

Gln

Asn

val

720

Leu
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15

20

25

<223> /replace="aac"

<220>

<221> variacioén
<222> (1726)..(1728)
<223> /replace="gag"

<220>

<221> variacion
<222> (1759)..(1761)
<223> /replace="gcc"

<220>

<221> variacioén
<222> (1825)..(1827)
<223> /replace="gac"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2208)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacién proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

ES 2 806 054 T3

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion"

<400> 2

atggctgcecg
gagtggtggg
gacggcceggg
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgtc
gccaagaagc
ggaaagaaga
aagaaaggcc
tcagtgcccg
aatacaatgg
gtgggtaacg
accaccagca
tccagcocaat
gggtattttg
atcaacaaca
gtcaaggagg

gttcaggtcet

atggttatct
acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctega
gaccggtaga
agcagecccge
accctcaacce
cagcaggcgg
cctcaggaaa
cccgaacctg
cgggagcaag
actttaacag
actggggatt
tcacgacgaa

ttacggactc

tccagattgg
tggagcceccg
tcectggcetac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtctttt
acctcteggt
gcaatcacce
gaagaagaga
actcggagaa
tggecgetceca
ttggcattge
ggcccteecee
caccaacgac
attccactge
ccggcoccaag
tgatggcacc

ggaataccag

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggcccteg
ctgeggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccag
ctcaactttg
cccccegeag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
aacacctact
cacttctcac
agactcaact
acgaccatcg

cteccegtacyg

28

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggcgage
aaggcgctaa
actcctctte
ggcagacagg
cccectectgg
ataacgaagqg
ggctgggega
accacctcta
tcggctacag
cacgtgactg
tcaagectett
ccaataacct

tecteggete

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgocgagttt
agtcttccag
gacggctecct
gggcatcggce
cgactcagag
tgtgggatct
cgccgacgga
cagagtcatec
caagcaaatc
caccceetgg
gcagcgactc
caacatcecag
taccagcacg

tgcgcaccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



10

15

20

25

ggctgectge
ctgaacaatg
tctecaaatge
tttcacagca
cagtacctgt
ttgcaatttt
gggccctget
tttgecctgga
ggtccecgeta
ttaatatttg
accagtgagg
gccactaacc
gccttacctg
aagattecte
aaacacccgc
accttcagte
gtggaaattg
tacacttecca

tattctgage

ctcegttece
gcagtcaggc
tgagaacggyg
gctacgcgca
actacctgte
ctcaggccgg
accggcagca
ccggtgecac
tggcaaccca
ggaaacaggg
aagaaattaa
tgcaatcgtc
gcatggtctg
acacggacgg
ctcctcagat
cagctaagtt
aatgggagct
actacaacaa

ctcgceeceat

<210>3
<211> 737
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (157)..(157)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (168)..(168)
<223> /replace="Arg"
<220>
<221>VARIANTE
<222> (262)..(262)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE

<222> (263)..(263)
<223> /replace="His"

ES 2 806 054 T3

ggcggacgtce
cgtgggcegt
caacaacttt
cagccaaagc
teggacteag
gcctagtage
acgcgtctec
caagtatcat
caaggacgac
agctggaaat
aaccaccaac
aaacaccgct
gcagaaccgg
acactttecat
cctgattaag
tgegtegtte
gcagaaagaa
atctacaaat

cggcaccegt

ttcatgatte
tecctecttet
gagttcaget
ctggaccggc
accacgagtg
atggcgaatc
aagacagcga
ctgaatggea
gaagacaaat
agcaacatgg
ccagtggcca
cctgctacag
gacgtgtacc
ccctegecge
aatacacctg
atcacgcagt
aacagcaaac

gtggactttg

taccteacce

29

ctcagtacgg
actgcctgga
acacgtttga
tgatgaaccc
gtaccgcagg
aggccaaaaa
atcaaaataa
gagactctet
tttttceogat
accttgacaa
cagaacagta
ggaccgtcaa
tgcagggtce
tgatgggagg
ttceccgegaa
acagcaccgg
gctggaaccc
ctgttgacac

gtaatctg

gtacctgact
gtactttcct
ggacgtgcct
cctcatcgac
aaatcggacg
ctggctacce
caacagcaac
ggtaaatccc
gagcggagtce
cgttatgata
cggcacggtg
cagtcaagga
tatctgggee
ctttggactg
tcctccaact
acaggtcagc
agagattcaa

aaatggegtt

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2208
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65

<220>
<221>VARIANTE
<222> (312)..(312)
<223> /replace="Lys"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (412)..(412)
<223> /replace="GIn"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (460)..(460)
<223> /replace="GIn"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (461)..(461)
<223> /replace="Glu"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (552)..(552)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (556)..(556)
<223> /replace="Tyr"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (557)..(557)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (563)..(563)
<223> /replace="Asn"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (580)..(580)
<223> /replace="lle"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (588)..(588)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (664)..(664)
<223> /replace="Thr"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(737)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos

ES 2806 054 T3

en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 3

30



Glu

Lys

Gly

Vval

65

Gln

Asp

Asn

Leu

Pro

145

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Ala

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Gly

130

val

Lys

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Ala

Ile

Asn

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

val

Gln

Gln

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

ES 2 806 054 T3

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Pro

Val

Val

Asn

Cys

230

Thr

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Arg

Phe

Gly

135

Gln

Ala

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

31

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Lys

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Arg

170

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

Leu

Pro

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser

155

Leu

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Thr

Phe

Gly

Ala

205

Val

Asp

Asn

Asn

Pro

val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Asn

val

His

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly

160

Thr

Pro

Gly

Ala

Ile
240



Tyr

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly

385

Pro

Phe

Asp

Arg

Ser

465

Pro

Lys

Tyr

His

290

Trp

val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Ser

Glu

Thr
450

Gln

Gly

Gln

Fhe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

Gln

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Ala

Pro

Ile

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ala

Met

Val

420

Met

Thr

Gly

Cys

245

Ser

Tyr

Phe

Arg

val

325

Thr

Gly

Met

val

Leu

405

Pro

Asn

Thr

Pro

Tyr
485

ES 2 806 054 T3

Asn

Ser

Ser

Pro

310

Thr

Vval

Ser

Ile

Gly

390

Arg

Phe

Pro

Gly

Ser

470

Arg

Ser

Thr

Pro

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Thr

His

Leu

Gly

455

Ser

Gln

Gln

Pro

280

Arg

Arg

Asn

vVal

His

360

Gln

Ser

Gly

Ser

Ile

440

Thr

Met

Gln

32

Ser

265

Trp

Asp

Leu

Asp

Phe

345

Gln

Tyr

Ser

Asn

Ser

425

Asp

Ala

Ala

Arg

250

Gly

Gly

Trp

Asn

Gly

330

Thr

Gly

Gly

Phe

Asn

410

Tyr

Gln

Gly

Asn

val
490

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Thr

Asp

Cys

Tyr

Tyr

395

Phe

Ala

Tyr

Asn

Gln

475

Ser

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Thr

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Glu

His

Leu

Arg

460

Ala

Lys

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Ser

Tyr

445

Thr

Lys

Thr

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Ser

Gln

430

Tyr

Leu

Asn

Thr

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

Tyr

415

Ser

Leu

Gln

Trp

Asn
495

Asn

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe

400

Thr

Leu

Ser

Phe

Leu

480

Gln



Asn

Asn

Lys

Gly

545

Ile

Glu

Gln

Gln

His

625

Ala

Thr

Gln

Asn

705

Val

Asn

Gly

Asp

530

Lys

Thr

Tyr

Thr

Asn

610

Thr

Lys

Asn

Gln

Lys

690

Tyr

Tyr

Asn

Arg

515

Asp

Gln

Ser

Gly

Gly

595

Arg

Asp

His

Pro

Tyr

675

Glu

Asn

Ser

Ser

500

Asp

Glu

Gly

Glu

Val

580

Thr

Asp

Gly

Pro

Pro

660

Ser

Asn

Lys

Glu

Asn

Ser

Asp

Ala

Glu

565

Vval

Val

Vval

Asn

Pro

645

Thr

Thr

Ser

Ser

Pro
725
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Phe

Arg

Gly

550

Glu

Ala

Asn

Tyr

Phe

630

Pro

Thr

Gly

Lys

Thr

710

Arg

Ala

val

Phe

535

Asn

Ile

Thr

Ser

Leu

615

His

Gln

Phe

Gln

Arg

695

Asn

Pro

Trp

Asn

520

Phe

Asp

Lys

Asn

Gln

600

Gln

Pro

Ile

Ser

vVal
680

Trp

val

Ile

33

Thr

505

Pro

Pro

Asn

Thr

Leu

585

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

€665

Ser

Asn

Asp

Gly

Gly

Gly

Ser

vVal

Thr

570

Gln

Ala

Pro

Pro

Ile

650

Ala

Val

Pro

Phe

Thr
730

Ala

val

Ser

Asp

555

Asn

Ser

Leu

Ile

Leu

635

Lys

Lys

Glu

Glu

Ala

715

Arg

Thr

Ala

Gly

540

Leu

Pro

Ala

Pro

Trp

620

Met

Asn

Phe

Ile

Ile

700

val

Tyr

Lys

Met

525

Val

Asp

Vval

Asn

Gly

605

Ala

Gly

Thr

Ala

Glu

685

Gln

Asp

Leu

Tyr

510

Ala

Leu

Asn

Ala

Thr

530

Met

Lys

Gly

Pro

Ser
670

Trp

Tyr

Thr

Thr

His

Thr

Ile

vVal

Thr

575

Ala

Val

Ile

Phe

val

655

Phe

Glu

Thr

Glu

Arg
735

Leu

His

Phe

Met

560

Glu

Pro

Trp

Pro

Gly

640

Pro

Ile

Leu

Ser

Gly

720

Asn



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2806 054 T3

<210>4

<211> 2211

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (469)..(471)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacion
<222> (502)..(504)
<223> /replace="aag"
<220>

<221> variacion
<222> (784)..(786)
<223> /replace="agt"

<220>

<221> variacioén
<222> (787)..(789)
<223> /replace="cac"

<220>

<221> variacion
<222> (934)..(936)
<223> /replace="aag

<220>

<221> variacion
<222> (1234)..(1236)
<223> /replace="cag"

<220>

<221> variacioén
<222> (1378)..(1380)
<223> /replace="cag"

<220>

<221> variacion
<222> (1381)..(1383)
<223> /replace="gag"

<220>

<221> variacioén
<222> (1654)..(1656)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacion
<222> (1666)..(1668)
<223> /replace="tac"

<220>
<221> variacion
<222> (1669)..(1671)

<223> /replace="agc"
<220>
<221> variacion

<222> (1687)..(1689)
<223> /replace="aac"

34



10

15

20

ES 2 806 054 T3

<220>

<221> variacion
<222> (1738)..(1740)
<223> /replace="atc"

<220>

<221> variacion
<222> (1762)..(1764)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacioén
<222> (1990)..(1992)
<223> /replace="acc"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2211)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacion proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion"

<400> 4

atggctgececg atggttatct tccagattgg ctegaggaca

gagtggtggy
gacggecggyg
aagggggage
cagcagctca
caggagcgte
gccaagaagce
ggaaagaaga
aagaaaggcc

tcagtgeeccg
aatacaatgg
gtgggtaatg
accaccagca
tccaacagec
tgggggtatt

ctcatcaaca

caggtcaagg

acggttcagg

acttgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttetega
gaccggtaga
agcagcccge
accctcaacc
ctgcaggcgg
cctcaggaaa
cccgaacctg
aatcgggagg
ttgactttaa
acaactgggg
aggtcacgac

tctttacgga

tggagccecyg
tcctggectac
ggcggacgcea
caatccgtac
tacgtetttt
aceteteggt
gcaatcacce
gaaaaagaga
actcggagaa
tggcgceteca
ttggcattge
ggccctecce
aagcaccaac
cagattccac
attcecggecee
gaatgatgge

ctcggaatac

aaacccaaag
aagtaccteg
gcggeeccteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
caggaaccag
ctcaactttg
cccececgeag
atggcagaca
gattccacat
acctacaaca
gacaacacct
tgccacttect
aagagactca
accacgacca

cagctcecegt

35

acctctcetga
ccaaccagca
gacccttecaa
agcacgacaa
accacgccga
tcgggegage
aaggegcetaa
actcctctac
ggcagactgg
cceectetgg
ataacgaagg
ggctgggega
accacctcta
acttcggcta
caccacgtga
acttcaagct
tcgeccaataa

acgtectegg

gggcattege
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctect
gggcatcgge
cgactcagag
tgtgggatct
cgccgacgga
cagagtcatc
caagcaaatc
cagcaccccc
ctggcagcga
cttcaacatc
ccttaccage

ctctgegeac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080



10

15

20

25

cagggctgcc
actctgaaca
cetteteaaa
ccttttcaca
gaccagtacc
acgttgcaat
ceegggecct
aactttgect
cccggtgteg
gtcttaatat
ataaccagtyg
gtggccacta
ggagccttac
gccaagattc
ctgaaacacc
actaccttca
agcgtggaaa
caatacactt

gtttattctg

tgcectecegtt
atggcagtca
tgctgagaac
gcagctacgce
tgtactacct
tttetcagge
gctaccggea
ggaccggtge
ctatggcaac
ttgggaaaca
aggaagaaat
acctgcaatc
ctggcatggt
ctcacacgga
cgecctcoetea
gtccagetaa
ttgaatggga
ccaactacaa

agcectogece

<210>5
<211> 738
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (158)..(158)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (169)..(169)
<223> /replace="Arg"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (564)..(564)
<223> /replace="Asn"

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(738)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos

ES 2 806 054 T3

cccggcggac
ggcegtggge
gggcaacaac
gcacagccaa
gtcteggact
cgggectagt
gcaacgegte
caccaagtat
ccacaaggac
gggagctgga
taaaaccacce
ggcaaacacc
ctggcagaac
cggaaacttt
gatcctgatt
gtttgegteg
gctgcagaaa
caaatctaca

catcggcace

gtcttcatga
cgttectect
tttgagttca
agcctggacc
cagaccacgg
agcatggcga
tccaagacaa
catctgaatg
gacgaagacc
aatgacaacg

aacccagtgy

gctcctceaaa
cgggacgtgt
catcectege
aagaatacac
ttcatcacge
gaaaacagca

aatgtggact

cgttacctea

36

ttcectcagta
tctactgect
gctacacgtt
ggctgatgaa
gaggtaccgce
atcaggeccaa
cgaatcaaaa
gcagagacte
gattttttcc
tggaccttga
ccacagaaga
cagggaccgt
acctgcaggg
cgctgatggg
ctgttceege
agtacagcac
aacgctggaa
ttgctgttga

cccgtaatet

cgggtacctg
ggagtacttt
tgaggacgtyg
ccccctcatce
aggaaatcgg
aaactggcta
taacaacagc
tetggtaaat
gtccagcgga
caacgttatg
gtacggegtyg
caacagtcaa
tcctatcetgg
aggctttgga
gaatcctceca
cggacaggte
cccagagatt
cacagaaggc

g

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2211



en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 5

Met Ala Ala Asp Gly

1

Glu

Lys

Gly

Val

65

Gln

Asn

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ser
225

Gly

Ala

Tyr

50

Asn

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Vval

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Ile

Asn

35

Lys

Ala

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Asp

Ala

195

Pro

Gly

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

val

Gln

Gly

Ser

180

Pro

Met

Asn

5

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

ES 2 806 054 T3

Tyr

Trp

Lys

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Gly

Asp

His
230

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Phe

Gly

135

Gln

Pro

val

Val

Asn

215

Cys

Pro

Asp

Asp

40

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

37

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Glu

Lys

Asp

185

Ser

Glu

Ser

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Asn

Gly

Thr

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Asp

155

Arg

Gln

Thr

Ala

235

Glu

Gly

Gly

Asp

Asp

Arg

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Leu

Pro

Met

Asp

220

Leu

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

Val

125

Gly

Ser

Asn

Ala
205

Gly

Gly

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

150

Ala

Val

Asp

Leu

15

Lys

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Gly

Pro

Arg

Ile

le0

Gln

Pro

Gly

Asn

val
240



Ile

Leu

Asn

Asn
305

Ile

Pro

Asn

385

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe
465

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

370

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

450

Ser

Pro

Thr

Lys

Tyr

275

His

Trp

Val

Leu

Tyr

355

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Val

Gln

Gln

Asp

420

Leu

Gln

Ala

Pro

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

val

Met

Thr

Gly

Cys

ES 2 806 054 T3

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

val

Thr

Gly

Met

val

390

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

470

Tyr

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

val

Ser

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

Gly

455

Ser

Arg

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Thr

Gln

Ala

360

Pro

Arg

Thr

His

Leu

440

Gly

Ser

Gln

38

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

val

345

His

Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Met

Gln

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

Gln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Asp

Ala

Ala

Arg

Pro

Gly

Gly

Trp

Asn

315

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

Gln

Gly

Asn

475

val

Thr

Gly

Tyr

Gln

300

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Thr

460

Gln

Ser

Tyr

Ser

Fhe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leu

Cys

Gln

His

Leu

445

Gln

Ala

Thr

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Thr

Lys

Thr

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Gln

Trp
480

Asn



Gln

Leu

His

Phe

545

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser

705

Gly

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Ile

Glu

Gln

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

690

Asn

Val

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Thr

595

Asn

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Tyr

Asn

500

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Ser

485

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

val

Thr

Asp

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu
725

ES 2 806 054 T3

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Glu

val

Val

val

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

710

Pro

Phe

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Arg

Ala

Val

520

Phe

Asn

Ile

Thr

Ser

600

Leu

His

Gln

Phe

Gln

680

Arg

Asn

Pro

39

Trp

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Asn

665

val

Trp

val

Ile

490

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly
730

Gly

Gly

Ser

val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ala

val

Pro

Phe

715

Thr

Ala

val

Ser

540

Asp

Asn

Ser

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Arg

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Ala

Pro
605

Trp

Met

Asn

Leu

Tle

685

Ile

Val

Tyr

Lys

510

Met

Val

Ser

val

Asn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Leu

495

Tyr

Ala

Leu

Asn

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr
735

His

Thr

Ile

Vval

560

Thr

Ala

Val

Ile

Phe

640

Val

Phe

Glu

Thr

Glu

720

Arg
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15

20

25

30

<210>6
<211> 2214
<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (472)..(474)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacioén
<222> (505)..(507)
<223> /replace="aga"
<220>

<221> variacion
<222> (1690)..(1692)
<223> /replace="aac"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2214)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacion proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

ES 2 806 054 T3

Asn Leu

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion”

<400> 6

atggctgeeg
gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgte
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
tctaatacaa
ggagtgggta
atcaccacca

atctccaacg

ccctgggggt

atggttatct
acctgaaacc
gtctggtget
cegtecaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctecga
gaccggtaga
goccagcagee
ccgaccctca
tggctgcagg
attcctcggg
gcacccgaac

ggacctcggg

attttgactt

tcecagattgg
tggagcceeg
teetggctac
ggcggacgcea
caatccgtac
tacgtctttt
acctcocteggt
goagtcacca
cgccaaaaag
acctctcgga
cggtggcgca
aaattggcat
ctgggccctg
aggcagcacc

taacagatte

ctegaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
goeggecacteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgtgagco
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgattcca
cccacctaca
aacgacaaca

cactgccact

40

acctctetga
ccaaccagca
gaccctteaa
agcacgacaa
atcacgccga
tcgggegage
aaggcgctaa
ccgactccta
tecggtcagac
cagcgcccte
acaataacga
catggctggg
acaaccacct
cctactttagg

tctecaccacg

gggcattecge
aaagcaggac
cggactcgac
ggcactacgac
cgccgagttt
agtcttccag
gacggctcct
cacgggcatc
tggcgactca
tggtgtggga
aggtgccgac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc

tgactggcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900



10

15

20

cgactcatca
atccaggtca
agcaccgtee
caccagggct
ctgactctca
tteccectete
gtgcctttee
atcgaccagt
cagacgttge
ctgecctggac
agcaactttg
aatccgggceg
ggegtectca
atgataacca
gtggtggcta
cagggagcct
tgggccaaga
ggacttaaac
ccaacaacgt
gtcagegtgg
attcagtata

ggtgtttact

<210>7

<211> 738
<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado

<220>
<221>VARIANTE
<222> (158)..(158)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (169)..(169)
<223> /replace="Lys"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (315)..(315)

acaacaactg
aagaggtcac
aggtgtttac
gcctgectee
acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
agttttctca
cctgctacag
catggactgg
tcgccatgge
tatttggcaa
gcgaggaaga
ctaacctaca
tacctggcat
ttcctcacac
atcecgectee
tcaaccaggce
agatcgagtg
cttccaacta

ctgagcctceg

ES 2 806 054 T3

gggattccgg
gacgaatgaa
ggactcggaa
gttecececggeg
tcaggccgtg
aacgggcaac
cgcgcacage
cctgtcaaga
ggcegggect
acagcagcgce
tgecaccaag
aacccacaag
gcagggagct
aatcaagacc
gtcggcaaac
ggtctggcag
agatggcaac
tcagatcecte
caagctgaat
ggagctgcag
ctacaaatct

ccccattgge

cccaagagac
ggcaccaaga
taccagcetge
gacgtcttca
ggacgttcct
aactttcaat
cagagtttgg
acccagacta
agcagcatgg
gtctccacga
tatcatctga
gacgacgagg
ggaaatgaca
accaaccceg
accgctecte
aaccgggacg
tttcaccegt
atcaaaaaca
tctttcatca
aaggagaaca

acaaatgtgg

actcgttacc

41

tcaacttcaa
ccatcgccaa
cgtacgtcct
tgattcctca
ccttctactg
tcagctacac
acaggctgat
cgggaggcac
cgaatcaggce
caacgaatca
acggcagaga
accgcttett
acgtggacta
tggccacaga
aaacggggac
tgtacctgca
ctcctttaat
ctectgttee
cgcagtacag
gcaagcgctg
actttgctgt

tcacccgtaa

gctettcaac
taacctcacce
cggetetgee
gtacggctac
cctggagtac
tttcgaggac
gaatcctete
agcgggaacce
caaaaactgg
aaacaacaac
ctetetggtg
cccatccage
tagcaacgtg
agagtatgge
cgtcaacagce
gggtcctatt
gggcggettt
tgeggatcect
caccggacaa
gaacccagag
taatactgag

tctg

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2214



ES 2806 054 T3

<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (413)..(413)
<223> /replace="Glu"

<220>

<221>VARIANTE

<222> (472)..(472)

<223> /replace="Thr" o "Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (534)..(534)
<223> /replace="Glu"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (542)..(542)
<223> /replace="Val"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (595)..(595)
<223> /replace="Val"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(738)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 7

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

42



Asn

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ser

225

Ile

Asn

Arg

Asn

305

Ile

Asn

Leu

Leu

Gly

130

val

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Gly

115

Leu

Glu

Lys

Asp

Ala

195

Pro

Gly

Thr

Lys

Tyr

275

His

Trp

Val

Leu

Tyr
355

Arg

Val

Gln

Gly

Ser

180

Fro

Met

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Ala

Glu

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Leu

ES 2 806 054 T3

Vval

Glu

Pro

150

Gln

Ser

Gly

Asp

His

230

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

val

Thr

Gly

Phe

Gly

135

Gln

Pro

Val

Vval

Asn

215

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Ser

Gln

120

Ala

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala
360

43

Ala

Lys

Glu

Arg

Asp

185

Ser

Glu

Ser

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

345

His

Lys

Thr

Pro

Lys

170

Pro

Asn

Gly

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

Gln

Lys

Ala

Asp

155

Arg

Gln

Thr

Ala

Trp

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Asn

315

Gly

Thr

Gly

Arg

Pro

140

Ser

Pro

Met

Asp

220

Leu

Thr

Gly

Tyr

Gln

300

Phe

Thr

Asp

Cys

Val

125

Gly

Ser

Asn

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu
365

Leu

Lys

Thr

Phe

Gly

190

Ala

Val

Asp

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Glu

Lys

Gly

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Pro

Arg

Ile

160

Gln

Pro

Gly

Ser

Val

240

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe



Pro

Asn

385

Phe

Thr

Leu

Ser

Phe

465

Leu

Gln

Leu

His

Phe

545

Glu

Pro

Trp

Ala

370

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

450

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Leu

Glu

Gln

Gln

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ile

595

Asn

Val

Gln

Gln

Asp

420

Leu

Gln

Ala

Pro

Asn

500

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Phe

Ala

Met

405

val

Met

Thr

Gly

Cys

485

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

val

Thr

Asp

ES 2 806 054 T3

Met

Val

330

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

470

Tyr

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Glu

Val

Val

Val

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

Gly

455

Ser

Arg

Phe

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

Pro

Arg

Thr

His

Leu

440

Gly

Asn

Gln

Ala

val

520

Phe

Lys

Ile

Asp

Ser

600

Leu

44

Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Met

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Asp

Ala

Ala

Arg

490

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

Gln

Gly

Asn

475

val

Gly

Gly

Ser

val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Thr

460

Gln

Ser

Ala

val

Ser

540

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

Leu

Cys

Gln

His

Leu

445

Gln

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro
605

Trp

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Thr

Lys

Thr

Lys

510

Met

Ile

Ser

val

Asn

590

Gly

Ala

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

495

Tyr

Ala

Asn

Ala

575

Thr

Met

Lys

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Gln

Trp

480

Ser

His

Thr

Ile

Val

560

Thr

Ala

Val

Ile



10

15

20

25

30

35

610

Pro His
625

Gly Leu

Pro Ala

Ile Thr

Leu Gln
690

Ser Asn
705

Gly Val

Asn Leu

<210> 8
<211> 2214
<212> ADN

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Tyr

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Ser

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (472)..(474)
<223> /replace="agc"

<220>
<221> variacion
<222> (505)..(507)

<223> /replace="aag"

<220>

<221> variacion
<222> (943)..(945)
<223> /replace="agc"

<220>
<221> variacion
<222> (1237)..(1239)

<223> /replace="gaa"

<220>
<221> variacion

<222> (1414)..(1416)

<223> /replace="aac" o "agc"

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

Glu
725

ES 2806 054 T3

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

710

Pro

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Arg

His

Gln

FPhe

Gln

680

Arg

Asn

Pro

45

Pro

Ile

Asn

665

Val

Trp

Val

Ile

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly
730

Pro

635

Ile

Ala

Val

Pro

Phe

715

Thr

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Arg

Met

Asn

Leu

Ile

685

Ile

Val

Tyr

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Leu

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

Thr
735

Phe

640

Vval

Phe

Glu

Thr

Glu

720

Arg



10

15

20

<220>

<221> variacion
<222> (1600)..(1602)
<223> /replace="gag"

<220>

<221> variacion
<222> (1624)..(1626)
<223> /replace="gtc"

<220>

<221> variacion
<222> (1783)..(1785)
<223> /replace="gta"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2214)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacion proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

ES 2 806 054 T3

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion"

<400> 8

atggctgeeg
gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgtce
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc
tctaatacaa
ggagtgggta
atcaccacca
atctccaacg
ccetgggggt
cgactcatca
atccaggtea
agcaccatce

caccaggget

atggttatct
acctgaaacc
gtctggtgcet
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccagcagea
ccgaccctea
tggctgcagg
gttcctcggg
gcacccgaac
ggacctcggyg
attttgactt
acaacaactg
aagaggtcac
aggtgtttac

gectgectee

tccagattgg
tggagccecg
tcctggcectac
ggcggacgeca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctcocggt
gcagtcacca
cgccagaaag
acctctcgga
cggtggecgea
aaattggcat
ctgggecetg
aggcagcacc
taacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggaa

gtteceggeyg

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
geggeccteg
ctgceggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgtgage
agactcaatt
gaacctccag
ccaatggcag
tgcgattcca
cccacctaca
aacgacaaca
cactgccact
cccaagagac
ggcaccaaga
taccagctge

gacgtottea

46

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
atcacgccga
tegggegage
aaggcgctaa
ccgactecte
tecggtcagac
cagcgcccte
acaataacga
catggctggg
acaaccacct
cctactttgg
tctcaccacg
tcaacttcaa
ccategecaa
cgtacgtcct

tgattectea

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgecgagttt
agtcttcecag
gacggctcct
cacgggcatc
tggcgactca
tggtgtggga
aggtgccgac
cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggeag
gctcttcaac
taacctcacce
cggctectgee

gtacggetac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140



10

15

20

25

30

ctgactetca
ttceceetcete
gtgcetttee
atcgaccagt
cagacgttgc
ctgecctggac
agcaactttg
aatcegggeg
ggcatcctca
atgctaacca
gtggtggctg
cagggagcct
tgggccaaga
ggacttaaac
ccaacaacgt
gtcagegtgg
attcagtata

ggtgtttact

acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
agttttcteca
cctgectacag
cctggactgg
tegececatgge
tatttggcaa
gcgaggaaga
ataacctaca
tacctggeat
ttectecacac
atcegectee
tcaaccaggc
agatcgagtg
cttccaacta

ctgagccteg

<210>9

<211>738

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (169)..(169)
<223> /replace="Lys"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (315)..(315)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (534)..(534)
<223> /replace="Glu"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (542)..(542)
<223> /replace="Val"

<220>
<221> misc_feature

ES 2 806 054 T3

tcaggeegtg
aacgggcaac
cgcgcacage
cctgtcaaga
ggeegggect
acagcagcgc
tgccaccaag
aacccacaag
gcagggagct
aatcaagacc
gcagcaaaac
ggtctggeag
agatggcaac
tcagatccte
caagctgaat
ggagctgeag
ctacaaatct

ccccattgge

ggacgtteet
aactttcaat
cagagtttgg
acccagacta
agcaacatgg
gtcteccacga
tatcatctga
gacgacgagg
ggaaaagaca
accaaccccg
accgetecte
aaccgggacg
tttcaccegt
atcaaaaaca
tctttcatca
aaggagaaca
acaaatgtgg

actcgttacc

47

ccttetactg
tcagctacac
acaggctgat
cgggaggcac
cgaatcaggce
caacgtegeca
acggcagaga
acegettett
acgtggacta
tggccacaga
aaatagggac
tgtacctgea
ctecectttaat
ctecetgttee
cgcagtacag
gcaagcgcetg
actttgcectgt

tcacccgtaa

cetggagtac
tttcgaggac
gaatcctete
agcgggaace
caaaaactgg
aaacaacaac
ctctetggtg
cccatecage
tagcaacgtg
agagtatggc
cgtcaacage
gggtcctatt
gggcggcttt
tgeggatect
caccggacaa
gaacccagag
taatactgag

tctg

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2214



ES 2 806 054 T3

<222> (1)..(738)
<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 9

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile
145 150 155 160

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Arg Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 190

Pro Ala Ala Pro Ser Gly Val Gly Ser Gly Thr Met Ala Ala Gly Gly
195 200 205

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser
210 215 220

48



Ser

225

Ile

Leu

Asn

Asn
305

Ile

Asn

Pro

Asn

385

Phe

Thr

Ser

Phe

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

370

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg

450

Ser

Gly

Thr

Lys

Tyr

275

His

Trp

Val

Leu

Tyr

355

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Gln

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

val

val

Gln

Gln

Asp

420

Leu

Gln

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

Val

Met

Ser

Gly

ES 2 806 054 T3

His

230

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

Val

Thr

Gly

Met

val

390

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Ser

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

Gly

455

Ser

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

360

Pro

Arg

Thr

His

Leu

440

Gly

Asn

49

Ser

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

Val

345

His

Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Met

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Glu

330

Phe

Gln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Asp

Ala

Ser

Trp

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Asn

315

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

Gln

Gly

Ala

Leu

Thr

Gly

Tyr

Gln

300

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Thr

460

Gln

Gly

Tyr

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leu

Cys

Glu

His

Leu

445

Gln

Ala

Asp

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Gln

Lys

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Tyr

Leu

Asn

val

240

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Leu

Trp



465

Leu

Gln

Leu

His

Phe

545

Met

Glu

Pro

Trp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser
705

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Leu

Gln

Ile

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

690

Asn

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

585

Asn

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Pro

Asn

500

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Cys

485

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

val

Ala

Asp

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

ES 2 806 054 T3

470

Tyr

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Glu

val

val

val

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser
710

Arg

Phe

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Gln

Ala

val

520

Phe

Lys

Ile

Asp

Ser

600

Leu

His

Gln

Phe

Gln

680

Arg

Asn

50

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Asn

665

val

Trp

val

Arg

430

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Leu

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

475

Val

Gly

Gly

Ser

val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ala

vVal

Pro

Phe
715

Ser

Ala

val

Ser

540

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro

605

Met

Asn

Leu

Ile

685

Ile

val

Thr

Lys

510

Met

Ile

Ser

val

Asn

530

Gly

Ala

Gly

Thr

Asn

670

Glu

Gln

Asn

Leu

495

Tyr

Ala

Leu

Asn

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

480

Ser

His

Thr

Met

Val

560

Thr

Ala

Val

Ile

Phe

640

Val

Phe

Glu

Thr

Glu
720



10

15

20

25

30

35

Gly Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg

725

Asn Leu

<210> 10

<211> 2214

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (505)..(507)
<223> /replace="aaa"

<220>

<221> variacioén
<222> (943)..(945)
<223> /replace="agc"

<220>

<221> variacion
<222> (1600)..(1602)
<223> /replace="gag"

<220>

<221> variacion
<222> (1624)..(1626)
<223> /replace="gtc"

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2214)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacién proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

ES 2806 054 T3

730

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion”

<400> 10

atggctgeceg
gagtggtggg
gacggccggg
aagggggagc
cagcagctca
caggagcgtc
gccaagaagc
ggaaagaaga
ggcaagaaag
gagtcagtcc

tctggtacaa

atggttatct
acctgaaacc
gtctggtget
ccgtcaacge
aagcgggtga
tgcaagaaga
gggttctcga
gaccggtaga
gccagcagcece
ccgaccctea

tggctgcagg

tccagattgg
tggagcceccg
tectggectac
ggcggacgca
caatccgtac
tacgtetttt
acctctcggt
gccgtcacca
cgccagaaag
acctatcgga

cggtggcgcea

ctcgaggaca
aaacccaaag
aagtacctcg
gcggecccteg
ctgcggtata
gggggcaacc
ctggttgagg
cagcgttecce
agactcaatt
gaacctccag

ccaatggcag

51

acctctctga
ccaaccagca
gacccttcaa
agcacgacaa
atcacgccga
tcgggegage
aaggcgctaa
ccgactcecte
tcggtcagac
cagcgcccte

acaataacga

735

gggcattcge
aaagcaggac
cggactcgac
ggcctacgac
cgcecgagttt
agtcttccag
gacggctcct
cacgggcatc
tggcgactca
tggtgtggga

aggtgccgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

ggagtgggta
atcaccacca
atctccaacg
ccectgggggt
cgactcatca
atccaggtea
agcaccatce
caccagggct
ctgactctca
ttececctete
gtgectttee
atcgaccagt
cagcagttgce
ctgcectggac
agcaactttg
aatccgggeg
ggcatcctca
atgctaacca
gtggtggctyg
cagggagcct
tgggccaaga
ggacttaaac
ccaacaacgt
gtcagcgtag

attcagtata

ggtgtttact

<210> 11

<211> 738
<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221>VARIANTE
<222> (471)..(471)
<223> /replace="Asn"

<220>

gttccteggg
gcacccgaac
ggaccteggg
attttgactt
acaacaactg
aagaggtcac
aggtgtttac
gcctgectee
acaacggtag
agatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
tgttttctca
cctgetacag
cctggactgg
tcgccatgge
tgtttggcaa
gogaggaaga
ataacctaca
tacctggcat
ttecteacac
atccgectce
tcaaccaggc
agatcgagtg
cttccaacta

ctgagecteg

ES 2 806 054 T3

aaattggcat
ctgggcectg
aggcagcacce
taacagattc
gggattccgg
gcagaatgaa
ggactcggaa
gttececeggeg
tcaggeccegtg
aacgggcaac
cgcgeacage
cctgtcaaga
ggccgggcect
acagcagcgce
tgccaccaag
aacccacaag
gcagggagct
aatcaagacc
gcagcaaaac
ggtctggcag
agatggcaac
tcagatccte
caagctgaat
ggagctgcag
ctacaaatct

ccccattgge

tgcgattcca
ceccacctaca
aacgacaaca
cactgccact
cccaagagac
ggcaccaaga
taccagetge
gacgtcttca
ggacgttcct
aactttgagt
cagagtttgg
acccagtcta
agcaacatgt
gtctccacga
tatcatctga
gacgacgagg
ggaaaagaca
accaaccocyg
accgcetocta
aaccgggacyg
tttecaccegt
atcaaaaaca
tctttcatca
aaggagaaca
acaaatgtgg

actegttace

52

catggctggg

acaaccacct
cctactttgg
tctcaccacg
tcaacttcaa
ccategeecaa
cgtacgteoct
tgattcctca
ccttectactg
tcagctacac
acaggctgat
cgggaggcac
cggctcagge
cactgtegea
acggcagaga
accgcttett
acgtggacta
tggccacaga
ttgtgggggce
tgtacctgceca
ctectttaat
ctectgttece
cgcagtacag
gcaagcgctg
actttgctgt

tcaccegtaa

cgacagagtc
ctacaagcaa
ctacagcacc
tgactggcag
gctcttcaac
taacctcace
cggctotgec
gtacggctac
cctggagtac
tttecgaggac
gaatcctetce
agcgggaacce
caaaaactgg
aaacaacaac
ctctctggtg
cccatccagce
tagcaacgtg
acagtatggce
cgtcaacage
gggtcctatt
gggcggettt
tgcggatect
caccggacaa
gaacccagag
taatactgag

tctg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2214



ES 2 806 054 T3

<221> misc_feature

<222> (1)..(738)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 11

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile
145 150 155 160

Gly Lys Lys Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln
165 170 175

Thr Gly Asp Ser Glu Ser Val Pro Asp Pro Gln Pro Ile Gly Glu Pro
180 185 150

Pro Ala Gly Pro Ser Gly Leu Gly Ser Gly Thr Met Ala Ala Gly Gly
195 200 205

Gly Ala Pro Met Ala Asp Asn Asn Glu Gly Ala Asp Gly Val Gly Ser

53



Ser

225

Ile

Leu

Asn

Asn

305

Ile

Asn

Leu

Pro

Asn

385

Phe

Thr

Leu

Ser

210

Ser

Thr

Tyr

Thr

Phe

290

Asn

Gln

Asn

Pro

Ala

370

Gly

Pro

Phe

Asp

Arg
450

Gly

Thr

Lys

Tyr

275

His

Trp

Val

Leu

Tyr

355

Asp

Ser

Ser

Glu

Arg

435

Thr

Asn

Ser

Gln

260

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

340

Val

Val

Gln

Gln

Asp

420

Leu

Gln

Trp

Thr

245

Ile

Gly

His

Phe

Glu

325

Ser

Leu

Phe

Ala

Met

405

val

Met

Ser

ES 2 806 054 T3

His

230

Arg

Ser

Tyr

Phe

Arg

310

Val

Thr

Gly

Met

Val

390

Leu

Pro

Asn

Thr

215

Cys

Thr

Asn

Ser

Ser

295

Pro

Thr

Ile

Ser

Ile

375

Gly

Arg

Phe

Pro

Gly
455

Asp

Trp

Gly

Thr

280

Pro

Lys

Gln

Gln

Ala

360

Pro

Arg

Thr

His

Leu

440

Gly

54

Ser

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Arg

Asn

Vval

345

His

Gln

Ser

Gly

Ser

425

Ile

Thr

Thr

Leu

250

Ser

Trp

Asp

Leu

Glu

330

Phe

Gln

Tyr

Ser

Asn

410

Ser

Asp

Ala

Trp

235

Pro

Gly

Gly

Trp

Asn

315

Gly

Thr

Gly

Gly

Phe

395

Asn

Tyr

Gln

Gly

220

Leu

Thr

Gly

Tyr

Gln

300

Phe

Thr

Asp

Cys

Tyr

380

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Thr
460

Gly

Tyr

Ser

Phe

285

Arg

Lys

Lys

Ser

Leu

365

Leu

Cys

Glu

His

Leu

445

Gln

Asp

Asn

Thr

270

Asp

Leu

Leu

Thr

Glu

350

Pro

Thr

Leu

Phe

Ser

430

Tyr

Gln

Arg

Asn

255

Asn

Phe

Ile

Phe

Ile

335

Tyr

Pro

Leu

Glu

Ser

415

Gln

Tyr

Leu

val

240

His

Asp

Asn

Asn

Asn

320

Ala

Gln

Phe

Asn

Tyr

400

Tyr

Ser

Leu

Leu



Phe
465

Leu

Gln

His

Phe

545

Met

Glu

Pro

Irp

Pro

625

Gly

Pro

Ile

Leu

Ser
705

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Leu

Gln

Ile

Gln

610

His

Leu

Ala

Thr

Gln

630

Asn

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Thr

Tyr

Val

595

Asn

Thr

Lys

Asp

Gln

675

Lys

Tyr

Ala

Pro

Asn

500

Arg

Asp

Gln

Ser

Gly

580

Gly

Arg

Asp

His

Pro

660

Tyr

Glu

Tyr

Gly

Cys

485

Ser

Asp

Glu

Gly

Glu

565

Val

Ala

Asp

Gly

Pro

645

Pro

Ser

Asn

Lys

ES 2 806 054 T3

Pro

470

Tyr

Asn

Ser

Glu

Ala

550

Glu

Val

Val

val

Asn

630

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser
710

Ser

Arg

Phe

Leu

Arg

535

Gly

Glu

Ala

Asn

Tyr

615

Phe

Pro

Thr

Gly

Lys

695

Thr

Asn

Gln

Ala

Val

520

Phe

Lys

Ile

Asp

Ser

600

Leu

His

Gln

Phe

Gln

680

Arg

Asn

55

Met

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Asp

Lys

Asn

585

Gln

Gln

Pro

Ile

Ser

€65

val

Trp

val

Ser

Arg

430

Thr

Pro

Pro

Asn

Thr

570

Gly

Gly

Ser

Leu

650

Gln

Ser

Asn

Asp

Ala

475

Vval

Gly

Gly

Ser

val

555

Thr

Gln

Ala

Pro

Pro

635

Ile

Ala

Vval

Pro

Phe
715

Gln

Ser

Ala

val

Ser

540

Asp

Asn

Gln

Leu

Ile

620

Leu

Lys

Lys

Glu

Glu

700

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

525

Gly

Tyr

Pro

Gln

Pro
605

Irp

Met

Asn

Leu

Ile

685

Ile

Val

Lys

Thr

Lys

510

Met

val

Ser

val

Asn

590

Gly

Ala

Gly

Thr

Ala

670

Glu

Gln

Asn

Asn

Leu

495

Tyr

Ala

Leu

Ser

Ala

575

Thr

Met

Lys

Gly

Pro

655

Ser

Trp

Tyr

Thr

Trp

480

Ser

His

Thr

Met

vVal

560

Thr

Ala

Val

Ile

Phe

640

Val

Phe

Glu

Thr

Glu
720



ES 2 806 054 T3

Gly Thr Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 735

Asn Leu

<210> 12

<211> 2214

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (1411)..(1413)
<223> /replace="aat"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2214)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacién proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a
aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion"

20

56

<400> 12
atggctgecg atggttatet tccagattgg ctcgaggaca acctectetga gggeattege 60
gagtggtggg acttgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac 120
gacggccggg gtctggtget tcctggectac aagtacctecg gacccttcaa cggactcgac 180
aagggggagc ccgtcaacge ggcggacgca gcggcecctcg agcacgacaa ggectacgac 240
cagcagctca aagcgggtga caatccgtac ctgeggtata accacgecga cgecgagttt 300
caggagcgte tgcaagaaga tacgtetttt gggggcaacce tcgggcgage agtcettccag 360
gccaagaagc gggttctega acctctecggt ctggttgagg aaggcgctaa gacggcectcect 420
ggaaagaaga gaccggtaga gccatcaccc cagcecgttcte cagactccte tacgggeatc 480
ggcaagaaag gccagcagcc cgcgaaaaag agactcaact ttgggcagac tggcgactca 540
gagtcagtge ccgaccctca accaatcgga gaaccccceg caggccccte tggtcotggga 600
tctggtacaa tggctgecagg cggtggeget ccaatggeag acaataacga aggcgcocgac 660
ggagtgggta gttcctcagg aaattggcat tgcgattcca catggectggg cgacagagtc 720
atcaccacca gcacccgaac ctgggcccte cccacctaca acaaccacct ctacaagcaa 780
atctccaacg ggacttecggg aggaagcacc aacgacaaca cctacttegg ctacagcecacce 840
ccctgggggt attttgactt taacagattce cactgccact tctcaccacg tgactggeag 900
cgactcatca acaacaactg gggattccgg cccaagagac tcaacttcaa gctcttcaac 960
atccaggtca aggaggtcac gcagaatgaa ggcaccaaga ccatcgccaa taaccttacc 1020
agcacgatte aggtctttac ggactcggaa taccagetee cgtacgtect cggetetgeg 1080



10

15

20

25

caccagggct
ctgactctga
ttteecttete
gtgcctttte
atcgaccagt
cagcagttgce
ctacccggge
agcaactttg
aatecceggtyg
ggagtcttaa
atgctaacca
gtggtggeccg
caaggagcct
tgggccaaga
ggactgaaac
ccaactacct
gtcagcgtgg
attcaataca

ggcacttatt

gcetgectee
acaatggcag
aaatgctgag
acagcagcta
acctgtacta
tattttctca
cctgectaceg
cctggaccgg
tegetatgge
tgtttgggaa
gtgaggaaga
ataacctgca
tacctggecat
ttcctoacac
acccgcectece
tcagtcaage
aaattgaatg
cttccaacta

ctgagccteg

<210> 13
<211> 737
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (148)..(148)
<223> /replace="GIn"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (169)..(169)
<223> /replace="Arg"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (314)..(314)
<223> /replace="Asn"

<220>
<221> VARIANTE

<222> (466)..(466)
<223> /replace="His"

ES 2 806 054 T3

gttceceggeg
tcaggeegtg
aacgggcaac
cgcgcacage
cctgtectegg
ggccgggect
gcagcaacgc
tgccaccaag
aacccacaag
acagggagct
aattaaaacc
acagcaaaac
ggtctggeag
ggacggaaac
tcagatcctg
taagctggeg
ggagctgcag
ctacaaatct

ccececategge

gacgtcttca
ggccegttect
aactttgagt
caaagcctgg
actcagtcca
agtaacatgt
gtctccacga
tatcatctga
gacgacgaag
ggaaaagaca
accaacccag
accgctcecta
aaccgggacg
tttcatccct
attaagaata
tegttcatca
aaagaaaaca
acaaatgtgg

acccgttace

57

tgattcctca
ccttectactg
tcagctacac
accggctgat
cgggaggtac
cggctcagge
cactgtecgeca
atggcagaga
agcgattttt
acgtggacta
tggccacaga
ttgtagggge
tgtacctgca
cgccgectgat
cacctgttce
cgcagtacag
gcaaacgctg
actttgctgt

tcacccgtaa

gtacgggtac
cctggagtac
gtttgaggac
gaacccccte
cgcaggaact
caaaaactgg
aaataacaac
ctctetggta
tcegtecage
tagcagegtt
acagtacggce
cgtcaacagt
gggtcctatce
gggaggcttt
cgcggatcct
caccggacag
gaacccagag
taacacagaa

tectg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2214
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<220>
<221>VARIANTE
<222> (563)..(563)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (580)..(580)
<223> /replace="lle"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (588)..(588)

<223> /replace="Ser"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(737)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 13

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Agsp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Pro Ser Pro Gln Arg Ser Pro Asp Ser Ser Thr Gly Ile

58



145

Gly

Thr

Pro

Gly

Ala

225

Ile

Thr

Phe

Asn

305

Gln

Asn

Pro

Ala

Gly
385

Lys

Gly

Ala

Ala

210

Ser

Thr

Tyr

Tyr

His

290

Trp

val

Leu

Tyr

Asp

370

Ser

Lys

Asp

Ala

195

Pro

Gly

Thr

Lys

Phe

275

Cys

Gly

Lys

Thr

Val

355

Val

Gln

Gly

Ser

180

Pro

Met

Asn

Ser

Gln

260

Gly

His

Phe

Glu

Ser

340

Leu

Phe

Ser

Gln

165

Glu

Ser

Ala

Trp

Thr

245

Ile

Tyr

Phe

Arg

val

325

Thr

Gly

Met

Val

ES 2 806 054 T3

150

Gln

Ser

Gly

Asp

His

230

Arg

Ser

Ser

Ser

Pro

310

Thr

val

Ser

Ile

Gly
330

Pro

val

val

Asn

215

Cys

Thr

Ser

Thr

Pro

295

Lys

Thr

Gln

Ala

Pro

375

Arg

Ala

Pro

Gly

200

Asn

Asp

Trp

Gln

Pro

280

Arg

Lys

Asn

val

His

360

Gln

Ser

59

Lys

Asp

185

Ser

Glu

Ser

Ala

Ser
265

Trp

Asp

Leu

Asp

Phe

345

Gln

Tyr

Ser

Lys

170

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

250

Ala

Gly

Trp

Arg

Gly

330

Ser

Gly

Gly

Phe

155

Arg

Gln

Thr

Ala

235

Pro

Gly

Tyr

Gln

Phe

315

Val

Asp

Cys

Tyr

Tyr
395

Leu

Pro

Met

Asp

220

Leu

Thr

Ser

Phe

Arg

300

Lys

Thr

Ser

Leu

Leu

380

Cys

Asn

Leu

Ala

205

Gly

Gly

Tyr

Thr

Asp

285

Leu

Leu

Thr

Glu

Pro

365

Thr

Leu

Phe

Gly

190

Ala

Val

Asp

Asn

Asn

270

Phe

Ile

Phe

Ile

Tyr

350

Pro

Leu

Glu

Gly

175

Glu

Gly

Gly

Arg

Asn

255

Asp

Asn

Asn

Asn

Ala

335

Gln

Phe

Asn

Tyr

160

Gln

Pro

Gly

Asn

Val

240

His

Asn

Arg

Asn

Ile

320

Asn

Leu

Pro

Asn

Phe
400



Pro

Phe

Asp

Phe

465

Leu

Gln

Leu

His

FPhe

545

Met

Glu

Gln

Gln

His

625

Leu

Ser

Glu

Arg

Thr

450

Tyr

Pro

Asn

Asn

Lys

530

Gly

Thr

Tyr

Thr

Asn

610

Thr

Lys

Gln

Asp

Leu

435

Gln

Gln

Gly

Asn

Gly

515

Asp

Lys

Asn

Gly

Gln

595

Arg

Asp

His

Met

val

420

Met

Ser

Ala

Pro

Asn

500

Arg

Asp

Thr

Glu

val

580

Thr

Asp

Gly

Pro

Leu

405

Pro

Asn

Thr

Gly

Cys

485

Ser

Asn

Glu

Gly

Glu

565

Val

Val

Val

Asn

Pro

645

ES 2 806 054 T3

Arg

Phe

Pro

Thr

Pro

470

Tyr

Asn

Ser

Asp

Ala

550

Glu

Ser

Asn

Tyr

Phe

630

Pro

Thr

His

Leu

Gly

455

Ser

Arg

Phe

Leu

Arg

535

Ala

Ile

Ser

Ser

Leu

615

His

Gln

Gly

Ser

Ile

440

Gly

Thr

Gln

Ala

Val

520

Phe

Asn

Lys

Asn

Gln

600

Gln

Pro

Ile

60

Asn

Ser

425

Asp

Thr

Met

Gln

Trp

505

Asn

Phe

Lys

Thr

Leu

585

Gly

Gly

Ser

Leu

Asn

410

Tyr

Gln

Ala

Ala

Arg

490

Thr

Pro

Pro

Thr

570

Gln

Ala

Pro

Pro

Ile
650

Phe

Ala

Tyr

Gly

Glu

475

Val

Gly

Gly

Ser

Thr

555

Asn

Ser

Leu

Ile

Leu

635

Lys

Glu

His

Leu

Asn

460

Gln

Ser

Ala

Val

Ser

540

Leu

Pro

Ala

Pro

Trp
620

Met

Asn

Phe

Ser

Tyr

445

Arg

Ala

Lys

Thr

Ala

525

Gly

Glu

Val

Asn

Gly

605

Ala

Gly

Thr

Ser

Gln

430

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

510

Met

val

Asn

Ala

Thr

590

Met

Lys

Gly

Pro

Tyr

415

Ser

Leu

Leu

Asn

Leu

435

Tyr

Ala

Leu

val

Thr

575

Ala

Val

Ile

Phe

Val
655

Thr

Leu

Gln

Trp

480

Asp

His

Thr

Ile

Leu

560

Glu

Pro

Trp

Pro

Gly

640

Pro



10

15

20

25

30

35

40

ES 2806 054 T3

Ala Asn Pro Pro Glu Val Phe Thr
660

Thr Gln Tyr Ser Thr Gly Gln Val
675 680

Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp
690 695

Asn Tyr Asp Lys Ser Thr Asn Val
705 710

Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile
725

Leu

<210> 14

<211> 2211

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacioén
<222> (442)..(444)
<223> /replace="cag"

<220>

<221> variacion
<222> (505)..(507)
<223> /replace="aga"

<220>

<221> variacioén
<222> (940)..(942)
<223> /replace="aac"

<220>

<221> variacion
<222> (1396)..(1398)
<223> /replace="cac"

<220>

<221> variacion
<222> (1687)..(1689)
<223> /replace="agt"

<220>

<221> variacioén
<222> (1738)..(1740)
<223> /replace="ata"

<220>
<221> variacion

<222> (1762)..(1764)
<223> /replace="tct"

61

Pro

665

Ser

Asn

Asp

Gly

Ala

val

Pro

Phe

Thr
730

Lys

Glu

Glu

Ala

715

Arg

Phe

Ile

Ile

700

val

Tyr

Ala

Glu

685

Gln

Asp

Leu

Ser

670

Trp

Tyr

Ser

Thr

Phe

Glu

Thr

Glu

Arg
735

Ile

Leu

Ser

Gly

720

Asn
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2211)

<223> /nota="Los nucledtidos de variacién proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a
aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion”

10

62

<400> 14
atggectgeecg atggttatet tccagattgg ctcgaggaca acctetectga gggcattege 60
gagtggtggg acctgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac 120
gacggccggg gtctggtget tcctggctac aagtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180
aagggggagc ccgtcaacgc ggcggacgca goggccctog agcacgacaa ggcctacgac 240
cagcagcetca aagecgggtga caatccgtac ctgeggtata accacgecga cgecgagttt 300
caggagcgtc tgcaagaaga tacgtcattt gggggcaacc tcgggcgagc agtcttccag 360
gccaagaage gggttctecga acctecteggt ctggttgagg aaggegectaa gacggetect 420
ggaaagaaga gaccggtaga geccgtcacct cagegttcce ccgactecte cacgggeatce 480
ggcaagaaag gcocagcagece cgccaaaaag agactcaatt teggtcagac tggegactcea 540
gagtcagtcc ccgaccctca acctctcgga gaacctccag cagecgcccte tggtgtggga 600
tctggtacaa tggctgcagg cggtggcgca ccaatggcag acaataacga aggtgccgac 660
ggagtgggta atgcctcagg aaattggcat tgegattceca catggetggg cgacagagtce 720
attaccacca gcacccgaac ctgggecctg cccacctaca acaaccacct ctacaageaa 780
atctcocagte aaagtgecagg tagtaccaac gacaacacct actteggeta cageaccccee 840
tgggggtatt ttgactttaa cagattccac tgeccacttet caccacgtga ctggcagega 900
ctcatcaaca acaactgggg attccggccc aagaagctge ggttcaagcet cttcaacatc 960
caggtcaagg aggtcacgac gaatgacgge gttacgacca tcgctaataa cecttaccage 1020
acggttcagg tattctegga ctocggaatac cagetgecgt acgtectegg ctotgegeac 1080
cagggctgcc tgcctcecegtt cccggcggac gtcttcatga ttcctcagta cggectacctg 1140
actctcaaca atggcagtca gtctgtggga cgttectect tetactgeet ggagtactte 1200
ccctctcaga tgctgagaac gggcaacaac tttgagttca gctacacctt cgaggacgtg 1260
cctttecaca gecagectacge acacagccag agcectggacce ggctgatgaa teccctceate 1320
gaccagtact tgtactacct ggccagaaca cagagtacca caggaggcac agcetggeaat 1380
cgggaactgc agttttacca ggccgggecct tcaactatgg ccgaacaage caagaattgg 1440
ttacctggac cttgctaccg gcaacaaaga gtctccaaaa cgctggatca aaacaacaac 1500
agcaactttg cttggactgg tgccaccaaa tatcacctga acggcagaaa ctecgttggtt 1560
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40

aatccecggeg
ggagtcctga
atgacaaatg
gtcagcagca
ggagccttac
gccaagattc
cttaaacatc
gaggtgttta
agcgtggaaa
cagtacacct

gtttactctg

tcgccatgge
tttttggaaa
aagaagaaat
acttacaatc
ctggcatggt
ctcacacgga
cgcctectea
ctcectgecaa
tcgagtggga
ccaactatga

agcctegece

<210> 15
<211> 735
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (162)..(162)
<223> /replace="Thr"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (168)..(168)
<223> /replace="Arg"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (224)..(224)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (310)..(310)
<223> /replace="Lys"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (410)..(410)
<223> /replace="GIn"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (446)..(446)
<223> /replace="Asn"

<220>
<221> VARIANTE

<222> (461)..(461)
<223> /replace="Leu"

ES 2806 054 T3

aactcacaag
aactggagca
taaaactact
ggctaatact
ctggcagaac
tggcaacttt
gatcctgatc
gtttgetteg
gctgecagaag
taagtcgact

tattggcact

gacgacgagg
gctaacaaaa
aatcctgtag
gcaccccaga
cgggacgtgt
cacccgtecte
aagaacactc
ttcatcacac
gaaaacagca
aatgtggact

cgttacctca

63

accgettttt
ctacattgga
ccacggaaga
cacaaactgt
acctgcaggg
ctttgatggg
ccgtteeege
agtacagcac
agcgetggaa
ttgcecgttga

ccecgtaatet

cccatccage
aaatgtgtta
atacggggta
caacagccag
tccecatctgg
cggctttgga
taatccteeg
cggacaagtc
ccecggagatt
cagcgagggt

g

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2211
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<220>
<221>VARIANTE
<222> (471)..(471)
<223> /replace="Ser"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (708)..(708)
<223> /replace="Thr"

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(735)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 15

Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15

Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pro Gly Ala Pro Lys Pro

Lys Ala Asn Gln Gln Lys Gln Asp Asp Gly Arg Gly Leu Val Leu Pro
35 40 45

Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Phe Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro
50 55 60

Val Asn Ala Ala Asp Ala Ala Ala Leu Glu His Asp Lys Ala Tyr Asp
65 70 75 80

Gln Gln Leu Lys Ala Gly Asp Asn Pro Tyr Leu Arg Tyr Asn His Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Phe Gln Glu Arg Leu Gln Glu Asp Thr Ser Phe Gly Gly
100 105 110

Asn Leu Gly Arg Ala Val Phe Gln Ala Lys Lys Arg Val Leu Glu Pro
115 120 125

Leu Gly Leu Val Glu Glu Gly Ala Lys Thr Ala Pro Gly Lys Lys Arg
130 135 140

Pro Val Glu Gln Ser Pro Gln Glu Pro Asp Ser Ser Ser Gly Ile Gly
145 150 155 160

Lys Ser Gly Gln Gln Pro Ala Lys Lys Arg Leu Asn Phe Gly Gln Thr
165 170 175

64



Gly

Ala

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Val

val

Gln

385

Gln

Asp

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Met

val

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

val

Thr

Gly

355

Met

Val

Leu

Pro

Glu Ser
180

Ser Gly

Ala Asp

Trp His

Thr Arg
245

Ile Ser
260

Ser Thr

Ser Pro

Pro Lys

Thr Thr
325

Val Gln
340

Ser Ala

Ile Pro

Gly Arg

Arg Thr

405

Phe His
420

ES 2 806 054 T3

Val

val

Asn

Cys

230

Thr

Ser

Pro

Arg

Arg

310

Asn

Val

His

Gln

Ser

390

Gly

Ser

Pro

Gly

Asn

215

Asp

Trp

Gln

Trp

Asp

295

Leu

Asp

Phe

Gln

Tyr

375

Ser

Asn

Ser

Asp

Ser

200

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

280

Trp

Asn

Gly

Thr

Gly

360

Gly

Phe

Asn

Tyr

65

Pro

185

Asn

Gly

Thr

Leu

Gly

265

Tyr

Gln

Phe

Thr

Asp

345

Cys

Tyr

Tyr

Phe

Ala
425

Gln

Thr

Ala

Trp

Pro

250

Ala

Phe

Arg

Lys

Thr

330

Ser

Leu

Leu

Cys

Thr

410

His

Pro

Met

Asp

Leu

235

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

315

Thr

Glu

Pro

Thr

Leu

395

Phe

Ser

Leu

Ala

Gly

220

Gly

Tyr

Asn

Phe

Ile

300

Phe

Ile

Tyr

Pro

Leu

380

Glu

Ser

Gln

Gly

Ser

205

Val

Asp

Asn

Asp

Asn

285

Asn

Asn

Ala

Gln

Phe

365

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Glu

190

Gly

Gly

Arg

Asn

Asn

270

Arg

Asn

Ile

Asn

Leu

350

Pro

Asn

Phe

Thr

Leu
430

Pro

Gly

Asn

Val

His

255

His

Phe

Asn

Gln

Asn

335

Pro

Ala

Gly

Pro

Phe

415

Asp

Pro

Gly

Ala

Ile

240

Leu

Tyr

His

Trp

Val

320

Leu

Tyr

Asp

Ser

Ser

400

Glu

Arg



Leu

Gln

Ala

465

Pro

Asn

Arg

Asp

Gln

545

Gly

Gly

Asp

625

His

Pro

Tyr

Met

Thr

450

Gly

Cys

Ser

Asp

Glu

530

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

610

Gly

Pro

Pro

Ser

Asn

435

Thr

Pro

Tyr

Asn

Ser

515

Asp

Ala

Glu

val

Val

595

Vval

His

Pro

Thr

Thr
675

Pro

Ser

Ser

Arg

Phe

500

Leu

Lys

Gly

Glu

Ala

580

Asn

Tyr

FPhe

Pro

Thr

660

Gly

Leu

Gly

Ser

Gln

485

Ala

Val

Phe

Ala

Ile

565

Thr

Ser

Leu

His

Gln

645

Phe

Gln

ES 2 806 054 T3

Ile

Thr

Met

470

Gln

Trp

Asn

Phe

Ser

550

Lys

Asn

Gln

Gln

Pro

630

Ile

Ser

Val

Asp

Ala

455

Ala

Arg

Thr

Pro

Pro

535

Asn

Thr

Leu

Gly

Gly

615

Ser

Leu

Pro

Ser

Gln

440

Gln

Asn

Val

Gly

Gly

520

Met

Val

Thr

Gln

Ala

600

Pro

Pro

Ile

Ala

Val
680

66

Tyr

Asn

Gln

Ser

Ala

505

Pro

Ser

Asp

Asn

Ser

585

Leu

Ile

Leu

Lys

Lys

665

Glu

Leu

Arg

Ala

Lys

490

Thr

Ala

Gly

Leu

Pro

570

Ser

Pro

Trp

Met

Asn

650

Phe

Ile

Tyr

Glu

Lys

475

Thr

Lys

Met

Val

Asp

555

Val

Asn

Gly

Ala

Gly

635

Thr

Ala

Glu

Tyr

Leu

460

Asn

Ala

Tyr

Ala

Leu

540

Asn

Ala

Thr

Met

Lys

620

Gly

Pro

Ser

Trp

Leu
445

Gln

Trp

Asn

His

Ser

525

Ile

Vval

Thr

Ala

Val

605

Ile

Phe

Val

Phe

Glu
685

Ser

Phe

Leu

Asp

Leu

510

His

Phe

Met

Glu

Pro
530

Trp

Pro

Gly

Pro

Ile

670

Leu

Arg

Ser

Pro

Asn

495

Asn

Lys

Gly

Ile

Gln

575

Ala

Gln

His

Leu

Ala

655

Thr

Gln

Thr

Gln

Gly

480

Asn

Gly

Asp

Lys

Thr

560

Tyr

Thr

Asp

Thr

Lys

640

Asn

Gln

Lys
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55

ES 2806 054 T3

Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr Ser Asn Tyr

690 695

700

Asn Lys Ser Ala Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly Val Tyr

705 710

Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Asn Leu

725

<210> 16

<211> 2205

<212> ADN

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> variacion
<222> (484)..(486)
<223> /replace="aca"

<220>

<221> variacion
<222> (502)..(504)
<223> /replace="aga

<220>

<221> variacion
<222> (670)..(672)
<223> /replace="tcc"

<220>

<221> variacioén
<222> (928)..(930)
<223> /replace="aaa

<220>

<221> variacion
<222> (1228)..(1230)
<223> /replace="cag"

<220>

<221> variacion
<222> (1336)..(1338)
<223> /replace="aac"

<220>

<221> variacion
<222> (1381)..(1383)
<223> /replace="ctg"

<220>

<221> variacion
<222> (1411) .. (1413)
<223> /replace="tct"

<220>
<221> variacion

<222>(2122) .. (2124)
<223> /replace="acc"

<220>

67

730

715

735

720
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<221> misc_feature
<222> (1)..(2205)
<223> /nota="Los nucledtidos de variacion proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a

aquellos en las anotaciones para las posiciones de variacion"

<400> 16
atggctgccg atggttatct tccagattgg ctcgaggaca acctctctga gggcattcge 60
gagtggtggg acttgaaacc tggagccccg aaacccaaag ccaaccagca aaagcaggac 120
gacggccggg gtctggtget tcctggectac aagtacctcg gacccttcaa cggactcgac 180
aagggggagc ccgtcaacgce ggcggatgca gocggcccteg agcacgacaa ggcctacgac 240
cagcagctca aagegggtga caatccgtac ctgeggtata accacgccga cgocgagttt 300
caggagcgtce tgcaagaaga tacgtctttt gggggcaacc tecgggcgage agtcttcocag 360
gccaagaaga gggttctcga acctettggt ctggttgagg aaggtgctaa gacggetcct 420
ggaaagaaac gtccggtaga gcagtcgcca caagagccag actcctectce gggecattgge 480
aagtcaggcce agcagcccgce taaaaagaga ctcaattttg gtcagactgg cgactcagag 540
tcagtccccg acccacaacc tctcggagaa cctccagcag ccccctectgg tgtgggatcet 600
aatacaatgg cttcaggcegg tggcgcacca atggcagaca ataacgaagg cgocgacgga 660
gtgggtaatg cctcaggaaa ttggcattgc gattccacat ggctgggcga cagagtcatc 720
accaccagca cccgaacatg ggccttgece acctataaca accacctcta caagcaaatc 780
tccagtcaat caggggccag caacgacaac cactacttcg gctacagcac cccctggggg 840
tattttgatt tcaacagatt ccactgccat ttctcaccac gtgactggeca gogactcatce 900
aacaacaatt ggggattccg gcccaagaga ctcaacttca agctcttcaa catccaagte 960
aaggaggtca cgacgaatga tggcaccacg accatcgcta ataaccttac cagcacggtt 1020
caagtcttca cggactcgga gtaccagttg ccgtacgtcc tecggectectge gcaccaggge 1080
tgecteecte cgttoecegge ggacgtgtte atgattcoege agtacggeta cctaacgete 1140
aacaatggca gccaggcagt gggacggtca tccttttact gecctggaata tttceccatceg 1200
cagatgetga gaacgggcaa taactttacc ttcagetaca cecttcgagga cgtgeocttte 1260
cacagcagct acgcgcacag ccagagcctg gaccggctga tgaatcctet catcgaccag 1320
tacctgtatt acctgagcag aactcagact acgtccggaa ctgcccaaaa cagggagttg 1380
cagtttagcc aggcgggtcc atctagcatg gctaatcagg ccaaaaactg gctacctgga 1440
ccctgttace ggecagecageg cgtttctaaa acagcaaatg acaacaacaa cagceaacttt 1500
goctggactg gtgcotacaaa atatcacctt aatgggegtg attcetttagt caaccetgge 1560
cctgctatgg cctcacacaa agacgacgaa gacaagttct ttcccatgag cggtgtcttg 1620

68
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atttttggaa
gacgaagagg
accaatctcc
ttacctggaa
attcctcaca
cacccgecte
ttttegeetg
gagattgaat
acatctaact

agtgagcctc

agcagggcgce
aaatcaaaac
agagcagcaa
tggtgtggcea
cggatggaca
ctcagatccet
caaagtttgc
gggagctgca
ataataaatc

gccccattgg

<210> 17
<211> 735
<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (42) .. (42)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (168)..(168)
<223> /replace="Lys"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (310) .. (310)
<223> /replace="Arg"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (410)..(410)
<223> /replace="GIn"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (446)..(446)
<223> /replace="Arg"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (461)..(461)
<223> /replace="Leu"
<220>

<221> VARIANTE
<222> (471)..(471)
<223> /replace="Ser"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (475)..(475)

ES 2806 054 T3

cggagcttca
cactaaccce
cacagcccct
agacagagac
ctttcecacceg
catcaaaaac
ttecattecate
gaaagaaaac
tgccaacgtt

cacccgttac

aacgttgatt
gtggccaceg
gcgaccggaa
gtatacctgce
tctectetea
acgcctgtte
acccagtatt
agcaaacgct
gatttcactg

ctcacccgta

69

tggacaatgt
aacaatatgg
ctgtgaattc
agggtcctat
tgggecggett
ctgecgaatcce
ccacaggaca
ggaatcccga
tggacaccaa

acctg

catgatcaca
gactgtggca
tcagggagcc
ttgggccaaa
tggacttaag
tccgacaacg
agtgagcgtg
aatacagtat

tggagtttat

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2205
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15

20

<223> /replace="Arg"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (504) .. (504)
<223> /replace="Ala"

<220>
<221>VARIANTE
<222> (539)..(539)
<223> /replace="Asn'

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(735)

<223> /nota="Los restos de variante proporcionados en la secuencia no tienen preferencia con respecto a aquellos
en las anotaciones para las posiciones de variante"

<400> 17

Met Ala

Glu Gly

Lys Ala

Gly Tyr
50

Val Asn
65

Gln Gln

Asp Ala

Asn Leu

Leu Gly

130

Pro Val
145

Ala

Ile

Asn

35

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

115

Leu

Glu

Asp

Arg

20

Gln

Tyr

Ala

Lys

Phe

100

Arg

Val

Gln

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ala

85

Gln

Ala

Glu

Ser

ES 2 806 054 T3

Tyr

Trp

His

Gly

Ala

70

Gly

Glu

val

Glu

Pro
150

Leu

Trp

Gln

Pro

55

Ala

Asp

Phe

Ala
135

Gln

Pro

Asp

Asp

Phe

Ala

Asn

Leu

Gln

120

Ala

Glu

70

Asp

Leu

25

Asp

Asn

Leu

Pro

Gln

105

Ala

Lys

Pro

Trp

10

Lys

Gly

Gly

Glu

Tyr

90

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

Pro

Arg

Leu

His

75

Leu

Asp

Lys

Ala

Ser
155

Glu

Gly

Gly

Asp

60

Asp

Lys

Thr

Arg

Pro

140

Ser

Asp

Ala

Leu

45

Lys

Lys

Tyr

Ser

val

125

Gly

Ser

Asn

Pro

30

Val

Gly

Ala

Asn

Phe

110

Leu

Lys

Gly

Leu

15

Gln

Leu

Glu

Tyr

His

95

Gly

Glu

Lys

Ile

Ser

Pro

Pro

Pro

Asp

80

Ala

Gly

Pro

Arg

Gly
160



Lys

Gly

Ala

Ser

225

Thr

Tyr

Phe

Cys

Gly

305

Lys

Thr

Vval

Val

Gln

385

Gln

Ser

Asp

Ala

Pro

210

Gly

Thr

Lys

Gly

His

290

Phe

Glu

Ser

Leu

Phe

370

Ala

Gly

Ser

Pro

195

Met

Asn

Ser

Gln

Tyr

275

Phe

Arg

val

Thr

Gly

355

Met

Val

Leu

Gln

Glu

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Ile

260

Ser

Ser

Pro

Thr

Val

340

Ser

Ile

Gly

Arg

Gln

165

Ser

Gly

Asp

His

Arg

245

Ser

Thr

Pro
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cctcaggaaa
ccagaacctg
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tatctgtact acctgagcag aacgcaaaca acctctggaa caacccaaca atcacggetg 1380
caatttagece aggctgggec ttegtetatg getcagecagg ccaaaaattg getacctggg 1440
ccctgctace ggcaacagag agtttcaaag actgctaacg acaacaacaa cagtaacttt 1500
gcttggacag gggccaccaa atatcatctc aatggccgeg actcgetggt gaatccagga 1560
ccagctatgg ccagtcacaa ggacgatgaa gaaaaatttt tcecctatgca cggegttcta 1620
atatttggeca aacaagggac aggggcaagt aacgtagatt tagataatgt aatgattacg 1680
gatgaagaag agattcgtac caccaatcct gtggcaacag agcagtatgg aactgtggcea 1740
actaacttgc agagctcaaa tacagctcce gecgactggaa ctgtcaatag tcagggggcece 1800
ttacctggeca tggtgtggca agatcgtgac gtgtaccttc aaggacctat ctgggcaaag 1860
attcctcaca cggatggaca ctttcatcct tetectetga tgggaggett tggactgaaa 1920
catccgecte ctcaaatctt gatcaaaaat actccggtac cggcaaatcce tccgacgact 1980
ttcagcccgg ccaagtttge ttcatttatc actcagtact ccactggaca ggtcagecgtg 2040
gaaattgagt gggagctaca gaaagaaaac agcaaacgtt ggaatccaga gattcagtac 2100
acttccaact acaacaagtc tgttaatgtg gactttactg tagacactaa tggtgtttat 2160
agtgaacctc gccctattgg aacccggtat ctcacacgaa acttg 2205
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Leu
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Leu
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Gly

Pro
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Pro
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Glu
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Glu
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Trp

Met
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Tyr

Leu
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Thr
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Gln
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Leu
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Gly
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Lys
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Trp
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Tyr

Thr

Thr
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Leu
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Lys
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Thr
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Leu
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Leu
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Phe

Glu
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Gln
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Thr
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Tyr

Phe
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Thr
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Glu
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Glu

Pro
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Pro
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Asn
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Thr
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Thr

Pro

Lys
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Thr

Asp

Arg
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Pro
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Asn
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Trp

Gln
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Asn
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Leu

Gln
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Pro
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Lys

Pro

Lys
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Thr

Leu

Gly
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Gly

Trp

Asn
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Tyr
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Lys

Thr

Asp
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Gln

Thr
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Gly

Gln
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Thr
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Leu
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Lys
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Leu

Pro
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Leu
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Thr
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Lys
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Thr
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Thr

Azrg

Pro
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Ser

Asn

Leu
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Gly

220
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Tyr

Thr
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Leu
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Leu

Thr

Tyr
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125

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

205
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Asn

Asn

Phe

285

Ile

Phe

Ile

Asn

Phe
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Leu

Lys

Gly

Gly

Glu

130

Gly

Gly

Arg

Asn

Asp

270

Asn

Asn

Asn
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95

Gly
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Ile
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Pro

Gly

Asn
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Asn

Arg

Asn
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Pro
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Thr

Pro
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Ile
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Leu

Thr

Phe

Asn

Gln
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Ser

385
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Thr
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465
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Asn

Gly

Asp

Lys
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Thr

Tyr

Thr

val
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Gln

Gln

Asp

Leu
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450
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Pro

Asn

Arg
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Asn

Gly
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Leu

355

Phe
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Met

435

Thr

Gly

Cys

Ser
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Glu

Gly

Glu

Thr

Thr
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Gly
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Leu

Pro
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Asn

Thr

Pro
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Leu
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Leu
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Asn

Thr

Tyr

Ala

525

Leu
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Trp
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<223> secuencia que codifica ARNsh
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Thr
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Thr
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Thr
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Leu
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tgctgttgac agtgagcgag cagatgagct cttagectgat tagtgaagcc acagatgtaa 60
tcagctaaga gctcatctge ctgcecctactg cctegga
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<400> 29
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<212> ADN
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<220>
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tgctgttgac agtgageget ctcecgaacgt gtatcacgtt tagtgaagecc acagatgtaa 60
acgtgataca cgttcggaga ttgcctactg cctcgga
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105

97



ctgecgegete
ggtcgcecgg
aggggttcct
aggaagatcg
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggccegectg
tctacgtatt
tcceceatcte
gtgcagcgat
aggggcgggg
gaaagtttcc
ggcgggcggg
gccgeecgeo
cgggttttgg
gaagggcgceca
tcataagact
ggtgactcta
cttcteggeg
taaccatgtt
caccatgggt
gtctectggea
aagctatggg
ggatctttece
tgagattatg
gggaccagtg
ggagatcgaa
attcecctgaa
gctgggcaac
tgccaccate
ggaggagctg
gcaccgeate
cattatecggg
ctccaagatg
cttectegtet
gtcecctgeca
ggcagceccgt
ggatgagatc
gcecgetgect
gatgaaggag
agagatcgag
gtcgggcagt
caagacgctg
cogegaccge
gattgtgaac
cagcatgget
cggttggcta
tctcactegg
tttagagttt
gaggtcatca
tgacttgagg
taaaattttce
tcatagetgt
agagcatggce
agtgatggag
aaaggtcgece
ccttaattaa

gctegetceac
cctcagtgag
tgtagttaat
gaattcggag
cgaccececge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgec
agtcateget
cccceccctec
gggggcgggg
cggggcgagg
ttttatggeg
agtegetgeg
ccggctctga
cgccteecge
gegagegtece
cggccttaga
gggcactggt
attctgegga
catgttttet
aagcctatcece
gatgagctet
gaggaagaag
ggggattcag
atgaagattg
gaggccgcgce
aacgagctga
ctggagtcct
agcctggaca
atggtegtea
gagcggcetgg
tacgagtatg
gcatccacgg
ccegectgea
acctcagtge
ccggatctge
gtggacagtt
gagcgcaaat
gcgecectgg
cggctgggge
gaggacgcct
gggcgtgtge
cagcggaccc
tcctcgggea
ccacaggcgg
gagttecctea
ataaaggaaa
aaggacatat
ggcaacatat
gtatatgaaa
ttagattttt
cttacatgtt
cectettete
tacgtagata
ttggccacte
cgacgeecgyg
cctaattcac
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tgaggccgece
cgagcgagcg
gattaacccg
ttccgegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
ccacccccaa
9999999999
cggagaggtyg
aggcggcgygce
cgetgectte
ctgaccgegt
gggcgccccece
tgatccttece
accccagtat
tttctttecca
gggatctccg
ttttttttet
ctaaccctcet
tagctgatcect
aggagccagce
tcaagaccat
aggagtatat
ctgaataccg
acatcatcea
tggtccccaa
agtgcaagaa
gcgtcacege
aggaggcctg
tggagtceccyg
ccgoccaagat
acatcatgcect
tgeccceccacac
ggcggaaagce
tccacgagag
tcgacaagtg
atggacagcg
tgacggagat
accaggagga
ggcagacaca
tgcagaagca
cggectecag
cagagaagaa
aggtcaaggg
tttattttea
gggagggcaa
gcccatatge
cagccccctg
tttatatttt
ttactagcca
ttatggagat
agtagcatgg
cctectetgeg
getttgeeceyg

tggccgtagt

cgggcaaagc
cgcagagagg
ccatgctact
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgecccoctat
ccttatggga
tcgaggtgag
ttttgtattt
ggcgcgegec
cggcggcage
ggcggcggcc
gcecegtgece
tactaaaaca
ctcctecacgg
gcoecggacge
cagcagaagg
gagagcggaa
tggggeggtyg
acaggtecctg
ccteggtete
cgaagaggca
gatcgaggat
cgccaagcta
cagcaagcaa
cgtcategtg
taagttecatce
tgcactggat
caatgagaac
ctecaccace
cgacatggcg
gatgtcettce
catgggtgtg
gctcggggee
cggctacatc
ggcceggetg
cacagaaggg
gcaggagccyg
gaagaagcga
ccggaagcag
cctgggattc
ggtaaacgag
gagcgtegta
cgtggeette
ggtggctgag
cgagaagagt
ttgcaatagt
atcatttaaa
tggctgeccat
ctgtcecattc
gttttgtgtt
gatttttect
cggatcegaa
cgggttaatc
cgctegetceg
ggcggectca
tttacaacgt
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ccgggegteg
gagtggccaa
tatctacgta
ggtaaatggc
gtatgttecece
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
cecccacgtte
atttattttt
aggcggggcg
caatcagagce
ctataaaaag
cegeteoegecd
ggtaagteccg
cgagcgetge
tcaggacagce
acattttagg
caggcgagga
aacgccgatg
ggtgacgaac
gattctacgg
gcagaagagyg
gtgcaggagg
tgggatagta
gccaaagcett
gatgccaaca
cgggataagt
tacatccgea
ctgcagcaga
caggggcagc
ctggagctga
atcgcacccea
gcecggcggec
cagcgcaaga
taccacagtg
gtggcegeca
aaggtgggct
ccgectgtga
ggcggccgea
gccaaccgta
agcctgggec
gccaccaagqg
tatggecggga
accccactece
gccaaccaga
ggccttatgt
gtgttggaat
acatcagaat
gaacaaaggt
cttattececat
atttttttet
cctctectga
tteccegataa
attaactaca
ctcactgagg
gtgagcgage
cgtgactggg

ggcgaccttt
ctccatcact
gccatgctct
ccgecctgget
atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
tgcttcacte
taattatttt
gggcggggcg
ggcgegetac
cgaagcgcge
gcegectege
gcetecegege
cacgtcagac
ggcccgetge
acgggacttg
aaagtagtcc
atgecctetac
aggctagecge
ccgecaccat
aggaaggagg
agacacagct
agatgtttgce
cagaagtgat
acctgacecgt
actcaaagag
cggtcaagga
tcctcaccaa
agctgtegga
acgcctccaa
acctgtecat
tgaccaacct
cgetgteggg
acatcgtgca
agtgcacact
acgaactgaa
agcaggtgaa
ggtaccgcaa
tgagcttegg
acctgggcaa
ccaggatcte
agtccaccat
agggcctgga
agtatttecte
ccacctgaac
tttttgtgtc
gagtatttgg
tggctataaa
agaaaagcct
ttaacatccce
ctactccecag
ggatctteect
aggaacccct
ccgggcgace
gagcegcegeag
aaaaccctgg
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1140
1200
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1320
1380
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1500
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1680
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1800
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2040
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2460
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2640
2700
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3120
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3240
3300
3360
3420
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cgttacccaa
agaggcccge
gccctgtage
acttgccagce
cgeceggettt
tttacggecac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgeeg
gaattttaac
cggaacccct
ataaccctga
ccgtgtegece
aacgctggtg
actggatcte
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgege
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgteca
atttaaaagg
tgagtttteg
tcettttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctectgtageca
tggcgataag
gcggtcggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tegatttttg
ctttttacgg
ccctgattet
ccgaacgacce
accgcctcte
ctggaaageg
ccaggcttta
atttcacaca

cttaatcgece
accgatcgece
ggcgcattaa
gccctagege
ccecgtcaag
ctegacecca
acggtttttc
actggaacaa
attteggect
aaaatattaa
atttgtttat
taaatgcettce
cttattcect
aaagtaaaag
aatagtggta
tttaaagttce
ggtcgecgea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggeggata
gctgataaat
gatggtaage
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttecactgag
ctgecgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat

tcgtgtcetta
tgaacggggyg
tacctacagce
tatcecggtaa
gcctggtate
tgatgetegt
ttecectggect
gtggataacc
gagcgcagceg
cccgegegtt
ggcagtgage
cactttatge
ggaaacagct
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ttgecagecaca
cttcecaaca
gcgcggceggyg
ccgecteettt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccc
attggttaaa
cgtttataat
ttttctaaat
aataatattg
tttttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactatte
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg
cctecegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcectttt
cgtecagacea
tetgetgett
agctaccaac
tecettetagt
acctecgetet
cegggttgga
gttegtgeac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcg
tttgctgegg
gtattaccgc
agtcagtgag
ggccgattca
gcaacgcaat
tteeggeteg
atgaccatga

tcceceettte
gttgecgecage
tgtggtggtt
cgectttette
ggggctecect
ttagggtgat
gttggagtcc
tatcteggte
aaatgagetg
ttcaggtggce
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgecett
tcagttgggt
gagttttege
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcgc
tgacaccacg
acttactcta
accacttetg
tgagcgtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tctttttecg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagce
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctecac
ctttgagtga
cgaggaagcg
ttaatgcagc
taatgtgagt
tatgttgtgt
ttacgccaga
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gccagetgge
ctgaatggeg
acgcgcagcg
cctteecttte
ttagggttcece
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
atttaacaaa
atcttteggg
atgtatccgc
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tcecegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgecectgtag
gcttecegge
cgecteggecee
tctecgeggta
tacacgacgg
gccteoactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccge
aaggtaactg
ttaggccace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcceg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgccea
atgttcttte
gctgataccg
gaagagcgcce
tggcacgaca
tagctecacte
ggaattgtga
tttaattaag

gtaatagega
aatgggacge
tgaccgctac
tegecacgtt
gatttagtge
gtgggccatce
atagtggact
atttataagg
aatttaacge
gaaatgtgcg
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga
taatggtaac
aacaattaat
ttecggetgyg
tcattgcage
ggagtcagge
ttaagcattg
ttecattttta
tceccttaacg
cttettgaga
taccagecggt
gcttcageag
acttcaagaa
ctgctgecag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgageg
gcaacgcgge
ctgegttate
ctcgccgecag
caatacgcaa
ggtttcccga
attaggcacce
gcggataaca

g

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6231
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de virus adeno-asociado de tipo 2 (AAV2) que comprende una secuencia que codifica PRPF31 humano,
operativamente enlazado a un promotor que dirige la expresion en células de epitelio pigmentario retiniano (RPE),
donde la secuencia de PRPF31 es o comprende, o codifica la misma proteina que nts 1319-2818 de SEQ ID NO:34.
2. El vector de la reivindicacion 1, donde el promotor es un promotor de CAG, CASI, RPE65 o VMD2.

3. El vector de la reivindicacion 1, donde la secuencia de PRPF31 esta optimizada por codones.

4. El vector de cualquiera una de las reivindicaciones anteriores que comprende, adicionalmente, un polipéptido de
capside de AAV que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 3,

5,7,9,11,13, 15,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26.

5. Una composicién farmacéutica que comprende el vector de cualquiera una de las reivindicaciones 1-4, formulada
para su administracion mediante inyeccion subretinal.

6. Una composicion farmacéutica que consiste esencialmente en un sistema de suministro genético que comprende
el vector de cualquiera una de las reivindicaciones 1 a 4 en un diluyente.

7. Una composicion farmacéutica que consiste esencialmente en un sistema de suministro genético que comprende
el vector de cualquiera una de las reivindicaciones 1 a 4 integrado en una matriz de liberacion lenta.

8. La composicion farmacéutica de cualquiera una de las reivindicaciones 6 y 7, en donde el sistema de suministro
genético comprende adicionalmente virus asistentes, proteinas y/o lipidos.

9. La composicién farmacéutica comprende una o mas células recombinantes que comprenden el vector de las
reivindicaciones de cualquiera una de las reivindicaciones 1 a 4.

10. El vector de las reivindicaciones 1-4, para el uso en el tratamiento de la retinitis pigmentosa provocada por
mutaciones en el PRPF31 en el ojo de un sujeto humano.

11. El vector de las reivindicaciones 1-4, para el uso en el aumento de la expresion de PRPF31 en el ojo de un sujeto
humano.

12. La composicién farmacéutica de cualquiera una de las reivindicaciones 5 a 9, para el uso en el tratamiento de
retinitis pigmentosa provocada por mutaciones en el PRPF31 en el ojo de un sujeto humano.

13. La composicion farmacéutica de cualquiera una de las reivindicaciones 5 a 9, para el uso en el aumento de la
expresion de PRPF31 en el ojo de un sujeto humano.
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