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DESCRIPCION
Modulacién de oligonucleétidos antisentido de la expresion STAT3
Campo de la invencion

Esta invencion se relaciona con composiciones y métodos para modular la expresion del gen humano STATS3, el
cual codifica una proteina enlazante de ADN presente de manera natural involucrada en la transduccion de sefiales
y activacion transcripcional, y esta implicada en enfermedades. Esta invencién también se relaciona con métodos
para inhibir la transduccién de sefiales y activacion transcripcional mediada por STAT3; estos métodos pueden ser
utilizados como diagnéstico o terapéuticamente. Adicionalmente, esta invencion se relaciona con el tratamiento de
condiciones asociadas con la expresion del gen STAT3 humano.

Antecedentes de la invencién

Las proteinas STAT (transductores de sefial y activadores de transcripcion) son proteinas enlazantes de ADN que
juegan un papel doble en la transduccidon de sefiales y activacién de la transcripcion. Actualmente, hay seis
miembros distintos de la familia STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5, y STAT6) y varias isoformas
(STAT1-alfa, STAT1-beta, STAT3-alfa y STAT3-beta). Las actividades de las STAT son moduladas por diversas
citoquinas y estimulos mitogénicos.

El enlazamiento de una citoquina a su receptor da como resultado la activacion de la proteina tirosina quinasa de
Janus (JAK) asociadas con estos receptores. Esta a su vez, fosforila la STAT, dando como resultado la
translocacion al nucleo y la activacion transcripcional de los genes que responden a STAT. La fosforilacion en un
residuo especifico de tirosina de la STAT da como resultado su activacion, dando como resultado la formacion de
homodimeros y/o heterodimeros de STAT los cuales se enlazan a secuencias promotoras de genes especificos. Los
eventos mediados por las citoquinas a través de la activacion de STAT incluyen proliferacion celular y diferenciacion
y prevencion de la apoptosis.

La especificidad de la activacion de STAT es debida a citoquinas especificas, esto es, cada STAT es responsable de
un ndmero pequefio de citoquinas especificas. También se ha encontrado que otras moléculas de sefializacion que
no son citoquinas, tales como los factores de crecimiento, activan las STAT. El enlazamiento de estos factores a un
receptor de la superficie celular asociado con la proteina tirosina quinasa también da como resultado la fosforilacion
de STAT.

Se ha encontrado también que la STAT3 [también el factor de respuesta de fase aguda (APRF), STAT3-alfa], en
particular, responde a la interleuquina-6 (IL-6) asi como al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Darnell, Jr., J.E.,
et al., Science, 1994, 264, 1415-1421). Ademas, se ha encontrado que la STAT3 tiene un papel importante en la
transduccién de sefales por interferones (Yang, C.-H., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 5568-5572).
Existe evidencia que sugiere que la STAT3 puede ser regulada por la ruta MAPK. La ERK2 induce la fosforilacion de
la serina y también se asocia con STAT3 (Jain, N., et al., Oncogene, 1998, 17, 3157-3167).

La STAT3 expresa en la mayor parte de los tipos celulares (Zhong, Z., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91,
4806-4810). Induce la expresion de genes involucrados en la respuesta a las lesiones e inflamacion de tejidos. La
STAT3 también ha demostrado prevenir la apoptosis a través de la expresion de bcl-2 (Fukada, T., et al., Immunity,
1996, 5, 449-460).

La expresién aberrante de o la expresion constitutiva de la STAT3 esta asociada con un cierto nimero de procesos
de enfermedades. La STAT3 ha demostrado estar involucrada en la transformacion celular. Es activa
constitutivamente en células transformadas por v-src (Yu, C.-L., et al., Science, 1995, 269, 81-83). La STAT3
activada constitutivamente también induce la expresién de genes mediada por STAT3 y se requiere para la
transformacion celular por medio de src (Turkson, J., et al., Mol. Cell. Biol., 1998, 18, 2545-2552). La STAT3 también
es activa constitutivamente en células transformadas por el virus | linfotréfico de células T humano (HTLV-I) (Migone,
T.-S. et al., Science, 1995, 269, 79-83).

La activacion constitutiva y/o sobreexpresion de STAT3 parece estar involucrada en varias formas de cancer
incluyendo mieloma, carcinomas de seno, cancer de prostata, tumores de cerebro, carcinomas de cabeza y cuello,
melanoma, leucemias y linfomas, particularmente leucemia mielogenosa crénica y mieloma mdltiple (Niu et al.,
Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063). Las lineas celulares de cancer de seno que sobreexpresan EGFR expresan
constitutivamente STAT3 fosforilada (Sartor, C.1., et al., Cancer Res., 1997, 57, 978-987; Garcia, R., et al., Cell
Growth and Differentiation, 1997, 8, 1267-1276). También se encontraron niveles de STAT3 activados elevados en
glioblastomas y meduloblastomas de grado bajo (Cattaneo, E., et al., Anticancer Res., 1998, 18, 2381-2387).

Las células derivadas de canceres de prostata tanto de ratas como humano han demostrado tener STAT3 activada
constitutivamente, estando relacionada la activacion de STAT3 con potencial maligno. La expresién de STAT3
negativo dominante se encontré que inhibia significativamente el crecimiento de células de préstata humana (Ni et
al., Cancer Res., 2000, 60, 1225-1228).
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También se ha encontrado que la STAT3 es activada constitutivamente en algunas leucemias agudas (Gouilleux-
Gruart, V., et al., Leuk. Lymphoma, 1997, 28, 83-88) y en linfomas de células T (Yu, C.-L., et al., J. Immunol., 1997,
159, 5206-5210). De manera interesante, se ha encontrado que la STAT3 es fosforilada constitutivamente en un
residuo de serina en leucemia linfocitica crénica (Frank, D. A., et al., J. Clin. Invest., 1997, 100, 3140-3148).
Ademas, se ha demostrado que los oligonucledtidos antisentido a la STAT3 promueven la apoptosis en células de
cancer de pulmédn de células no pequefias (Song et al., Oncogene 22:4150, 2003) y en células de cancer de prdstata
(Mora et al., Cancer Res. 62:6659, 2002).

Se ha encontrado que la STAT3 es constitutivamente activa en células de tumores de mieloma, tanto en cultivo
como en células mononucleares de médula 6sea de pacientes con mieloma multiple. Estas células son resistentes a
la apoptosis mediada por Fas y expresan altos niveles de BcL-xL. La sefializacién de STAT3 demostr6 ser esencial
para la supervivencia de células tumorales de mieloma confiriendo resistencia a la apoptosis (Catlett-Falcone, R., et
al., Immunity, 1999, 10, 105-115). La STAT3 activada constitutivamente también estd asociada con leucemia
mielogenosa cronica. Asi la STAT3 es un objetivo potencial para la intervencion terapéutica en multiples canceres de
mieloma y otros con rutas de sefializacién de STAT3 activadas. Las opciones para el tratamiento de pacientes con
mieloma multiple no son completamente satisfactorias. El Velcade fue aprobado en mayo del 2003 con un ensayo de
pivote de 188 pacientes evaluables con base en encogimiento de tumor, no en supervivencia. Solamente el 28% (de
los pacientes mostro6 una respuesta parcial. Los datos estdn actualmente bajo revision de la FDA. Hay una
necesidad médica distintiva por terapias novedosas para el mieloma quimiorresistente.

Se ha utilizado una metodologia de terapia genética en un sistema de modelo de tumor de raton singenésico para
inhibir la STAT3 activada in vivo utilizando una variante de STAT3 negativa dominante. Se encontr6 que esta
sefalizacion de STAT3 activada suprime el crecimiento del tumor de melanoma B16 e induce la apoptosis de células
tumorales B16 in vivo. De manera interesante, el nimero de células apoptéticas (95%) excedio el nimero de células
transfectadas, indicando un posible “efecto supresor” antitumoral en el cual una respuesta inflamatoria (infiltracién
del tumor por células inflamatorias agudas y crénicas) puede participar en la matanza de células tumorales
residuales (Niu et al., Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063).

La STAT3 también puede jugar un papel en enfermedades inflamatorias incluyendo la artritis reumatoide. La STAT3
activada ha sido encontrada en el fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Sengupta, T.K., et al., J. Exp.
Med., 1995, 181, 1015-1025) y en células de articulaciones inflamadas (Wang, F., et al., J. Exp. Med. , 1995, 182,
1825-1831).

La divisién alternativa da como resultado la formacion de STATS3, la cual esta caracterizada por la ausencia de 55
residuos de aminoacidos encontrados en el termino C de STAT3. Este dominio contiene el dominio de
transactivacion, y asi, la STAT3 puede actuar como regulador negativo de la funcién de STAT3.

Se ha encontrado que la STAT3 es mas estable y tiene mayor actividad de enlazamiento a ADN que la STATS3,
mientras que la STAT3 es mas activa transcripcionalmente. La STAT3, también como la STAT3, forma
homodimeros, y los dos también pueden enlazarse entre si como un heterodimero (Caldenhoven, E., et al., J. Biol.
Chem., 1996, 271, 13221-13227).

Hay actualmente varias metodologias para inhibir la expresion de STAT3. Las Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,719,042 y 5,844,082, ambas concedidas conjuntamente a Akira, S. y Kishimoto, T. ensefian el uso de inhibidores
de APRF, incluyendo anticuerpos, acidos nucleicos antisentido y ribozimas para el tratamiento de enfermedades
asociadas con IL-6, tales como enfermedades inflamatorias, leucemia y céncer. Schreiber, R.D., et al., en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5, 731,155; 5, 582,999; y 5, 463,023, divulgan métodos para inhibir la
activacion transcripcional utilizando péptidos cortos que se enlazan a p91. Darnell, J.E., et al., en la Patente de los
Estados Unidos No. 5, 716,622, divulga péptidos que contienen el dominio enlazante de ADN de STAT, proteinas
guiméricas que contienen el dominio de enlazamiento a ADN, y anticuerpos para STAT para inhibir la activacion
transcripcional de STAT

Ha sido divulgado el uso de un oligonucleétido antisentido direccionado a la region de inicio de la traduccién de
STAT3 humana (Grandis, J. R., et al., J. Clin. Invest.,, 1998, 102, 1385-1392). En este reporte, un
oligodesoxinucledtido fosforotioato complementario a la region de inicio de la traduccion de STAT3 inhibié el
crecimiento de células estimuladas THF-3 mediado por el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
sugiriendo que la STAT3 es un componente de la ruta de sefalizacion de EGFR.

La WO 00/61102 divulga composiciones, compuestos y métodos para inhibir la expresién de STAT3. Las
composiciones comprenden oligonucledtidos antisentido direccionados a acidos nucleicos que codifican STAT3.

Se mantienen una necesidad no satisfecha por composiciones y métodos terapéuticos que apunten a la expresion
de STAT3, y procesos de enfermedad asociados con la misma.

Resumen de la invencién
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La invencion provee un oligonucleétido antisentido de 12 a 50 nucleobases en longitud, el cual especificamente
hibrida con una molécula de acido nucleico que codifica STAT3 y es capaz de inhibir la expresion de STAT3, y en
donde el oligonucledtido esta direccionado a los nuclettidos 2983 a 3127 de SEQ ID NO:154.

La invencién también provee una composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido antisentido de
acuerdo con la invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La invencion también provee un oligonucledtido antisentido de acuerdo con la invencién para uso en terapia o
profilaxis.

Resumen de la divulgacion

La presente divulgacién provee oligonucleétidos los cuales apuntan a acidos nucleicos que codifican STAT3 y son
capaces de modular la expresién de STAT3. La presente divulgaciéon también provee oligonucleétidos quiméricos
direccionados a acidos nucleicos que codifican STAT3 humano.

La presente divulgacion también comprende métodos para modular la expresién de STAT3 humano, en células y
tejidos, utilizando los oligonucleétidos de la divulgacion.

La presente divulgacion comprende adicionalmente métodos para diagnosticar y tratar enfermedades inflamatorias,
particularmente artritis reumatoide, y canceres, incluyendo los de seno, prostata, cabeza y cuello y cerebro,
mielomas, melanomas, leucemias y linfomas. Se cree que los oligonucleétidos y métodos de la presente divulgacion
son Utiles terapéutica y profilacticamente. Se cree adicionalmente que los oligonucledétidos de la presente divulgacion
son (tiles como herramientas de investigacion clinica y diagndstico, asi como para la deteccion y determinacion del
papel de STAT3 en diversas funciones celulares y procesos y condiciones fisiolégicas y para condiciones de
diagnostico asociadas con la expresion de STAT3.

Descripcion detallada

La STATS3 juega un papel importante en la transduccién de la sefial de citoquina. La sobreexpresién y/o activacién
constitutiva de STAT3 esta asociada con un cierto nimero de enfermedades inflamatorias y canceres. Como tal,
esta proteina de enlazamiento a ADN representa un objetivo atractivo para el tratamiento de tales enfermedades, en
particular, la modulacion de la expresion de STAT3 puede ser Util para el tratamiento de enfermedades tales como
artritis reumatoide, cancer de seno, cancer de préstata, cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello, mielomas,
melanomas, leucemias y linfomas.

La presente invencion emplea compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, para uso en la modulacion
de la funcién de moléculas de acidos nucleicos que codifican STAT3, modulando finalmente la cantidad de STAT3
producida. Esto se logra proveyendo oligonucleétidos que hibridan especificamente con acidos nucleicos,
preferiblemente ARNm, que codifica STAT3.

Esta relacion entre un compuesto antisentido tal como un oligonucleétido y su objetivo de acido nucleico
complementario reverso al cual hibrida, se denomina comunmente como “antisentido”. “Direccionamiento” de un
oligonucledtido a un &cido nucleico objetivo escogido, en el contexto de esta invencion, es un proceso de etapas
multiples. El proceso comienza usualmente con la identificacién de una secuencia de acidos nucleicos cuya funcion
va a ser modulada. Este puede ser, como ejemplo, un gen celular (0 ARNm hecho a partir del gen) cuya expresién
est4 asociada con un estado de enfermedad particular, o un acido nucleico fordneo de un agente infeccioso.

En la presente invencién, los objetivos son acidos nucleicos que codifican STAT3; en otras palabras, un gen que
codifica STAT3 o ARNm expresado a partir del gen STAT3, ARNm que codifica STAT3 es actualmente el objetivo
preferido. El proceso de direccionamiento también incluye la determinacion de un sitio o sitios dentro de la secuencia
de acidos nucleicos para que la interaccion antisentido ocurra de tal manera que resulte una modulacién de la
expresion del gen.

De acuerdo con esta invencion, las personas de experiencia normal en la técnica entenderan que el ARN mensajero
incluye no solamente la informacién para codificar una proteina utilizando el cédigo genético de tres letras, si no
también los ribonucleétidos asociados que forman una region conocida por tales personas como la regiéon no
traducida 5’, la region no traducida 3’, la regién cubierta 5’ y los ribonucle6tidos de unidn intrén/exén. Asi, pueden
formularse de acuerdo con esta invencion oligonucleétidos que estan direccionados completamente o en parte a
aquellos ribonucledtidos asociados asi como a los ribonucle6tidos de informacién. El oligonucleétido puede por lo
tanto ser hibridable especificamente con una region de sitio de iniciacion de transcripcion, una regién de codon de
iniciacion de traduccion, una region de cubiertas 5’, una unién intrén/exén, secuencias de codificacion, una region de
codeterminacion de la traduccidn o secuencias en la region no traducida 5’ o 3. Puesto que, como es conocida en la
técnica, el codén de iniciacion de la traduccion es tipicamente 5°-AUG (moléculas de ARNm transcritas; 5° ATG en la
molécula de ADN correspondiente), el coddn de iniciacién de la traduccién también es denominado como “codon
AUG”, el “coddn de iniciacion” o el “region de inicio AUG”. Una minoria de genes tiene un codén de iniciacion de la
traduccién que tiene la secuencia de ARN 5’-GUG, 5-UUG o 5°-CUG, y 5-AUA, 5-ACG y 5’-CUG han demostrado
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funcionar in vivo. Asi, los términos “codén de iniciacion de la traduccion” y “codén de inicio” pueden abarcar muchas
secuencias de codones, aunque el aminoacido iniciador en cada caso es tipicamente metionina (en eucariotas) o
formilmetionina (procariotas). También es sabido en la técnica que los genes eucariéticos y procariéticos pueden
tener dos o mas codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede ser utilizado preferencialmente para
la iniciacién de la traduccion en un tipo celular o de tejido particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. En
el contexto de la invencién, “codon de inicio” y “coddn de iniciacion de la traduccion” se refieren al codon o codones
gue se utilizan in vivo para iniciar la traduccién de una molécula de ARNm transcrita a partir de un gen que codifica
STATS3, independientemente de las secuencias de tales codones. También es sabido en la técnica que un codon de
terminacion de la traduccion (o “codon de detencion”) de un gen puede tener una de tres secuencias, esto es 5'-
UAA, 5-UAG y 5-UGA (las secuencias de ADN correspondientes son 5-TAA, 5-TAG y 5-TGA, respectivamente).
Los términos “region de coddén de inicio”, “region AUG” y “regién de coddn de iniciacién de la traduccion” se refieren
a una porcién de un ARNm o gen que abarca desde aproximadamente 25 hasta aproximadamente 50 nucledtidos
contiguos en cualquier direccion (esto es, 5° 0 3’) a partir de un codén de iniciacion de la traduccién. Esta region es
una regioén objetivo preferida. De la misma manera, los términos “region de codén de detencion” y “region de codén
de terminacion de la traduccion” se refieren a una porcion de tal ARNm o gen que abarca desde aproximadamente
25 hasta aproximadamente 50 nucle6tidos contiguos en cualquier direccion (esto es, 5’ 0 3’) a partir de un codon de
terminacion de la traduccion. Esta region es una region objetivo preferida. El marco de lectura abierto (ORF) o
“region de codificacion”, que es conocida en la técnica por referirse a la region entre el codén de iniciacion de la
traduccion y el codon de terminacion de la traduccion, es también una region a la cual se puede apuntar de manera
efectiva. Otras regiones objetivo preferidas incluyen la regién no traducida 5’ (5° UTR), conocida en la técnica por
referirse a la porcion de ARNm en la direccién 5’ a partir del codén de iniciacion de la traduccion, y que incluye asi
nucleétidos entre el sitio de cubierta 5’ y el codon de iniciaciéon de la traduccion de un ARNm o nucleétidos
correspondientes en el gen y a la region no traducida 3’ (3' UTR), conocida en la técnica por referirse a la porciéon de
ARNmM en la direccion 3’ a partir del codon de terminacion de la traduccion, e incluyendo asi nucleétidos entre el
codon de terminacion de la traduccion y el extremo 3’ de un ARNm o nucledétidos correspondientes en el gen. La
cubierta 5° del ARNm comprende un residuo de guanosina metilado en N7 unido al residuo mas 5’ del ARNm a
través de un enlace trifosfato 5° - 5'. Se considera que la region de cubierta 5° de un ARNm incluye la estructura de
cubierta 5’ en si misma asi como los primeros 50 nucledtidos adyacentes a la cubierta. La regién de cubierta 5’
también puede ser una region objetivo preferida.

Aunque algunos transcriptos de ARNm eucaridticos son traducidos directamente, muchos contienen una o mas
regiones, conocidas como “intrones”, los cuales son escindidas de un transcripto de preARNm para producir uno o
mas ARNm maduros. Las regiones restantes (y por lo tanto traducidas) son conocidas como “exones” y estan
divididas juntas para formar una secuencia de ARNm continua. Los sitios de division de ARNm, esto es, uniones
exon-exén o intrén-exon, también pueden ser regiones objetivo preferidas, y son particularmente Utiles en
situaciones en donde la enfermedad esta implicada en una division aberrante, o donde una sobreproduccién de un
producto de division de ARNm en particular esta implicada en la enfermedad. Las uniones de fusion aberrantes
debido a reordenamientos o eliminaciones también son objetivos preferidos. También pueden ser preferidos los
exones particulares a los cuales apunta el ARNm divididos alternativamente. También se ha encontrado que los
intrones también pueden ser regiones objetivo efectivas y por lo tanto preferidas para compuestos antisentido
direccionados, por ejemplo, a ADN o pre ARNm.

Una vez que el sitio o sitios objetivos han sido identificados, se escogen los oligonucledtidos que sean
suficientemente complementarios al objetivo, esto es, que hibriden suficientemente bien y con suficiente
especificidad, para dar la modulacion deseada.

“Hibridacién”, en el contexto de esta invencidn, significa el enlazamiento de hidrogeno, también conocido como
apareamiento de bases de Watson-Crick, entre bases complementarias, usualmente en cadenas de &cidos
nucleicos opuestas o dos regiones de una cadena de acido nucleico. La guanina y la citosina son ejemplos de bases
complementarias de las que se saben que forman estos puentes de hidrégeno entre ellos. La adenina y timina son
ejemplos de bases complementarias que forman dos enlaces de hidrégeno entre ellas.

“Especificamente hibridables” y “complementarios” son términos que se utilizan para indicar un grado suficiente de
complementariedad tal que se presenta un enlazamiento estable y especifico entre objetivos ADN o ARN vy el
oligonucledtido.

Se entiende que un oligonucledtido no necesita ser 100% complementario a su secuencia de acido nucleico objetivo
para ser especificamente hibridable. Un oligonucleétido es especificamente hibridable cuando el enlazamiento del
oligonucledtido al objetivo interfiere con el papel normal de la molécula objetivo para producir una pérdida de funcion
0 actividad, y hay suficiente grado de complementariedad para evitar un enlazamiento no especifico del
oligonucleétido a secuencias no objetivo bajo condiciones en las cuales se desea un enlazamiento especifico, esto
es, bajo condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo o tratamientos terapéuticos o, en el caso de ensayos
in vitro, bajo las condiciones en las cuales se llevan a cabo los ensayos.

La hibridacion de oligonucleétidos antisentido con ARNm interfiere con una o mas de las funciones normales del
ARNm. Las funciones del ARNm que va a ser interferido incluyen cualquier funcién vital tal como, por ejemplo, la
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translocacion del ARN al sitio de la traduccion de proteinas, traduccion de la proteina desde el ARN, divisién del
ARN para producir una o mas especies de ARNm, y actividad catalitica la cual puede ser acoplada por el ARN. El
enlazamiento de proteinas especificas al ARN también puede ser interferido por la hibridacion de un oligonucleétido
antisentido al ARN.

Las localizaciones sobre el acido nucleico objetivo a las cuales los compuestos antisentido preferidos hibridan son
denominadas de aqui en adelante como “segmentos objetivo”. Tal como se utiliza aqui el término “segmento
objetivo” se define como al menos una porcién de 8 nucleobases de una region objetivo a la cual se direcciona un
compuesto antisentido activo. A la vez que no se desea estar limitados por la teoria, se cree actualmente que estos
segmentos objetivos presentan porciones del acido nucleico objetivo que son accesibles para la hibridacion.

Mientras que las secuencias especificas de ciertos segmentos objetivos se definen aqui, una persona
experimentada en la técnica reconocera que estos sirven para ilustrar y describir realizaciones particulares dentro
del alcance de la presente invencion. Pueden identificarse segmentos objetivo adicionales por una persona de
experiencia normal.

Los segmentos objetivos de 8 — 80 nucleobases de longitud que comprenden un estiramiento de al menos ocho (8)
nucleobases consecutivas seleccionadas dentro de los segmentos objetivos preferidos ilustrativos se consideran
como adecuados también como objetivos.

Los segmentos objetivos pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos 8 nucleobases
consecutivas a partir del término 5’ de uno de los segmentos objetivo ilustrativos (siendo las nucleobases restantes
un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que comience inmediatamente corriente arriba del término 5’ del
segmento objetivo y continua hasta el ADN o ARN que contiene desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente
80 nucleobases). De la misma forma los segmentos objetivos son representados por secuencias de ADN o ARN que
comprenden al menos las 8 nucleobases consecutivas a partir del término 3 de uno de los segmentos objetivo
preferidos ilustrativos (siendo las nucleobases restantes un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que
comience inmediatamente corriente abajo del termino 3’ del segmento objetivo y que continua hasta que el ADN o
ARN contiene desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases). También se entiende que los
segmentos objetivo antisentido pueden ser representados por secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos
8 nucleobases consecutivas a partir de una porcion interna de la secuencia de un segmento objetivo preferido
ilustrativo, y puede extenderse en cualquiera o en ambas direcciones hasta que el oligonucleétido contenga
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80 nucleobases. Una persona con experiencia en la técnica armada
con los segmentos objetivos ilustrados aqui sera capaz, sin experimentacion indebida, de identificar segmentos
objetivo preferidos adicionales.

Una vez que uno 0 mas regiones, segmentos o sitios objetivo hayan sido identificados, se escogen los compuestos
antisentido que sean suficientemente complementarios al objetivo, esto es, que hibriden suficientemente bien y con
suficiente especificidad, para dar el efecto deseado.

Los compuestos antisentido oligoméricos también pueden ser direccionados a regiones de una secuencia de
nucleobases objetivo, tal como la divulgada aqui. Todas las regiones de una secuencia de nucleobases a la cual
puede ser dirigido un compuesto antisentido u oligomérico, en donde las regiones son mayores que o iguales a 8 y
menores que o iguales a 80 nucleobases, se describen como sigue:

Sea R(n, n+m-1) una regidon de una secuencia de nucleobases objetivo, donde “n” es la posicion de nucleobase mas
hacia 5 de la region, en donde, “n+m-1" es la posicion de nucleobases mas hacia 3’ de la regién y en donde “m” es
la longitud de la regién. Un conjunto “S (m)”, de regiones de longitud “m” se define como la regiéon en donde n varia
de 1 a L-m+1, en donde L es la longitud de la secuencia de nucleobases objetivo y L>m. Un conjunto "A", de todas
las regiones puede ser construido como la unién de los conjuntos de regiones para cada longitud desde la cual m es
mayor o igual a 8 y es menor que o igual a 80.

Este conjunto de regiones puede ser representado utilizando la siguiente notacién matematica:

A=|JS(m) donde m e N|g < m < 80

S(m) = {Rn’nm_lln € _{1,2,3,..., L—m+ 1}}

en donde el operador matematico | indica “tal que”,
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en donde el operador matematico € indica “un miembro de un conjunto” (por ejemplo, y € Z indica que el elemento y
es un miembro del conjunto Z),

donde x es una variable.
donde N indica todos los nimeros naturales, definidos como enteros positivos,
y en donde el operador matematico U indica “la unién de conjuntos”.

Por ejemplo, el conjunto de regiones para m igual a 8, 20 y 80 puede ser construido de la siguiente manera. El
conjunto de regiones, cada 8 nucleobases de longitud, S (m=8), en una secuencia de nucleobases objetivo de 100
nucleobases de longitud (L=100), que comienza en una posicién 1 (n=1) de la secuencia de nucleobases objetivo,
puede crearse utilizando la siguiente expresién:

S®8) = {R 4|n € {1,2,3,....93}}

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-8, 2-9, 3-10, 4-11, 5-12, 6-13, 7-14, 8-15, 9-16,
10-17, 11-18, 12-19, 13-20, 14-21, 15-22, 16-23, 17-24, 18-25, 19-26, 20-27, 21-28, 22-29, 23-30, 24-31, 25-32, 26-
33, 27-34, 28-35, 29-36, 30-37, 31-38, 32-39, 33-40, 34-41, 35-42, 36-43, 37-44, 38-45, 39-46, 40-47, 41-48, 42-49,
43-50, 44-51, 45-52, 46-53, 47-54, 48-55, 49-56, 50-57, 51-58, 52-59, 53-60, 54-61, 55-62, 56-63, 57-64, 58-65, 59-
66, 60-67, 61-68, 62-69, 63-70, 64-71, 65-72, 66-73, 67-74, 68-75, 69-76, 70-77, 71-78, 72-79, 73-80, 74-81, 75-82,
76-83, 77-84, 78-85, 79-86, 80-87, 81-88, 82-89, 83-90, 84-91, 85-92, 86-93, 87-94, 88-95, 89-96, 90-97, 91-98, 92-
99, 93-100.

Un conjunto adicional para regiones de 20 nucleobases de longitud, en una secuencia objetivo de 100 nucleobases
de longitud, que comienza en la posicion 1 de la secuencia de nucleobases objetivo, puede ser descrito usando la
siguiente expresion:

S$(20) = {R 4| € {1,2,3,...81}}

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-20, 2-21, 3-22, 4-23, 5-24, 6-25, 7-26, 8-27, 9-
28, 10-29, 11-30, 12-31, 13-32, 14-33, 15-34, 16-35, 17-36, 18-37, 19-38, 20-39, 21-40, 22-41, 23-42, 24-43, 25-44,
26-45, 27-46, 28-47, 29-48, 30-49, 31-50, 32-51, 33-52, 34-53, 35-54, 36-55, 37-56, 38-57, 39-58, 40-59, 41-60, 42-
61, 43-62, 44-63, 45-64, 46-65, 47-66, 48-67, 49-68, 50-69, 51-70, 52-71, 53-72, 54-73, 55-74, 56-75, 57-76, 58-77,
59-78, 60-79, 61-80, 62-81, 63-82, 64-83, 65-84, 66-85, 67-86, 68-87, 69-88, 70-89, 71-90, 72-91, 73-92, 74-93, 75-
94, 76-95, 77-96, 78-97, 79-98, 80-99, 81-100.

Un conjunto adicional para regiones de 80 nucleobases de longitud, en una secuencia objetivo de 100 nucleobases

de longitud, que comienza en la posicion 1 de la secuencia de nucleobases objetivo, puede describirse usando la
siguiente expresion:

S@0) = {R, goln & {1,2,3,...,21}}

y describe el conjunto de regiones que comprende las nucleobases 1-80, 2-81, 3-82, 4-83, 5-84, 6-85, 7-86, 8-87, 9-
88, 10-89, 11-90, 12-91, 13-92, 14-93, 15-94, 16-95, 17-96, 18-97, 19-98, 20-99, 21-100.

Asi, en este ejemplo, A incluiria las regiones 1-8, 2-9, 3-10...93-100, 1-20, 2-21, 3-22...81-100, 1-80, 2-81, 3-82...21-
100.

La union de estos conjuntos de ejemplo antes mencionados y otros conjuntos para longitudes de 10 a 19 y de 21 a
79 pueden ser descritos utilizando la expresion matematica

A=|JSm)

donde U representa la unién de los conjuntos obtenida combinando todos los miembros de todos los conjuntos.

Las expresiones matematicas descritas aqui definen todas las regiones objetivo posible segun una secuencia de
nucleobases objetivo de cualquier longitud L, en donde las regiones de longitud m, y en donde m es mayor que o
igual a 8 y menor que o igual a 80 nucleobases y, donde m es menor de L, y donde m es menor que L-m+1.
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El efecto global de interferencia con la funcién ARNm es la modulacién de la expresion de STAT3. En el contexto de
esta invencion “modulacion” significa cualquier inhibicion o estimulacion; esto es, bien sea un descenso o incremento
en la expresion. Esta modulacion puede ser medida de maneras que son de rutina en la técnica, por ejemplo, la
prueba de transferencia Northern de la expresion de ARNm, o PCR de transcriptasa reversa, como se ensefia en los
ejemplos de la presente invencion o mediante transferencia Western o ensayo ELISA de la expresion de proteinas, o
por un ensayo de transferencia de la expresién de proteinas. Los efectos sobre la proliferacion celular o el
crecimiento de células tumorales también pueden medirse, como se ensefia en los ejemplos de la presente solicitud.
La inhibicién se prefiere actualmente.

Ademas de los efectos antisentido bien conocidos de los oligonucleétidos, también se ha encontrado que los
analogos de nucleétidos que tienen al menos un enlace fosforotioato pueden inducir la estimulacién de una
respuesta inmune local. Esto se describe en la Patente de los Estados Unidos 5, 663,153. Este efecto
inmunoestimulador no parece estar relacionado con ningin efecto antisentido el cual estos analogos de
oligonucledtidos pueden o pueden no poseer. Estos analogos de oligonucledtidos son Utiles como
inmunopotenciadores, bien sea solos o en combinacion con otras modalidades terapéuticas, tales como farmacos,
particularmente farmacos antiinfecciosos y anticancer, y procedimientos quirdrgicos para incrementar la eficacia.
Ademas, los efectos antiinfecciosos y anticancer ya poseidos por ciertos analogos de oligonucledtidos antisentido
son potenciados a través de tal estimulacion inmune.

También se ha encontrado que los analogos de oligonucleétidos que tienen al menos un enlace fosforotioato pueden
ser utilizados para inducir la estimulacién de una respuesta inmune sistémica o humoral. Asi, estos oligonucleotidos
Utiles como inmunopotenciadores de una respuesta a anticuerpos, bien sea solos o en combinacién con otras
modalidades terapéuticas. Esto se describe en la Patente de los Estados Unidos No. 5, 663,153.

Se cree actualmente, por lo tanto, que ademas de los efectos antisentido de los oligonucle6tidos direccionados a
STATS3, los oligonucle6tidos que contienen al menos un enlace de esqueleto fosforotioato pueden ser Utiles en la
iniciacion de una respuesta inmune que puede agregarse al “efecto supresor’ antitumoral ya observado con
inhibidores negativos dominantes de la sefializacion de STAT3 (Niu et al., Cancer Res., 1999, 59, 5059-5063). Se
cree que este efecto esté relacionado con infiltracién tumoral por células inflamatorias agudas y cronicas las cuales
pueden participar en la matanza de células tumorales residuales. Asi los efectos terapéuticos de los oligonucle6tidos
antisentido direccionados a STAT3 pueden ser potenciados por las propiedades inmunoestimuladoras de los
oligonucleétidos mismos. Alternativamente, los oligonucleétidos pueden no ser direccionados a STAT3 pero los que
contienen al menos una unién de esqueleto fosforotioato pueden ser utilizados como adyuvantes en combinacion
con antisentido u otros inhibidores de STAT3.

Los oligonucledtidos de esta invencion pueden ser utilizados en diagnostico, terapia, profilaxis y como reactivos de
investigacion y en kits. Puesto que los oligonucleétidos de esta invencién hibridan a &cidos nucleicos que codifican
STATS3, pueden construirse pruebas sandwich, colorimétricas y otras para explotar este hecho. La provision de
medios para detectar la hibridacién de oligonucleétidos con el gen STAT3 o ARNm pueden lograrse de manera
rutinaria. Tal prevision puede incluir la conjugacién de enzimas, radiomarcacion o cualquier otro sistema de
deteccién adecuado. También puede prepararse kits para deteccion de la presencia o ausencia de STAT3.

La presente invencién también es adecuada para diagnosticar estados inflamatorios anormales o ciertos canceres
en tejidos u otras muestras de pacientes de quienes se sospecha que tienen una enfermedad inflamatoria tal como
artritis reumatoide o canceres tales como cancer de seno, cerebro o cabeza y cuello, melanomas, mielomas,
leucemias y linfomas.

Puede formularse un cierto nimero de ensayos que cominmente comprometen el contacto de una muestra de tejido
con un oligonucledtido de la invencion bajo condiciones seleccionadas para permitir la deteccion y, usualmente, la
cuantificacion de tal inhibicion. En el contexto de esta invencion, “poner en contacto” tejidos o células con un
oligonucleétido u oligonucleétidos significa agregar los oligonucleétidos, usualmente en un vehiculo liquido, a una
suspension celular o muestra de tejido, bien sea in vitro o ex vivo, o administrar los oligonucleétidos a las células o
tejidos dentro de un animal.

Los oligonucledtidos de esta invencion también pueden ser usados para propdsitos de investigacion. Asi, la
hibridacion especifica exhibida por los oligonucleétidos puede ser utilizada para ensayos, purificaciones,
preparaciones de productos celulares y en otras metodologias que pueden ser apreciadas por personas de
experiencia normal en la técnica.

En el contexto de esta invencion, el término “oligonucledtido” se refiere a un oligémero o polimero de acido
ribonucleico o acido desoxirribonucleico. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de nucleobases de
origen natural, azlicares y uniones interazlicar covalentes (esqueleto) asi como oligonucledtidos que tienen
porciones de origen no natural que funcionan de manera similar. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos
son preferidos frecuentemente sobre las formas naturales por propiedades deseables tales como, por ejemplo,
consumo celular potenciado, enlazamiento potenciado a un objetivo y estabilidad incrementada en la presencia de
nucleasas.
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Los compuestos antisentido de acuerdo con esta divulgacion comprenden preferiblemente desde aproximadamente
8 hasta aproximadamente 80 nucleobases (esto es, desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 80
nucleésidos enlazados). Una persona de experiencia normal en la técnica apreciara que la divulgacion abarca
compuestos de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 0 80 de nucleobases en longitud.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la invencién son de 12 a 50 nucleobases de longitud. Una
persona que tenga experiencia normal en la técnica apreciara que esto abarca compuestos de 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, o0 50 nucleobases de longitud.

En una realizacién, los compuestos antisentido de la invencién son de 13 a 40 nucleobases de longitud. Una
persona que tenga experiencia normal en la técnica apreciard que esto abarca compuestos de 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucleobases de longitud.

En otra realizacién, los compuestos antisentido de la invencion son de 15 a 30 nucleobases de longitud. Una
persona de experiencia normal en la técnica apreciara que esto abarca compuestos de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 0 30 nucleobases de longitud.

En una realizacion, los compuestos antisentido de la invencion son de 19 a 25 nucleobases de longitud. Una
persona de experiencia normal en la técnica apreciara que esto abarca compuestos de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25
nucleobases de longitud.

En otra realizacién, los compuestos antisentido de la invencion son de 19 a 21 nucleobases de longitud. Una
persona de experiencia normal en la técnica apreciara que esto abarca compuestos de 19, 20 o 21 nucleobases de
longitud.

Tal como se utiliza aqui, el término “compuesto oligomérico” se define como un compuesto polimérico que
comprende sustancialmente subunidades monomeéricas con base en &cidos nucleicos. Compuestos oligoméricos
incluyen oligonucledtidos y sus analogos, imitadores o mimetizadores.

Mientras que la forma preferida del compuesto antisentido es un oligonuclettido antisentido de cadena sencilla, en
muchas especies la introduccion de estructuras de cadena doble, tales como moléculas de ARN de cadena doble
(ARNdSs), ha demostrado inducir una reduccién potente y mediada por antisentido especifica de la funcién de un gen
0 sus productos genéticos asociados. Este fendmeno ocurre tanto en plantas como en animales y se cree que tiene
una conexién evolutiva con la defensa viral y el silenciamiento de transposones.

La primera evidencia de que el ARNds podria llevar al silenciamiento de genes en animales aparecié en 1995 a
partir del trabajo en el nematodo, Caenorhabditis elegans (Guo y Kempheus, Cell, 1995, 81, 611-620). Montgomery
et al., han demostrado que los efectos de interferencia primarios del ARNds son postranscripcionales (Montgomery
et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 15502-15507). El mecanismo antisentido postranscripcional definido en
Caenorhabditis elegans resultante de la exposicion a ARN de doble cadena (ARNds) ha sido designado desde
entonces interferencia ARN (iIARN). Este término ha sido generalizado para significar un silenciamiento de genes
mediado por antisentido que involucra la introduccién de ARNds que lleva a la reduccion especifica para la
secuencia de niveles de ARNm direccionados endégenos (Fire et al., Nature, 1998, 391, 806-811). Recientemente,
se ha demostrado que es, en efecto, los oligdbmeros de ARN de cadena sencilla de la polaridad de antisentido de los
ARNdSs los que son inductores potentes de iARN (Tijsterman et al., 2002, 295, 694-697). También se contempla el
uso de estas moléculas de ARN de cadena doble (ARN o ARNsi de interferencia corta) para direccionamiento e
inhibicion de la expresion de ARNm de STAT3. Estas moléculas de ARN de cadena doble apuntan a regiones
similares a las apuntadas por oligonucleétidos antisentido y tienen efectos similares. Estas moléculas de ARN de
cadena doble tienen generalmente 19 — 21 pares de bases de longitud, pero pueden variar entre 8 y 50
nucleobases. La produccién de moléculas de ARNSsi esta descrita en un sentido general en los ejemplos previstos
mas abajo, pero sera apreciado que cualquier ARNsi deseado direccionado a STAT3 puede ser sintetizado por
técnicas convencionales de sintesis de oligonucledtidos. Una vez que la secuencia de la cadena antisentido es
conocida, se sintetiza la cadena de sentido complementario. Las cadenas sentido y antisentido se combinan
entonces para formar el ARNSsi.

Modificaciones de oligdmeros y monémeros

Como es conocido en la técnica, un nucledsido es una combinacién base-azlcar. La porcion base del nucledsido
normalmente es una base heterociclica. Las dos clases mas comunes de tales bases heterociclicas son las purinas
y las pirimidinas. Los nucledtidos son nucledsidos que incluyen adicionalmente un grupo fosfato enlazado
covalentemente a la porcion azlicar del nucleésido. Para aquellos nucleésidos que incluyen un azucar
pentafuranozilo, el grupo fosfato puede estar enlazado bien sea en la unidad estructural hidroxilo 2°, 3’ 0 5 del
azucar. En la formacion de oligonucledétidos, los grupos fosfato enlazan covalentemente los nucleésidos adyacentes
a otra forma para formar un compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de este compuesto

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2521599 T3

polimérico lineal pueden ser unidos adicionalmente para formar un compuesto circular, sin embargo, los compuestos
lineales son preferidos en general. Ademas, los compuestos lineales pueden tener complementariedad de
nucleobases interna y pueden por lo tanto plegarse de una manera que produce un compuesto total o parcialmente
de cadena doble. Dentro de los oligonucledétidos los grupos fosfato son denominados cominmente como formadores
del enlaces internucleésido o en conjuncion con el anillo de azicar del esqueleto del oligonucleétido. El enlace
internucledsido normal que constituye el esqueleto de la ARN y ADN es un enlace fosfodiéster 3’ a 5'.

Enlaces internucleésido modificados

Ejemplos especificos de compuestos oligoméricos antisentido preferidos Utiles en esta invencién incluyen
oligonucleétidos que contienen enlaces internucleésido modificados, por ejemplo de origen no natural. Como se
define en esta especificacion, los oligonucleétidos que tienen enlaces internucleésidos modificados incluyen enlaces
internucledsido que retiene un atomo de fésforo y enlaces internucledsido que no tienen un atomo de fésforo. Para
los propésitos de esta especificacion, y como se referencia algunas veces en la técnica, los oligonucle6tidos
modificados que no tienen un atomo de fosforo en su esqueleto internucledsido también pueden ser considerados
como oligonucleésidos.

En el sistema C. elegans, la modificacion del enlace internucledtido (fosforotioato) no interfiere significativamente
con la actividad del iARN. Con base en esta observacion, se sugiere que ciertos compuestos oligoméricos de la
invencion pueden tener también uno o mas enlaces internucledsido modificados. Un enlace internucledsido
modificado que contiene fésforo preferido es el enlace internucledsido fosforotioato.

Los esqueletos de oligonucledtidos modificados preferidos que contienen un atomo de fosforo en los mismos
incluyen, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforo-ditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilo
fosfotriésteres, fosfanatos de metilo y otros alquilos incluyendo fosfonatos de 3’- alquileno, fosfonatos de 5’-
alquileno y fosfonatos quirales, fosinatos, fosforamidatos incluyendo 3’- amino fosforamidato y aminoalquilo
fosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos
gue tienen enlaces normales 3’ - 5’, analogos enlazados 2’ - 5’ de estos, y aquellos que tengan polaridad invertida en
donde uno o més enlaces internucledtidos son un enlace 3’ a 3', 5 a 5 0 2’ a 2. Oligonucledtidos preferidos que
tienen polaridad invertida comprenden un enlace 3’ a 3’ sencillo en el enlace de internucleétido méas cercano a 3,
esto es un residuo nucleosido invertido individual el cual puede ser abasico (la nucleobase falta o tiene un grupo
hidroxilo en lugar de la misma). También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas &cido libres.

Patente de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparaciéon de los anteriores enlaces que contienen
fésforo incluyen, pero no se limitan a, US.: 3,687,808; 4,469,863; 4,476,301; 5,023,243; 5,177,196; 5,188,897,
5,264,423; 5,276,019; 5,278,302; 5,286,717; 5,321,131; 5,399,676; 5,405,939; 5,453,496; 5,455,233; 5,466,677;
5,476,925; 5,519,126; 5,536,821; 5,541,306; 5,550,111; 5,563,253; 5,571,799; 5,587,361; 5,194,599; 5,565,555;
5,527,899; 5,721,218; 5,672,697 y 5,625,050.

En realizaciones mas preferidas de la invencion, los compuestos oligoméricos tienen uno o mas enlaces
internucledsido fosforotioato y/o heteroatomo, en particular -CHz-NH-O-CH2-, -CH2-N(CH3)-O-CH2- [conocido como
esqueleto metilen (metilimino) o MMI], -CH2-O-N(CH3)-CH2-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2- y -O-N(CH3)-CH2-CH2-
[en donde el enlace internucledtido fosfodiéster original es representado como -O-P(=0)(OH)-O-CH2-]. Los enlaces
internucledsido tipo MMI estan divulgados en la Patente de los Estados Unidos mencionada antes 5, 489,677.
Enlaces internucledsido amida preferidos estan divulgados en la Patente de Estados Unidos antes citada 5, 602,240.

Esqueletos oligonucleétidos modificados preferidos que no incluyen un atomo de fésforo en los mismos tienen
esqueletos que son formados por enlaces internucledsido alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces
internucledsido mixtos heteroatomo y alquilo o cicloalquilo, 0 uno o mas enlaces internucledsido heteroatomicos o
heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen los que tienen enlaces morfolino (formados en parte a partir de la
porciobn azucar de un nucledsido); esqueletos xilosano; esqueletos sulfuro, sulfoxido y sulfona; esqueletos
formacetilo y tioformacetilo; esqueletos metilen formacetilo y tioformacetilo; esqueletos riboacetilo; esqueletos que
contienen alqueno; esqueletos sulfamato; esqueletos metilen imino y metilen hidrazino; esqueletos sulfonato y
sulfonamida; esqueletos amida; y otros que tienen partes componentes mixtas N, O, Sy CHa.

Patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacién de los oligonucledsidos anteriores
incluyen, pero no se limitan a US.: 5,034,506; 5,166,315; 5,185,444; 5,214,134, 5,216,141, 5,235,033; 5,264,562;
5,264,564; 5,405,938; 5,434,257; 5,466,677; 5,470,967; 5,489,677; 5,541,307; 5,561,225; 5,596,086; 5,602,240;
5,610,289; 5,602,240; 5,608,046; 5,610,289; 5,618,704; 5,623,070; 5,663,312; 5,633,360; 5,677,437; 5,792,608;
5,646,269 y 5,677,439.

Imitadores de oligonucledtidos

Otro grupo de compuestos de la presente invencién incluye imitadores de oligonucleétidos. El término imitador
segun se aplica a los oligonuclettidos pretende incluir compuestos oligoméricos en donde solamente el anillo
furanosa o tanto el anillo furanosa como la unién internucleétidos son reemplazados con grupos novedosos, en
reemplazo del grupo del anillo furanosa solamente también se denomina en la técnica como subrogado de azUcar.
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La unidad estructural base heterociclica o una unidad estructural base heterociclica modificada se mantiene para
hibridacion con un acido nucleico objetivo apropiado. Un tal compuesto oligomérico, un imitador de oligonucleétido
gue ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridacién se denomina como acido nucleico peptidico (PNA).
En los compuestos oligoméricos PNA, el esqueleto azlcar de un oligonucleétido es reemplazado con un esqueleto
que contiene amida, en particular un esqueleto aminoetilglicina. Las nucleasas son retenidas y se enlazan
directamente o indirectamente a los atomos de nitrégeno asa de la porcion amida del esqueleto. Patentes de los
Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de compuestos oligoméricos PNA incluyen, pero no se
limitan a US.: 5, 539,082; 5, 714,331; y 5, 719,262.

Puede encontrarse ensefianza adicional de compuestos oligoméricos PNA en Nielsen et al., Science, 1991, 254,
1497-1500.

Un imitador de oligonucleétido que ha sido reportado por tener propiedades de hibridacién excelentes es un acido
nucleico peptidico (PNA). El esqueleto de los compuestos PNA es dos o mas unidades aminatilglicina enlazadas lo
cual da al PNA un esqueleto que contiene amida. Las unidades estructurales base heterociclicas estan enlazadas
directa o indirectamente a 4tomos de nitrégeno aza de la porcion amida del esqueleto. Patentes representativas de
los Estados Unidos que ensefian la preparacién de compuestos PNA incluyen, pero no se limitan a US.: 5, 539,082;
5, 714,331; y 5, 719,262. Ensefianzas adicionales sobre compuestos PNA pueden encontrarse en Nielsen et al.,
Science, 1991, 1497-1500.

Los PNA han sido modificados para incorporar numerosas modificaciones puesto que la estructura PNA basica fue
preparada primero. La estructura basica se muestra a continuacion:

en donde
Bx es una unidad estructural de base heterociclica;

T4 es hidrégeno, un grupo protector de amino, -C(O)Rs, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, alquenilo C2-C10
sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, un grupo quimico
funcional, un grupo informador, un grupo conjugado, un D o L a-aminoacido enlazado a través del grupo a-carboxilo
u opcionalmente a través del grupo w-carboxilo cuando el aminoacido es acido aspartico o acido glutdmico o un
péptido derivado de aminoacidos D o L o0 mixtos D y L enlazados a través de un grupo carboxilo, en donde los
grupos sustituyentes s son seleccionados de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi,
halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo;

Ts es -OH, -N(Z1)Z2, Rs, D o L a-aminoacido enlazado a través del grupo a-amino u opcionalmente a través del
grupo w-amino cuando el aminoacido es lisina o ornitina o un péptido derivado de aminoacidos D o L o mixtos Dy L
enlazados a través de un grupo amino, un grupo quimico funcional, un grupo informador o un grupo conjugado;

Z1 es hidrégeno, C1-Cs alquilo, o un grupo protector de amino;

Z» es hidrégeno, C1-Cs alquilo, un grupo protector de amino, -C(=0)-(CH2)n-J-Z3, un D o L a-aminoécido enlazado a
través del grupo a-carboxilo u opcionalmente a través del grupo w-carboxilo cuando el aminoacido es acido
aspartico o acido glutdmico o un péptido derivado de D, L 0 aminoacidos D o L o mixtos D y L enlazados a través de
un grupo carboxilo;

Z3 es hidroégeno, un grupo protector de amino, -C1-Cs alquilo, -C(=0)-CHs, bencilo, benzoilo, o - (CH2)n-N(H) Z3;
cadaJes O, S o NH;

Rs es un grupo protector de carbonilo; y

n es desde 2 hasta aproximadamente 50.

Otra clase de imitador de oligonucledtidos que ha sido estudiada esta basada en unidades morfolino enlazadas
(acido morfolino nucleico) que tiene bases heterociclicas unidas al anillo morfolino. Se ha reportado un cierto nimero
de grupos enlazantes que enlazan las unidades monoméricas morfolino en un acido morfolino nucleico. Una clase
preferida de grupos enlazantes ha sido seleccionada para dar un compuesto oligomérico no iénico. Los compuestos
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oligoméricos no ionicos basados en morfolino tienen probablemente menos interacciones indeseadas con las
proteinas celulares. Los compuestos oligoméricos basados en morfolino son imitadores no iénicos de
oligonucledtidos que menos probablemente forman interacciones indeseadas con proteinas celulares (Dwaine A.
Braasch y David R. Corey, Biochemistry, 2002, 41(14), 4503-4510). Los compuestos oligoméricos basados en
morfolino son divulgados en la Patente de los Estados Unidos 5,034,506 concedida el 23 de julio de 1991. La clase
morfolino de compuestos oligoméricos ha sido preparada con una variedad de grupos enlazantes uniendo las
subunidades monoméricas.

Se han preparado acidos morfolino nucleicos que tienen una variedad de diferentes grupos enlazantes (L2) que unen
las subunidades monomeéricas. La formula basica se muestra a continuacion:

en donde

T es hidroxilo o un hidroxilo protegido;

Ts es hidrogeno o un fosfato o un derivado de fosfato;
L es un grupo enlazante; y

n es desde 2 hasta aproximadamente 50.

Una clase adicional de imitador de oligonucleétidos se denomina como &cidos ciclohexenilo nucleicos (CeNA). El
anillo furanosa presente normalmente en una molécula de ADN/ARN es reemplazado con un anillo ciclohenilo. Los
monomeros CeNA DMT protegidos con fosforamidita han sido preparados y usados para la sintesis de compuestos
oligoméricos siguiendo la quimica de fosforamidita clasica. Los compuestos oligoméricos de CeNA modificados y
oligonucledtidos que tienen posiciones especificas modificadas con CeNA han sido preparados y estudiados (véase
Wang et al., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 8595-8602). En general la incorporacién de monémeros CeNA en una
cadena de ADN incrementa su estabilidad de un hibrido de ADN/ARN. Los oligoadenilatos de CeNA forman
complejos con complementos de ARN y ADN con estabilidad similar a los complejos originales. El estudio de la
incorporacion de estructuras CeNA en estructuras de &cidos nucleicos naturales fue demostrado por RMN y
dicroismo circular para proceder con una adaptacion conformacional facil. Adicionalmente la incorporacion de CeNA
en un ARN de direccionamiento de secuencia fue estable al suero y capaz de activar la E. coli ARNasa dando como
resultado la escision de la cadena de ARN objetivo.

La formula general de CeNA se muestra a continuacion:

Bx Bx

T I T,

en donde

cada Bx es una unidad estructural de base heterociclica;
T1 es hidroxilo o un hidroxilo protegido; y

T es hidroxilo o hidroxilo protegido.

Otra clase de imitador de oligonucleétidos (acido anhidrohexitol nucleico) puede prepararse a partir de uno o mas
nucledsidos anhidrohexitol (véase Wouters y Herdewijn, Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 9, 1563-1566) y tendrian la
férmula general:
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Una modificacion preferida adicional incluye Acidos Nucleicos Asegurados (LNA) en los cuales el grupo 2’-hidroxilo
esta enlazado al &tomo de carbono 4’ del anillo del azGcar formando por lo tanto un enlace 2’-C, 4’-C-oximetileno
formando por lo tanto una unidad estructural azlcar biciclica. El enlace es preferiblemente un grupo metileno (-CH.-
)n que enlaza el atomo de oxigeno 2’ y el atomo de carbono 4’ en donde n es 1 o 2 (Singh et al., Chem. Commun.,
1998, 4, 455-456). Los LNA y los andlogos de LNA despliegan estabilidades térmicas duplex muy altas con
complementariedad de ADN y ARN (Tm = +3 a +10 C), estabilidad hacia la degradacion 3’-exonucleolitica y buenas
propiedades de solubilidad. La estructura basica de los LNA mostrando el sistema de anillo biciclico se muestra a
continuacion:

Las conformaciones de los LNA determinadas por espectroscopia RMN 2D han demostrado que la orientacién
asegurada de los nucledtidos de LNA, tanto en LNA de cadena sencilla como en duplex, restringe el esqueleto de
fosfato de tal manera que introduce una poblacién mas alta de la conformacion tipo N (Peterson et al., J. Mo.
Recognit., 200, 13, 44-53). Estas conformaciones estan asociadas con un apilamiento mejorado de las nucleobases
(Wengel et al., Nucleosides Nucledtidos, 1999, 18, 1365-1370).

Los LNA han demostrado formar duplex LNA:LNA excesivamente estables (Koshkin et al., J. Am. Chem. Soc., 1998,
120, 13252-13253). Se demostrd que la hibridacion LNA:LNA era el sistema duplex tipo &cido nucleico méas estable
térmicamente, y el caracter imitador de ARN de los LNA fue establecido a nivel de duplex. La introduccion de tres
monomeros de LNA (T o A) incrementd significativamente los puntos de fusion (Tm = +15/+11) hacia los
complementos de ADN. La universalidad de la hibridacion mediada por LNA ha sido cuestionada por la formacion
de duplex LNA:LNA excesivamente estable. La imitacion de ARN de los LNA fue reflejada con respecto a la
restriccion conformacional tipo N de los mondémeros y a la estructura secundaria del duplex LNA:ARN.

Los LNA también forman duplex con ADN, ARN o LNA con afinidades térmicas altas. Los espectros de dicroismo
circular (CD) muestran que los duplex que involucran LNA modificado completamente (esp. LNA:ARN) recuerda
estructuralmente un duiplex ARN:ARN de forma A. Un examen por resonancia magnética nuclear (RMN) de un
diplex LNA:ADN confirmé la conformacion 3’° endo de un mondmero LNA. El reconocimiento de ADN de cadena
doble también ha sido demostrado sugiriendo la invasién de cadena por el LNA. Estudio de secuencias no
coincidentes muestra que los LNA obedecen las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick con una
selectividad en general mejorada en comparacion con las cadenas de referencia no modificadas correspondientes.

Tipos novedosos de compuestos oligoméricos de LNA, asi como los LNA, son utiles en un amplio rango de
aplicaciones diagnésticas y terapéuticas. Entre estas estan las aplicaciones antisentido, las aplicaciones PCR, los
oligbmeros para desplazamiento de cadena, sustratos para polimerasas de acidos nucleico y generalmente como
farmacos basados en nucleétidos. Se han descrito oligonucle6tidos antisentido potentes y no toxicos que contienen
LNA (Wahlested et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 5633-5638). Los autores han demostrado que los
LNA confieren varias propiedades deseadas a agentes antisentido. Los copolimeros LNA/ADN no fueron
degradados rapidamente en suero sanguineo y en extractos celulares. Los copolimeros LNA/ADN exhibieron
potente actividad antisentido en sistemas de prueba tan diversas como sefializaciones al receptor acoplado a
proteinas G en cerebro de ratas vivas y deteccion de genes informadores en Escherichia coli. La administracion
eficiente mediada por LIPOFECTIN™ de LNA en células de cancer de seno humano vivas también fue lograda.

Han sido descritas la sintesis y preparacién de los monémeros LNA de adenina, citosina, guanina, 5-metil-citosina,
timina y uracilo, junto con su oligomerizacion, y las propiedades de reconocimiento de acido nucleico (Koshkin et al.,
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Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). Los LNA y la preparacién de los mismos también fueron descritas en WO
98/39352 y WO 99/14226.

También han sido preparados los primeros analogos de LNA, fosforotioato-LNA y 2’-tio-LNA (Kumar et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También ha sido descrita la preparacion de analogos de nucledsidos
asegurados que contienen duplex oligodesoxirribonucleétidos como sustratos para polimerasas de acido nucleico
(Wengel et al., solicitud Internacional PCT WO 98-DK393 19980914). Adicionalmente, se ha descrito la sintesis de
2’-amino-LNA, un novedoso oligonucleétido de alta afinidad conformacionalmente restringido con un asa (Singh et
al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Ademas, se ha preparado 2’-amino- y 2’-metilamino-LNA y se ha
reportado previamente la estabilidad térmica de sus duplex con cadenas de complementariedad de ARN y ADN.

Se han preparado imitadores de oligonuclettidos adicionales para incluir analogos de nucledsidos biciclicos y

triciclicos que tiene las formulas (se muestran monémeros de amidita):
0 (6]
DMTO NH DMTO NH
& \ﬁ\/& o LN
—O SNTg N™ S
o NC é‘P
NC\/\ O/P‘-N( .fPI')z \/\O/ = N(IPI)2

(véase Steffens et al., Helv. Chim. Acta, 1997, 80, 2426-2439; Steffens et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 3249-
3255; y Renneberg et al., J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 5993-6002). Estos analogos de nucletsidos modificados
han sido oligomerizados utilizando la metodologia de fosforamidita y los compuestos oligoméricos resultantes que
contienen analogos de nucledsidos triciclicos han demostrado estabilidades térmicas incrementadas (Tm) cuando se
hibridan a ADN, ARN y asi mismos. Los compuestos oligoméricos que contienen anélogos de nucledsidos biciclicos
han demostrado estabilidades térmicas que se aproximan a las de los duplex de ADN.

Otra clase de imitador de oligonucleétido se denomina como acidos nucleicos fosfomonoésteres incorporan un grupo
fésforo en un esqueleto. Se reporta que esta clase de imitador de oligonucleétido tiene propiedades fisicas y
biologicas y farmacoldgicas Utiles en las areas de la inhibicion de expresion genética (oligonucleétidos antisentido,
ribozimas, oligonucleétidos en sentido y oligonucleétidos formadores de tripletes), como son los usados para la
deteccion de acidos nucleicos y como auxiliares para uso en biologia molecular.

La férmula general (para definicion de las variables de Markush véase: Patente de los Estados Unidos 5,874,553 y
6,127,346) se muestra a continuacion.

Se ha reportado otro imitador de oligonucleétidos en donde el anillo furanozilo ha sido reemplazado por una unidad
estructural ciclobutilo.

Azlcares modificados

Compuestos oligoméricos de la invencion también pueden contener una o mas unidades estructurales azucar.
Compuestos oligoméricos preferidos incluyen un grupo sustituyente azlcar seleccionado de: OH; F; O-, S-, o N-
alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, en donde el alquilo, alquenilo y alquinilo
pueden ser alquilo C1 a Cip alquilo o alquenilo y alquinilo C, a Cjo sustituidos 0 no sustituidos. Particularmente
preferidos son O[(CH2),O]JmCHs, O(CH2)nOCHs, O(CH2)aNH2, O(CH?)2CHs, O(CH2)sONHz, y CH2),ON[(CHz)nCHa]z,
donde ny m son de 1 a aproximadamente 10. Otros oligonucleétidos preferidos comprenden un grupo sustituyente
azUcar seleccionado de: alquilo inferior C; a Cio, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-
aralquilo inferiores sustituidos, SH, SCH3s, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3s, SO,CH3z, ONO,, NO,, N3, NHy,
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo ARN de escision,
un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido,
0 un grupo para mejorar las propiedades farmacodindmicas de un oligonucleétido, y otros sustituyentes que tienen
propiedades similares. Una modificacion preferida incluye 2’-metoxietoxi (2’-O-CH,CH,OCHjs;, también conocido
como 2’-O-(2-metoxietil) o 2’-MOE) (Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504) i.e., un grupo alcoxialcoxi.
Una modificacion preferida adicional incluye 2’-dimetilaminooxietoxi, i.e., un grupo O(CH2)2ON(CHj3),, también
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conocido como 2’-DMAOE, como se describe en los ejemplos aqui mas adelante, y 2’-dimetilamino-etoxietoxi
(también conocido en el arte como 2’-O-dimetil-amino-etoxi-etilo o 2’-DMAEOQE), i.e., 2’-O-CH3-O-CHx-N(CHjs)a.

Otros grupos sustituyentes de azulcar preferidos incluyen metoxi (-O-CHs), aminopropoxi (-OCH2CH>CH;NH), alilo (-
CH,-CH=CHg, -O-allilo (-O-CH,-CH=CH) y fluoro (F). Grupos sustituyentes 2’-azlicar pueden estar en la posicion
arabino (arriba) o posicion ribo (abajo). Una modificacién 2’-arabino preferida es 2’-F. Pueden hacerse también
modificaciones similares en otras posiciones del compuesto oligomérico, particularmente en la posicion 3’ del aztcar
sobre el nucleésido 3’ terminal o en oligonucleétidos enlazados en 2’ - 5° y en la posiciéon 5’ del nucleétido 5’
terminal. Los compuestos oligoméricos también pueden tener imitadores de azlcar tales como unidades
estructurales ciclobutilo en lugar del azlcar pentafuranozilo. Patentes representativas de los Estados Unidos que
ensefian la preparacion de tales estructuras de aztcar modificadas incluyen, pero no se limitan a, US: 4,981,957,
5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 5,446,137; 5,466,786; 5,514,785; 5,519,134; 5,567,811; 5,576,427;
5,591,722; 5,597,909; 5,610,300; 5,627,053; 5,639,873; 5,646,265; 5,658,873; 5,670,633; 5,792,747; y 5,700,920.

Grupos sustituyentes azucar representativos adicionales incluyen grupos de formula 15 o Ilz:

— Ry (CH ) O~ N—

Ia
en donde
Rpes O, So NH;
Rq es un enlace sencillo, O, S o C(=0);

Re es C1-Cyo alquilo, N(Rk) (Rm), N(RK)(Rn), N=C(Rp)(Rg), N=C(Rp)(R:) o tiene la férmula Ill5;

R E*Ru

Rp Y Rq son cada uno independientemente hidrégeno o C1-Cyo alquilo;

Rr es -Rx-Ry;

cada Rs, R¢, Ry Yy Ry es, independientemente, hidrégeno, C(O)Ry, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, alquenilo
C2-C10 sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, un grupo
quimico funcional o un grupo conjugado, en donde los grupos sustituyentes son seleccionados de hidroxilo, amino,
alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo; u opcionalmente, Ru y
Rv, forman juntos una unidad estructural ftalimido con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos; cada Rw es,
independientemente, alquilo C1-C10 sustituido o no sustituido, trifluorometilo, cianoetiloxi, metoxi, etoxi, t-butoxi,
aliloxi, 9-fluorenilmetoxi, 2-(trimetilsilil)-etoxi, 2,2,2-tricloroetoxi, benciloxi, butirilo, iso-butirilo, fenilo o arilo;

Rk es hidrogeno, un grupo protector de nitrégeno o -Ry-Ry;

Rp es hidrégeno, un grupo protector de nitrégeno o -Rx-Ry;

Rx es un enlace o una unidad estructural enlazante;

Ry es un grupo quimico funcional, un grupo conjugado o un medio sélido de soporte;

cada RmyRn es, independientemente, H, un grupo protector de nitrégeno, Ci- Cyo alquilo sustituido o no sustituido,
alquenilo C2-C10 sustituido o no sustituido, alquinilo C2-C10 sustituido o no sustituido, en donde los grupos
sustituyentes son seleccionados de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halégeno,
alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo; NH3 +, N(Ry) (Rv), guanidino y acilo donde dicho acilo es una amida o un éster de
acido;

0 Rm y Rn, juntos, son un grupo protector de nitrégeno, estan unidos en una estructura de anillo que incluye
opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de Ny O o son un grupo quimico funcional;
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Ri es OR;, SR, 0 N(Ry)2;
cada R; es, independientemente, H, C1-Cs alquilo, C1-Csg haloalquilo, C(=NH)N(H)Ry, C(=O)N(H)R, 0 OC(=O)N(H)Ry;

Ri, Rg y Rn comprenden un sistema de anillo que tiene desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 7 atomos
de carbono o que tiene desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 6 atomos de carbono y 1 o 2
heteroatomos en donde dichos heteroatomos son seleccionados de oxigeno, nitrégeno y azufre en donde dicho
sistema de anillos alifatico, alifatico insaturado, aromatico, o heterociclico saturado o no saturado;

R; es alquilo o haloalquilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquenilo que tiene de 2 a aproximadamente 10
atomos de carbono, alquinilo que tiene de 2 a aproximadamente 10 atomos de carbono, alilo que tiene de 6 a
aproximadamente 14 atomos de carbono, N(Rx) (Rm) ORy, halo, SRx 0 CN;

ma, es 1 hasta aproximadamente 10;

cada mb es, independientemente, 0 0 1;

mc es 0 o un entero de 1 a 10;

md es un entero de 1 a 10;

meesde0,102;y

con la condicion de que cuando mc es 0, md es mayor que 1.

Grupos sustituyentes representativos de la formula | estan divulgados en la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos Series No. 09/130,973, presentada el 7 de agosto de 1998, titulada “2’-Oxietoxi Oligonucledtidos cubiertos".

Grupos sustituyentes ciclicos representativos de la formula 1l se divulgan en la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos Serie No. 09/123,108, presentada el 27 de julio de 1998, titulada "Compuestos 2’-Oligoméricos direccionados
a ARN que son preorganizados conformacionalmente”.

Grupos sustituyente azucar preferidos particularmente incluyen O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2)NOCH3, O(CHz)nNH2,
O(CH2)nCHs, O(CH2)nONHz, y O(CH2),ON[(CH2)nCH?3)]2, en donde n y m van de 1 a aproximadamente 10.

Grupos guanidinos sustituyentes representativos que se muestran en las férmulas Il y IV son divulgados en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos coposeida 09/349,040, titulada "Oligémeros funcionalizados", presentada
el 7 de julio de 1999.

Grupos sustituyentes acetamido representativos estan divulgados en la Patente de los Estados Unidos 6,147,200 la
cual se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

Grupos sustituyentes dimetilaminoetiloxietilo representativos estan divulgados en la Solicitud de Patente
Internacional PCT/US99/17895, titulada "Compuestos oligoméricos de 2’-O-Dimetilaminoetiloxietilo”, presentada el 6
de agosto de 1999.

Nucleobases modificadas/nucleobases de origen natural

Los compuestos oligoméricos pueden incluir también nucleobases (denominadas frecuentemente en la técnica
simplemente como “bases” o “unidad estructural de base heterociclica”) con modificaciones o sustituciones. Tal
como se utiliza aqui, nucleobases “no modificadas” o “naturales” incluyen las bases purinicas adenina (A) y guanina
(G), y las bases pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las nucleobases modificadas también
denominadas aqui como unidades estructurales de bases heterociclicas incluyen otras nucleobases sintéticas y
naturales tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilo citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-
metilo y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilicos de adenina y guanina,
2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C=C-CHs) uracilo y citosina y otros
derivados alquinilicos de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracil), 4-tiouracilo, 8-
halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo, particularmente 5-
bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-
amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-
deazaadenina.

Unidades estructurales de bases heterociclicas pueden incluir también aquellas en las cuales la base purinica o
pirimidinica es reemplazada con otros heterociclos, por ejemplo, 7-desaza adenina, 7-desazaguanosina, 2-
aminopiridina y 2-piridona. Nucleobases adicionales incluyen aquellas descritas en la Patente de los Estados Unidos
No. 3,687,808, las divulgadas en The Concise Enciclopedia Of Polimer Science and Engineering, paginas 858-859,
Kroschwitz, J.1., ed. John Wiley & Sons, 1990, las divulgadas por Englisch et al., Angewandte Chemie, International
Edition, 1991, 30, 613, y las divulgadas por Sanghvi, Y.S., Chapter 15, Antisense Research and Applications,
paginas 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, B., ed., CRC Press, 1993. Algunas de estas nucleobases son
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particularmente Utiles para el incremento de la afinidad de enlazamiento de los compuestos oligoméricos de la
invencién. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6,
incluyendo 2-aminopropil-adenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Las sustituciones en 5-metilcitosina han
demostrado incrementar la estabilidad diplex de acidos nucleicos en 0.6 - 1.2°C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y
Lebleu, B., eds., Antisense Research y Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y son actualmente
sustituciones en bases preferidas, incluso mas particularmente en combinaciones con 2’-O-metoxietilo azlcares.

En un aspecto de la presente invencion, se preparan compuestos oligoméricos que tienen compuestos
heterociclicos policiclicos en lugar de una o mas unidades estructurales de bases heterociclicas. Un cierto niimero
de compuestos heterociclicos triciclicos han sido reportados previamente. Estos compuestos son utilizados
rutinariamente en aplicaciones antisentido para incrementar las propiedades de enlazamiento de la cadena
modificada a una cadena objetivo. Las modificaciones mas estudiadas estan dirigidas a guanosinas por lo cual han
sido denominadas pinzas G o analogos de citidina. Muchos de esos compuestos heterociclicos policiclicos tienen la
férmula general:

12

Ryj Ry3

NH Ry,
N7 Ryo

Analogos de citosina representativos que tienen 3 enlaces de hidrégeno con una guanosina en una segunda cadena
incluyen 1,3-diazafenoxazine-2-ona (R0 = O, R11 - R14= H) [Kurchavov, et al., Nucleosides y Nucleétidos, 1997, 16,
1837-1846], 1,3-diazafenotiazine-2-ona (Ri0= S, Ri11 - R14= H), [Lin, K.-Y.; Jones, R. J.; Matteucci, M. J. Am. Chem.
Soc. 1995, 117, 3873-3874] y 6, 7, 8, 9-tetrafluoro-1,3-diazafenoxazine-2-ona (R10 = O, R11 - R14 = F) [Wang, J.;
Lin, K.-Y., Matteucci, M. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 8385-8388]. Incorporadas en estos oligonucleétidos estas
modificaciones en las bases demostraron hibridar con guanina complementaria y esta Ultima también demostrd
hibridar con adenina y potenciar la estabilidad térmica helicoidal extendiendo las interacciones de apilamiento (véase
también la solicitud de Patente de los Estados unidos titulada "Acidos nucleicos peptidicos modificados" presentada
el 24 de mayo de 2002, numero de serie 10/155,920; y Solicitud de Patente de los Estados Unidos titulada
"Oligonucledtidos quiméricos resistentes a nucleasa" presentada el 24 de mayo de 2002, numero de serie
10/013,295).

Se han observado propiedades estabilizadoras de la hélice adicionales cuando un anélogo/sustituto de citosina tiene
una unidad estructural aminoetoxi unida al andamio rigido 1,3-diazafenox-azina-2-ona (Rio = O, Ri1 = -O-(CH2)2-
NH2, Riz2-14=H) [Lin, K.-Y.; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8531-8532]. Estudios de enlazamiento
demostraron que una incorporacion individual podria potenciar la afinidad de enlazamiento de un oligonucle6tido
modelo a su ADN o ARN objetivo complementario con una ATy, de hasta 18° con respecto a la 5-metilo citosina
(dC5™), el cual es el potenciamiento de afinidad mas alto conocido para una modificacion individual hasta ahora.
Por otro lado, la ganancia en estabilidad helicoidal no compromete la especificidad de los oligonucledtidos. Los datos
de Ty indican una discriminacién aun mayor entre la coincidencia perfecta y las secuencias no coincidentes en
comparacion con dC5™. Se sugirid que el grupo amino enlazado sirve como enlace de hidrégeno adicional donante
para interactuar con el lado Hoogsteen, a saber el 06, de una guanina complementaria formando por lo tanto 4
enlaces de hidrégeno. Esto significa que la afinidad incrementada de la pinza G es mediada por la combinacién del
apilamiento de bases extendido y el enlazamiento de hidrégeno especifico adicional.

Compuestos heterociclicos triciclos y métodos adicionales para utilizarlos que son compatibles con la presente
invencion estan divulgados en la Patente de los Estados Unidos serie nimero 6, 028,183, la cual fue concedida el 22
de mayo de 2000, y la Patente de los Estados Unidos serie nimero 6,007,992.

La afinidad de enlazamiento potenciada de los derivados de fenoxacina junto con su especificidad de secuencia no
comprometida los hace analogos de nucleobases valiosos para el desarrollo de farmacos basados en antisentido
mas potentes. En efecto, se han derivado datos prometedores de experimentos in vitro que demuestran que
heptanucledtidos que contienen sustituciones de fenozacina son capaces de activar la RNasaH, potenciar el
consumo celular y exhibir una actividad antisentido incrementada [Lin, K-Y; Matteucci, M. J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 8531-8532]. El potenciamiento de la actividad fue incluso mas pronunciado en el caso de la pinza G, como una
sustitucion simple que demostré mejorar significativamente la potencia in vitro de un oligonucleétido de 2'-
desoxifosforotioato 20mero [Flanagan, W. M.; Wolf, J.J.; Olson, P.; Grant, D.; Lin, K.-Y.; Wagner, R. W.; Matteucci,
M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1999, 96, 3513-3518]. No obstante, para optimizar el disefio de oligonucleétidos y
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entender mejor el impacto de estas modificaciones heterociclicas sobre la actividad biologica, es importante evaluar
su efecto sobre la estabilidad a la nucleasa de los oligémeros.

Compuestos heterociclicos policiclicos modificados adicionales Gtiles como bases heterociclicas estan divulgadas
pero no se limitan a, en la antes anotada U.S. 3,687,808, asi como en U.S.: 4,845,205; 5,130,302; 5,134,066;
5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,434,257; 5,457,187; 5,459,255; 5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540;
5,587,469; 5,594,121, 5,596,091; 5,614,617; 5,645,985; 5,646,269; 5,750,692; 5,830,653; 5,763,588; 6,005,096; y
5,681,941 y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos nuimero de serie 09/996,292 presentada el 28 de
noviembre de 2001.

Los oligonucleétidos de la presente invencion también incluyen variantes en los cuales una base diferente esta
presente en una o mas de las posiciones de nucleétidos en el oligonucledtido. Por ejemplo, si el primer nucleétido es
una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en esta posicién. Esto
puede hacerse en cualquiera de las posiciones del oligonucleétido. Estos oligonucleétidos son probados entonces
utilizando los métodos descritos aqui para determinar su capacidad de inhibir la expresion de STAT3.

Conjugados

Una sustitucién preferida adicional que puede ser anexada a los compuestos oligoméricos de la invencion involucra
el enlazamiento de unas o mas unidades estructurales o conjugadas que potencian la actividad, distribucion celular o
consumo celular de los compuestos oligoméricos resultantes. En una realizacion tales compuestos oligoméricos
modificados se preparan uniendo covalentemente grupos conjugados a grupos funcionales tales como grupos
hidroxilo o amino. Los grupos conjugados de la invencion incluyen intercaladores, moléculas informadoras,
poliaminas, poliamidas, polietilen glicoles, poliéteres, grupos que potencian las propiedades farmacodindmicas de
los oligdmeros, y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de los oligémeros. Grupos conjugados
tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina,
fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Grupos que potencian las propiedades farmacodindmicas en el
contexto de esta invencion, incluyen grupos que potencian el consumo de oligbmeros, potencian la resistencia del
oligbmero a la degradacion, y/o fortalecen la hibridacion especifica de secuencia con ARN. Grupos que potencian
las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta invencion, incluyen grupos que mejoran el consumo,
distribucion, metabolismo o excrecién de oligomeros. Grupos conjugados representativos se divulgan en la Solicitud
Internacional de Patente PCT/US 92/09196, presentada el 23 de octubre de 1992. Unidades estructurales
conjugadas incluyen pero no se limitan a unidades estructurales lipidicas tales como una unidad estructural
colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556), 4cido célico (Manoharan et al., Bioorg.
Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad.
Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol
(Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una cadena alifatica, por ejemplo residuos dodecandiol o
undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330;
Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), un fosfolipido, por ejemplo di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio,
1,2-di-O-hexadecil-rac-glicerol-3-H-fosfonato (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al.,
Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una cadena de polietilen glicol (Manoharan et al.,
Nucleosides & Nucleétidos, 1995, 14, 969-973), o acido adamantano acético (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.,
1995, 36, 3651-3654), una unidad estructural palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237),
0 una unidad estructural octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther.,
1996, 277, 923-937.

Los compuestos oligoméricos de la invencion también pueden ser conjugados a sustancias farmacoactivas, por
ejemplo, aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno, naproxeno, quetoprofeno, (S)-(+)-
pranoprofeno, carprofeno, dancilo sarcocina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, acido flufenamico, acido folinico, una
benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indometicina, un barbiturato, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un
antidiabético, un antibacteriano o un antibidtico. Conjugados oligonucledtido-farmaco y su preparacion estan
descritos en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos 09/334,130 (presentada el 15 de junio de 1999).

Patentes de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparacién de tales conjugados de
oligonucledtidos incluyen, pero no se limitan a, U.S.: 4,828,979; 4,948,882; 5,218,105; 5,525,465; 5,541,313;
5,545,730; 5,552,538; 5,578,717, 5,580,731; 5,580,731; 5,591,584; 5,109,124; 5,118,802; 5,138,045; 5,414,077;
5,486,603; 5,512,439; 5,578,718; 5,608,046; 4,587,044; 4,605,735; 4,667,025; 4,762,779; 4,789,737; 4,824,941,
4,835,263; 4,876,335; 4,904,582; 4,958,013; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136; 5,082,830; 5,112,963; 5,214,136;
5,245,022; 5,254,469; 5,258,506; 5,262,536; 5,272,250; 5,292,873; 5,317,098; 5,371,241, 5,391,723; 5,416,203,
5,451,463; 5,510,475; 5,512,667; 5,514,785; 5,565,552; 5,567,810; 5,574,142; 5,585,481; 5,587,371; 5,595,726;
5,597,696; 5,599,923; 5,599,928 y 5,688,941, cada uno de los cuales se incorpora aqui como referencia.

Los compuestos oligoméricos utilizados en la composicion de la presente invencion también pueden ser modificados
para tener uno o mas grupos estabilizadores que en general estan unidos a uno o ambos terminales de los
compuestos oligoméricos para potenciar las propiedades tales como por ejemplo estabilidad a la nucleasa. Incluidas
en los grupos estabilizantes estan las estructuras de cobertura. Por “estructura de cobertura o unidad estructural de
cobertura terminal” se entienden modificaciones quimicas que han sido incorporadas en cualquiera de los terminales
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de los oligonucleétidos (véase por ejemplo Wincott et al.,, WO 97/26270). Estas modificaciones terminales protegen
los compuestos oligoméricos que tienen moléculas de acidos nucleicos terminales frente a la degradacion por
exonucleasas, y pueden ayudar en la administracion y/o localizacion dentro de una célula. La cobertura puede estar
presente en el terminal 5 (cobertura 5’) o en el terminal 3’ (cobertura 3’) o puede estar presente en ambos
terminales. En ejemplos no limitantes, la cobertura 5’ incluye residuos abasicos invertidos (unidades estructurales),
nucleétido 4’, 5-metileno; 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucleétido, 4’-tio nucleétido, nucleétido carbociclico; 1,5-
anhidrohexitol nucleétido; L-nucledtidos; alfanucledtidos; nucledtido base modificado; enlace fosforoditioato;
nucleétido treo-pentofuranosilo; nucleétido aciclico 3’,4’-seco; nucleétido aciclico 3,4-dihidroxibutilo; ribonucleétido
aciclico 3,5-dihidroxipentilo, unidad estructural nucleétido 3’-3’-invertido; unidad estructural abasica 3’-3'-invertida;
unidad estructural nucleétido 3’-2’-invertida; unidad estructural abasica 3’-2’-invertida; 1,4-butanediol fosfato; 3'-
fosforamidato; hexilfosfato; aminohexilo fosfato; 3’-fosfato; 3’-fosforotioato; fosforoditioato; o unidad estructural
metilfosfonato con puente o sin puente (para mas detalle véase Wincott et al., publicacién Internacional PCT No. WO
97/26270).

Estructuras de cobertura 3’preferidas particularmente de la presente invencién incluyen, por ejemplo 4’, 5’-metilen
nucleétido; 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucleétido; 4’-tio nucledtido, nucleétido carbociclico; 5’-amino-alquilo fosfato;
1,3-diamino-2-propilo fosfato, 3-aminopropilo fosfato; 6-aminohexilo fosfato; 1,2-aminododecilo fosfato; hidroxipropilo
fosfato; 1,5-anhidrohexitol nucleétido; L-nucleétido; alfa-nucleétido; nucleétido base modificado; fosforoditioato; treo-
pentofuranosilo nucledtido; nucledtido aciclico 3’,4’-seco; 3,4-dihidroxibutilo nucledtido; 3,5-dihidroxipentilo
nucleétido, unidad estructural nucleétido 5’-5-invertida; unidad estructural abasica 5’-5’-invertida; 5'-fosforamidato;
5'-fosforotioato; 1,4-butanediol fosfato; 5’-amino; 5’-fosforamidato formador de puente y/o no formador de puente,
fosforotioato y/0 fosforoditioato, unidades estructurales metilfosfonato y 5’-mercapto formadoras o no formadoras de
puente (para mas detalle véase Beaucage y Tyer, 1993, Tetrahedron 49, 1925).

Grupos estabilizantes 3’ y 5’ adicionales que pueden ser utilizados para cubrir uno 0 ambos extremos de un
compuesto oligomérico para impartir estabilidad ante la nucleasa incluyen los divulgados en WO 03/004602
publicada el 16 de enero de 2003.

Compuestos oligoméricos quiméricos

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto oligomérico sean modificadas uniformemente, y en
efecto mas de una de las modificaciones antes mencionadas pueden ser incorporada en un compuesto oligomérico
individual o incluso en una subunidad monomérico individual tal como un nucleésido dentro de un compuesto
oligomérico. La presente invencion también incluye compuestos oligoméricos que son compuestos oligoméricos
quiméricos. Compuestos oligoméricos “quiméricos” o “quimeras”, en el contexto de esta invencion, son compuestos
oligoméricos que contienen dos o mas regiones quimicamente distintas, cada una constituida de al menos una
unidad monomérica, esto es, un nucledtido en el caso de un oligémero basado en acido nucleico.

Los compuestos oligoméricos quiméricos contienen tipicamente al menos una regiéon modificada de tal manera que
confieren resistencia incrementada a la degradacion por nucleasa, consumo celular incrementado y/o afinidad de
enlazamiento incrementada para el acido nucleico objetivo. Una region adicional del compuesto oligomérico puede
servir como sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos ARN:ADN o ARN:ARN. A manera de ejemplo, la
RNasaH es una endonucleasa celular que escinde la cadena ARN de un duplex ARN:ADN. La activacion de la
RNasaH, por lo tanto, da como resultado la escisiébn del objetivo ARN, potenciando con ello grandemente la
eficiencia de la inhibicion de la expresién del gen. Consecuentemente, pueden obtenerse frecuentemente resultados
comparables con compuestos oligoméricos mas cortos cuando se usan quimeras, en comparacion con por ejemplo
la hibridacion de desoxioligonucleétidos fosforotioato a la misma region objetivo. La escision del ARN objetivo puede
ser detectada rutinariamente por electroforesis en gel y, si es necesario, por técnicas de hibridacion de acidos
nucleicos asociados conocidos en la técnica.

Los compuestos oligomeéricos quiméricos de la invencion pueden ser formados como estructuras compuestas de dos
0 mas imitadores de oligonucleétidos, analogos de oligonucleétidos, oligonucleésidos y/ u oligonucleétidos como se
describié anteriormente. Tales compuestos oligoméricos también han sido denominados en la técnica como
hemimeros hibridos, oligbmeros con brecha u oligdmeros con brecha invertidos. Patentes de los Estados Unidos
representativas que ensefian la preparacion de tales estructuras hibridas incluye, pero no se limitan a, US:
5,013,830; 5,149,797; 5,220,007; 5,256,775; 5,366,878; 5,403,711; 5,491,133; 5,565,350; 5,623,065; 5,652,355;
5,652,356; y 5,700,922.

Modificaciones endo en 3’

En un aspecto de la presente invencion los compuestos oligoméricos incluyen nucledsidos modificados
sintéticamente para inducir una conformacion de azucar 3" endo. Un nucledsido puede incorporar modificaciones
sintéticas de la base heterociclica, la unidad estructural azicar o ambas para inducir una conformacién de azlcar 3’
endo deseada. Estos nucledsidos modificados son utilizados para imitar nucledsidos similares a ARN de tal manera
gue pueden potenciarse las propiedades particulares de un compuesto oligomérico a la vez que se mantiene la
geometria conformacional 3’ endo deseable.
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Hay una preferencia aparente para un duplex tipo ARN (hélice en forma A, predominantemente 3’ endo) como
requerimiento (por ejemplo disparador) de la interferencia de ARN que es soportada en parte por el hecho de que los
duplex compuestos de 2’-desoxi-2’-F-nucleésidos parece eficiente en iniciar la respuesta de iARN en el sistema C.
elegans. Las propiedades que son potenciadas por el uso de endonucledsidos 3’ endo mas estables incluyen pero
no se limitan a modulacion de propiedades farmacocinéticas a través de la modificacion del enlazamiento a
proteinas, disociacion de proteina, absorcién y eliminacién; modulacion de estabilidad a la nucleasa asi como
estabilidad quimica; modulacién de la afinidad al enlazamiento y especificidad del oligémero (la afinidad y
especificidad para enzimas asi como para secuencias complementarias); e incremento de la eficacia de la escision
de ARN. La presente invencién provee disparadores oligoméricos de ARN que tienen uno o mas nucleésidos
modificados de manera tal que favorecen la conformacion tipo C3’ endo.

Esquema 1

A : 4%

444 2eq
33){ 1 ax

C2'-endo/Southern C3'-endo/Northern

La conformacion de nucledsidos esté influenciada por diversos factores que incluyen la sustitucién en las posiciones
2', 3 o 4 del azucar pentofuranosilo. Los sustituyentes electronegativos generalmente prefieren las posiciones
axiales, mientras que los sustituyentes estéricamente exigentes prefieren generar las posiciones ecuatoriales
(Principles of Nucleic Acid Structure, Wolfgang Sanger, 1984, Springer-Verlag.) la modificacion de la posicién 2’ para
favorecer la conformaciéon 3’ endo puede alcanzarse a la vez que se mantiene el 2’-OH como un elemento de
reconocimiento, como se ilustra en la figura 2, mas adelante. (Gallo et al., Tetrahedron (2001), 57, 5707-5713. Harry-
O’kuru et al., J. Org. Chem., (1997), 62(6), 1754-1759 y Tang et al., J. Org. Chem. (1999), 64, 747-754.)
Alternativamente, la preferencia de la conformacién 3’ endo puede alcanzarse por la eliminacion del 2’-OH como se
ejemplifica mediante los 2'desoxi-2'F-nucleésidos (Kawasaki et al., J. Med. Chem. (1993), 36, 831-841), la cual
adopta la conformacion 3’ endo posicionando el atomo de fllor electronegativo en la posicion axial. Otras
modificaciones del anillo ribosa, por ejemplo la sustitucién en la posicion 4’ para dar nucledsidos modificados 4’-F
(Guillerm et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters (1995), 5, 1455-1460 y Owen et al., J. Org. Chem.
(1976), 41, 3010-3017), o por ejemplo la modificacion para producir andlogos de metanocarbanonucleésidos
(Jacobson et al., J. Med. Chem. Lett. (2000), 43, 2196-2203 y Lee et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters
(2001), 11, 1333-1337) inducen también la preferencia por la conformacion 3’ endo. A lo largo de lineas similares,
los disparadores oligoméricos de la respuesta de iARN pueden estar compuestos de uno 0 mas mononucledsidos
modificados de una manera tal que la conformacion se asegura en una conformacion tipo C3’ endo, esto es acido
nucleico asegurado, (LNA, Singh et al, Chem. Commun. (1998), 4, 455-456), y acidos nucleicos con puentes de
etileno (ENA, Morita et al, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2002), 12, 73-76.). Ejemplos de nucledsidos
modificados compatibles con la presente invencion se muestran mas adelante en la Tabla I. estos ejemplos se
entienden como representativos y no exhaustivos.
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La conformacién preferida de nucledsidos modificados y sus oligdmeros puede ser estimada mediante diversos
métodos tales como calculos de dinamica molecular, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y mediciones
CD. Por lo tanto, las modificaciones predichas para introducir conformaciones similares en ARN, una geometria
duplex de forma A en un contexto oligomérico, se seleccionan para uso en los oligonucle6tidos modificados de la
presente invencion. Las sintesis de numerosos de los nucledsidos modificados apropiados para la presente
invencion son conocidas en la técnica (véase por ejemplo, Chemistry of Nucleosides and Nucleotides Vol. 1 — 3, ed.
Leroy B. Townsend, 1998, Plenum press., y los ejemplos de la seccién a continuacion). Los nucleésidos conocidos
por ser inhibidores/sustratos para polimerasas de ARN dependientes de ARN (por ejemplo HCV NS5B

En un aspecto, la presente invencién esta dirigida a oligonucleétidos que se preparan copropiedades potenciadas en
comparacion con el ARN nativo contra objetivos de acidos nucleicos. Un objetivo es identificado y un oligonucleétido
es seleccionado de forma que tenga una longitud y una secuencia efectiva que sea complementaria a una porcioén
de la secuencia objetivo. Cada nucledsido de la secuencia es sometido a escrutinio para posibles modificaciones de
potenciamiento. Una modificacion preferida seria el reemplazo de uno o0 méas nucleésidos de ARN con nucledsidos
gue tengan la misma geometria conformacional 3’ endo. Tales modificaciones pueden potenciar la estabilidad
guimica y de la nucleasa con respecto al ARN nativo mientras que al mismo tiempo es mucho mas barato y facil de
sintetizar y/o incorporarlo en un oligonucleétido. La secuencia seleccionada puede ser dividida adicionalmente en
regiones y los nucledsidos de cada region evaluados para potenciar las modificaciones que puedan ser el resultado
de una configuracién quimérica. También se da consideracion a los terminales 5 y 3’ puesto que hay modificaciones
frecuentemente ventajosas que pueden hacerse a uno o mas de los nucledsidos terminales. Los compuestos
oligoméricos de la presente invencion pueden incluir al menos un grupo fosfato modificado 5’ sobre una cadena
sencilla o sobre al menos una posiciébn 5 de una secuencia o secuencias de cadena doble. Modificaciones
adicionales también son consideradas tales como los enlaces internucledsido, grupos conjugados, azdcares o bases
sustitutos, sustitucién de uno o mas nucledsidos con imitadores de nucleésidos y cualquier otra modificacién que
pueda potenciar la secuencia seleccionada para su objetivo previsto. Los términos utilizados para describir la
geometria conformacional de los acidos nucleicos homoduplex son “Forma A” para ARN y “Forma B” para ADN. La
geometria conformacional respectiva para los diplex ARN y ADN fue determinada por andlisis por difraccion de
rayos X de fibras de acidos nucleicos (Arnott and Hukins, Biochem. Biophys. Res. Comm., 1970, 47, 1504). En
general, los duplex ARN:ARN son mas estables y tienen temperaturas de fusiébn mas altas (Tm) que los diplex
ADN:ADN (Sanger et al., Principles of Nucleic Acid Structure, 1984, Springer-Verlag; New York, NY.; Lesnik et al.,
Biochemistry, 1995, 34, 10807-10815; Conte et al.,, Nucleic Acids Res., 1997, 25, 2627-634). La estabilidad
incrementada del ARN ha sido atribuida a varias caracteristicas estructurales, la mas notable las interacciones
mejoradas de apilamiento de bases que son el resultado de una geometria de forma A (Searle et al., Nucleic Acids
Res., 1993, 21, 2051-2056). La presencia del 2’ hidroxilo en ARN desplaza el aztcar hacia un plegador C3’ endo,
esto es, también designado como plegador Northern, lo que hace que el duplex favorezca la geometria de forma A.
Ademas, los grupos 2’ hidroxilo del ARN pueden formar una red de enlaces de hidrégeno mediados por agua que
ayudan a estabilizar el duplex ARN (Egli et al., Biochemistry, 1996, 35, 8489-8494). Por otro lado, los acidos
desoxinucleicos prefieren un plegador de azicar C2’ endo, también conocido como plegador Southern, del cual se
cree que imparte una geometria de forma B menos estable. (Sanger, W. (1984) Principles of Nucleic Acid Structure,
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Springer-Verlag, New York, NY). Tal como se utiliza aqui, la geometria de forma B es inclusiva tanto de plegador C2’
endo como 04’ endo. Esto es consistente con Berger, et. al., Nucleic Acids Research, 1998, 26, 2473-2480, quienes
sefialaron que en consideracion de las conformaciones de furanosa que dan lugar a los daplex forma B también
debe considerarse otorgar al plegador O4’ endo una contribucion.

Los diplex hibridos ADN:ARN, sin embargo son menos estables que los diplex ARN:ARN puros, y dependiendo de
su secuencia pueden ser mas o menos estables que los duplex ADN:ADN (Searle et al., Nucleic Acids Res., 1993,
21, 2051-2056). La estructura de un duplex hibrido es un intermedio entre las geometrias forma A y B, las cuales
pueden dar como resultado interacciones de pobre apilamiento (Lane et al., Eur. J. Biochem., 1993, 215, 297-306;
Fedoroff et al., J. Mol. Biol., 1993, 233, 509-523; Gonzalez et al., Biochemistry, 1995, 34, 4969-4982; Horton et al., J.
Mol. Biol., 1996, 264, 521-533). La estabilidad del duplex formado entre un ARN objetivo y una secuencia sintética
es definitivo para terapias tales como pero no limitandose a antisentido e interferencia de ARN puesto que estos
mecanismos requieren el enlazamiento de una cadena de oligonucledtido sintética a una cadena objetivo de ARN.

En el caso del antisentido, la inhibicion efectiva del ARNm requiere que el ADN antisentido tenga una afinidad de
enlazamiento muy alta con el ARNm. De otra forma la interaccién deseada entre la cadena de oligonucle6tidos
sintética y la cadena de ARNm objetivo ocurrira de manera poco frecuente, dando como resultado una eficacia
disminuida.

Un método utilizado rutinariamente para modificar el plegamiento del azlcar es la sustitucion del azucar en la
posicion 2’ con un grupo sustituyente que influye en la geometria del azicar. La influencia sobre la conformacion del
anillo depende de la naturaleza del sustituyente en la posicién 2. Se ha estudiado un cierto nimero de sustituyentes
diferentes para determinar su efecto de plegamiento en el azlcar. Por ejemplo, se han estudiado 2’-halégenos lo
que muestra que el derivado 2’-flior exhibe la poblacién mas grande (65%) de la forma C3’-endo, y el 2’-yodo exhibe
la poblacion méas baja (7%). Las poblaciones de adenosina (2’-OH) versus desoxiadenosina (2’-H) son 36% y 19%,
respectivamente. Ademas, el efecto del grupo 2’-flioro de los dimeros de adenosina (2'—desoxi-2’-fluoroadenosina —
2’-desoxi-2’-fluoro-adenosina) esta correlacionado adicionalmente con la estabilizacion de la conformacién apilada.

Como se esperaba, la estabilidad del diplex relativa puede ser potenciada por reemplazo de los grupos 2’-OH con
grupos 2’-F incrementado por lo tanto la poblacion de C3’- endo. Se asume que la naturaleza altamente polar del
enlace 2'-F y la extrema preferencia por el plegamiento C3’-endo puede estabilizar la conformacion apilada en un
diplex de forma A. Los datos de hipocromicidad en UV, dicroismo circular y 'H RMN también indican que el grado
de apilamiento disminuye a medida que la electronegatividad del sustituyente A lo disminuye. Adicionalmente, el
volumen estérico con la posicién 2* de la unidad estructural aziicar se acomoda mejor en un diplex forma A que en
un duplex forma B. Asi, se cree que un sustituyente 2’ sobre el terminal 3° de un monofosfato de dinucledsido ejerce
un cierto nimero de efectos sobre la conformacion de apilamiento:repulsion estérica, preferencia por plegamiento de
furanosa, repulsion electrostéatica, atraccion hidrofébica y capacidades de enlazamiento de hidrégeno. Se cree que
estos efectos sustituyente son determinados por el tamafio molecular, electronegatividad, e hidrofobicidad del
sustituyente. Las temperaturas de fusion de las cadenas complementarias también se incrementan con los difosfatos
de adenosina sustituidos en 2’. No es claro si la preferencia por 3’-endo de la conformacion o la presencia del
sustituyente es responsable del enlazamiento incrementado. Sin embargo, puede alcanzarse una superposicion
mayor de bases adyacentes (apilamiento) con la conformacion 3’-endo.

Una modificacion en 2’ sintética que imparte una resistencia incrementada a la nucleasa y una afinidad de
enlazamiento muy alta a los nucleétidos es la cadena lateral 2-metoxietoxi (2’-MOE, 2’-OCH,CH,OCHz) y (Baker et
al.,, J. Biol. Chem., 1997, 272, 11944-12000). Una de las ventajas intermedias de la sustitucion 2’-MOE es el
mejoramiento en la afinidad de enlazamiento, la cual es mayor que muchas modificaciones 2’ similares tales como
O-metilo, O-propilo, y O-aminopropilo. Los oligonucledtidos que tienen el sustituyente 2’-O-metoxietilo también han
demostrado ser inhibidores antisentido de la expresion genética con caracteristicas prometedoras en el uso in vivo
(Martin, P., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann et al., Biochem.
Soc. Trans., 1996, 24, 630-637; y Altmann et al., Nucleosides Nucledtidos, 1997, 16, 917-926). Con respecto al
ADN, los oligonucleétidos que tienen la modificacion 2'-MOE desplegaron una afinidad mejorada por ARN y mayor
resistencia a la nucleasa. Los oligonucleétidos quiméricos que tienen sustituyentes 2’-MOE en los nucleésidos del
ala y una region interna de nucle6tidos desoxi-fosforotioato (también denominada un oligonucleétido con brecha u
oligbmero con brecha) han mostrado una reduccion efectiva en el crecimiento de tumores en modelos animales a
dosis bajas. Los oligonucleodtidos sustituidos con 2’-MOE también han mostrado una promesa sobresaliente como
agentes antisentido en diferentes estados de la enfermedad. Uno de tales oligonucleétidos sustituidos con MOE esta
siendo investigado actualmente en ensayos clinicos para el tratamiento de retinitis CMV.

Quimicas definidas

A menos que se defina otra cosa aqui, alquilo significa un hidrocarbilo alifatico de cadena recta o (cuando sea
posible) ramificada C;-Ci2, preferiblemente C;-Cg, y mas preferiblemente C1-Ce.

Al menos que se defina otra cosa aqui, heteroalquilo significa una cadena hidrocarbilo alifatica recta o (cuando sea
posible) ramificada Ci-Ci2, preferiblemente C;-Cg y mas preferiblemente C;-Cs que contiene al menos uno, y
preferiblemente al menos 1 a aproximadamente 3, heterodtomos en la cadena, incluyendo la porcién terminal de la
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cadena. Heteroatomos preferidos incluyen N, O y S. Al menos que se defina aqui otra cosa, cicloalquilo significa un
anillo hidrocarbilo alifatico Cs-C12, preferiblemente Cs-Cg, y mas preferiblemente Cs3-Ce.

Al menos que se defina otra cosa aqui, alquenilo significa alquenilo C;-Ci2, preferiblemente C»-Cs y mas
preferiblemente C,-Cs, el cual puede ser una unidad estructural hidrocarbilo recta o (cuando sea posible) ramificada,
la cual contiene al menos un doble enlace carbono-carbono.

Al menos que se defina otra cosa aqui, alquinilo significa alquinilo C2-Ci2, preferiblemente C,-Cs, y mas
preferiblemente C,-Cs, el cual puede ser una unidad estructural hidrocarbilo recta o (cuando sea posible) ramificada,
la cual contiene al menos un triple enlace carbono-carbono.

Al menos que se defina otra cosa aqui, heterocicloalquilo significa una unidad estructural de anillo que contiene al
menos 3 miembros de anillo, al menos uno de los cuales es carbono, y de los cuales 1, 2 0 3 miembros de anillo son
diferentes a carbono. Preferiblemente el nimero de atomos de carbono varia de 1 a aproximadamente 12,
preferiblemente de 1 a aproximadamente 6, y un numero total de miembros de anillo varian desde 3 hasta
aproximadamente 15, preferiblemente desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 8. Heteroatomos de anillo
preferidos son N, O y S. grupos heterocicloalquilo preferidos incluyen morfolino, tiomorfolino, piperidinilo,
piperazinilo, homopiperidinilo, homopiperazinilo, homomorfolino, homotiomorfolino, pirrolodinilo, tetrahidrooxazolilo,
tetrahidroimidazolilo, tetrahidrotiazolilo, tetrahidroisoxazolilo, tetrahidropirrazolilo, furanilo, piranilo, vy
tetrahidroisotiazolilo.

Al menos que se defina aqui otra cosa, arilo significa una estructura de anillo hidrocarburo que contiene al menos un
anillo arilo. Anillos arilo preferido tienen aproximadamente 6 hasta aproximadamente 20 carbonos de anillo. Anillos
arilo especialmente preferidos incluyen fenilo, naftilo, antracenilo y fenantrenilo.

Al menos que se defina aqui otra cosa, hetarilo significa una unidad estructural que contiene al menos un anillo
completamente insaturado, consistiendo el anillo de atomos de carbono y no carbono. Preferiblemente el sistema de
anillo contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 anillos. Preferiblemente el nimero de atomos de
carbono varia desde 1 hasta aproximadamente 12, preferiblemente de 1 hasta aproximadamente 6, y el nimero total
de miembros de anillo varia desde 3 hasta aproximadamente 15, preferiblemente desde aproximadamente 3 hasta
aproximadamente 8. Heteroatomos de anillo preferido son N, O y S. Unidades estructurales hetarilo preferidas
incluyen pirazolilo, tiofenilo, piridilo, imidazolilo, tetrazolilo, piridilo, pirimidinilo, purinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo,
bencimidazolilo, benzotiofenilo, etc.

Al menos que se defina otra cosa aqui, cuando una unidad estructural es definida como una unidad estructural de
compuesto, tal como hetarilalquilo (hetarilo y alquilo), aralquilo (arilo y alquilo), etc., cada una de las subunidades
estructurales es como se define aqui.

Al menos que se defina aqui otra cosa, un grupo extractor de electrones es un grupo, tal como el grupo ciano o
isocianato que extrae carga electronica del carbono al cual esté enlazado. Otros grupos extractores de electrones de
nota incluyen aquellos cuyas electronegatividad exceden la del carbono, por ejemplo halégeno, nitro o fenilos
sustituidos en la posiciones orto o para con uno 0 mas grupos ciano, isotiocianato, nitro o halo.

Al menos que se defina otra cosa aqui, los término haldégeno y halo tienen sus significados ordinarios. Sustituyentes
halo (hal6geno) preferidos son Cl, Br, e I.

Los sustituyentes opcionales antes mencionados son, al menos que se defina aqui otra cosa, sustituyentes
adecuados dependiendo de las propiedades deseadas. Se incluyen halégenos (CL, Br, 1), unidades estructurales
alquilo, alquenilo y alquinilo, NO2, NHs (sustituido y no sustituidos), unidades estructurales acido (por ejemplo -
CO2H, -OSOsHj, etc.), unidades estructurales heterocicloalquilo, unidades estructurales hetarilo, unidades
estructurales arilo, etc. En todas las formas precedentes, la virgulilla (~) indica un enlace a un oxigeno o azufre del
5'- fosfato.

Grupos protectores fosfato incluyen los descritos en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,760,209, US
5,614,621, US 6,051,699, US 6,020,475, US 6,326,478, US 6,169,177, US 6,121,437, US 6,465,628.

Los oligonucledtidos usados de acuerdo con esta invencidon pueden de manera conveniente y rutinaria hacerse a
través de una técnica bien conocida de sintesis en fase sélida. Equipos para tales sintesis son vendidos por varios
proveedores incluyendo a Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis; la
sintesis real de los oligonucledtidos esta bien encajada dentro de los talentos rutinarios. Es bien conocido utilizar
técnicas similares para preparar oligonucledtidos tales como los fosforotioatos y los derivados 2’- alcoxi o 2’-
alcoxialcoxi, incluyendo oligonucleétidos 2'- O-metoxietilo (Martin, P., Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-504). También
es conocido utilizar técnicas similares y amiditas modificadas disponibles comercialmente y productos en vidrio de
poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina o amiditas modificadas con psoraleno y/ CPG
(disponible de Glen Research, Sterling, VA) para sintetizar oligonucleétidos marcados por fluorescencia, biotinilados
u otros conjugados.
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Composiciones y formulaciones antisentido

Los compuestos de la invencion también pueden ser mezclados, encapsulados, conjugados y de alguna otra manera
asociados con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo liposomas,
moléculas direccionadas al receptor, formulaciones orales, rectales, tépicas u otras, para asistir en la ingesta,
distribucion y/o absorcion. Patentes de los Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de tales
formulaciones de ayuda para la ingesta, distribucidon y/o absorcién incluyen, pero no se limitan a, US: 5,108,921;
5,354,844; 5,416,016; 5,459,127; 5,521,291; 5,543,158; 5,547,932; 5,583,020; 5,591,721; 4,426,330; 4,534,899;
5,013,556; 5,108,921; 5,213,804; 5,227,170; 5,264,221; 5,356,633; 5,395,619; 5,416,016; 5,417,978; 5,462,854,
5,469,854, 5,512,295; 5,527,528; 5,534,259; 5,543,152; 5,556,948; 5,580,575; y 5,595,756.

Los compuestos antisentido de la invencion abarcan cualquier sal, éster o sales de tales ésteres, farmacéuticamente
aceptables, o cualquier otro compuesto, el cual por administracién a un animal que incluye un humano, es capaz de
proveer (directa o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo. De acuerdo con lo
anterior, por ejemplo, la divulgacion también esta dirigida a profarmacos y sales farmacéuticamente aceptables de
los compuestos de la invencion, sales farmacéuticamente aceptables de tales profarmacos, y otros bioequivalentes.

El término “profarmaco” indica un agente terapéutico que es preparado en una forma inactiva que es convertida a
una forma activa (por ejemplo, farmaco) dentro del cuerpo o células del mismo mediante la accién de enzimas
enddgenas u otros agentes quimicos y/o condiciones. En patrticular, las versiones profarmaco de los oligonucle6tidos
de la invencioén se preparan como derivados SATE (S-acetil-2-tioetil) de acuerdo con los métodos divulgados en WO
93/24510 de Gosselin et al., publicada el 9 de diciembre de 1993 0 en WO 94/26764 y U. S. 5,770,713 de Imbach et
al.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisioldgica y farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de la invencion: esto es, sales que retengan la actividad biologica deseada del compuesto original y no
impartan efectos toxicolégicos indeseados al mismo.

Sales de adicién béasica farmacéuticamente aceptables se forma con metales o aminas, tales como metales alcalino
y alcalinotérreos o amidas organicas. Ejemplos de metales utilizados como cationes son sodio, potasio, magnesio,
calcio y similares. Ejemplos de aminas adecuadas son N,N’-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, dicicloexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina y procaina (véase, por ejemplo, Berge et al.,
“Pharmaceutical Salts”, J. of Pharma Sci., 1977, 66, 1-19). Tal como se utiliza aqui, una “sal de adicidn farmacéutica”
incluye una sal farmacéuticamente aceptable de una forma acida de uno de los componentes de las composiciones
de la invencién. Estas incluyen sales de acidos organicos o inorganicos de las aminas. Sales acidas preferidas son
los clorhidratos, acetatos, salicilatos, nitratos y fosfatos. Otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas son
bien conocidas para los experimentados en el arte e incluyen sales basicas de una variedad de acidos inorganicos y
organicos.

Para oligonucledtidos, ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen pero no se limitan a (a)
sales formadas con cationes tales como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina
y espermidina, etc.; (b) sales de adicion acida formadas con &acidos inorganicos, por ejemplo acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfarico, acido fosfdrico, acido nitrico y similares; (c) sales formadas con acidos organicos tales
como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, &cido tartérico, acido succinico, acido maleico, &cido fumérico, &cido
glucénico, &cido citrico, 4cido malico, acido ascoérbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, &cido alginico y
acido poliglutamico, &cido naftalenosulfénico, &cido metanosulfénico, acido p-toluenosulfonico, &acido
naftalenodisulfonico, acido poligalacturdnico, y similares; y (d) sales formadas a partir de aniones elementales tales
como cloro, bromo y yodo.

Composiciones farmacéuticas y rutas de administracion

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser administradas en un cierto nimero de
maneras dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y del area que se va a tratar. La
administracion puede ser tdpica (incluyendo oftalmica y a membranas mucosas incluyendo administraciéon vaginal y
rectal), pulmonar, por ejemplo por inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, incluyendo el uso de nebulizado;
intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La administracion parenteral incluye inyeccion
o infusion intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por ejemplo,
administracion intratecal o intraventricular. Oligonucleétidos con al menos una modificacién 2’-O-metoxietilo se cree
gue son Utiles particularmente para administracion oral.

Composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracion tépica pueden incluir parches transdérmicos,
unguentos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aspersiones, liquidos y polvos. Vehiculos farmacéuticos
convencionales, acuosos, en polvo o0 bases oleosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o deseables.
Condones recubiertos, guantes y similares también pueden ser (tiles. Formulaciones topicas preferidas incluyen
aquellas en las cuales los oligonucleoétidos de la invencién y en mezcla con un agente de administracién topico tales
como lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y surfactantes.
Lipidos y liposomas preferidos incluyen neutros (por ejemplo dioleilfosfatidilo DOPE etanolamina, dimiristoilfosfatidilo
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colina DMPC, diestearoilfosfatidilo colina), negativos, (por ejemplo dimiristoilfosfatidilo glicerol DMPG) y catidnicos
(por ejemplo, dioleiltetrametilaminopropilo DOTAP vy dioleoilfosfatidilo etanolamina (DOTMA). Los oligonucledétidos de
la invencion pueden ser encapsulados con liposomas o pueden formar complejos con los mismos, en particular con
liposomas catidnicos. Alternativamente, los oligonucleétidos pueden ser complejados en lipidos, en particular con
lipidos catiénicos. Acidos grasos y ésteres preferidos incluyen pero no se limitan a acido araquidénico, acido oleico,
acido eicosanoico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido
linoleico, &cido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, glicerilo 1-monocaprato, 1-dodecilo
aciloeptano-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina del éster de alquilo C;-C1o (por ejemplo isopropilmiristato IPM),
monoglicéridos, diglicéridos o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido puede ser administrado a un sujeto a través de una ruta oral de
administracion. Los sujetos de la presente invencion comprenden animales. Un animal sujeto puede ser un
mamifero, tal como un raton, una rata, un perro, una cobaya, un mono, un humano, un primate no humano, un gato
0 un perro. Primates no humanos incluyen monos y chimpancés. Un animal sujeto adecuado puede ser un animal
experimental, tal como un ratdn, una rata, un perro, un primate no humano, un gato o un cerdo.

En algunas realizaciones el sujeto puede ser un humano. En ciertas realizaciones, el sujeto puede ser un paciente
humano tal como se discute en mas detalle aqui. En ciertas realizaciones, puede ser necesario modular la expresion
de uno o mas genes del paciente humano. En algunas realizaciones particulares, puede ser necesario inhibir la
expresion de uno o méas genes de paciente humano. En realizaciones particulares, puede ser necesario modular,
esto es, inhibir o potenciar, la STAT3 con el fin de obtener resultados terapéuticos discutidos aqui.

En algunas realizaciones, formulaciones no parenterales (por ejemplo orales) de oligonucleétidos de acuerdo con la
presente invencién dan como resultado una biodisponibilidad potenciada del oligonucleétido. En este contexto, el
término “biodisponibilidad” se refiere a una medicion de aquella porcidon de un farmaco administrado que alcanza el
sistema circulatorio (por ejemplo sangre, especialmente plasma sanguineo) cuando se usa un modo particular de
administracion para suministrar el farmaco. La biodisponibilidad potenciada se refiere a un modo particular de
habilidad de administracion para suministrar oligonucleétido al plasma sanguineo periférico de un sujeto con
respecto a otro modo de administracion. Por ejemplo, cuando se usa un modo no parenteral de administracion (por
ejemplo un modo oral) para introducir el farmaco en un sujeto, la biodisponibilidad para ese modo de administracion
puede ser comparada con un modo diferente de administracién, por ejemplo, un modo IV de administracién. En
algunas realizaciones, el area bajo una curva de concentracién del compuesto en plasma sanguineo (AUCy)
después de una administracion no parenteral puede ser dividida por el area bajo la curva de concentracion del
farmaco en plasma sanguineo después de la administracién intravenosa (i.v.) (AUCy) para proveer un cociente
adimensional (biodisponibilidad relativa, RB) que representa la fraccion de compuesto absorbida a través de la ruta
no parenteral en comparacion con la ruta IV. Se dice que la biodisponibilidad de una composicién es potenciada en
comparacion con otra biodisponibilidad de la composicién cuando la primera biodisponibilidad relativa de la
composicion (RB1) es mayor que la segunda biodisponibilidad relativa de la composicion (RB3).

En general, la biodisponibilidad se correlaciona con la eficacia terapéutica cuando la eficacia terapéutica de un
compuesto esta relacionada con la concentracion en sangre alcanzada, incluso si el sitio final de accion del farmaco
es intracelular (van Berge-Henegowen et al., Gastroenterol., 1977, 73,300). Se han usado estudios de
biodisponibilidad para determinar el grado de absorcién intestinal de un farmaco midiendo el cambio en los niveles
en sangre periférica del farmaco después de una dosis oral (DiSanto, Chapter 76 In: Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, paginas 1451-1458).

En general, la biodisponibilidad de una composicién oral (que comprende un oligonuclettido) se dice que esta
“potenciada” cuando su biodisponibilidad relativa es mayor que la biodisponibilidad de una composicion que consiste
sustancialmente de oligonucledtido puro, esto es, oligonucleétido en la ausencia de un potenciador de la
penetracion.

La biodisponibilidad en érganos se refiere a la concentracién del compuesto en un 6rgano. La biodisponibilidad en
6rganos puede medirse en sujetos de prueba por un cierto nimero de medios, tales, como radiografia de cuerpo
completo. La biodisponibilidad en érganos puede ser modificada, por ejemplo, potenciada, por una o mas
modificaciones al oligonucledtido, mediante el uso de uno 0 mas compuestos portadores o excipientes, etc., tal como
se discute en mas detalle aqui. En general, un incremento en la biodisponibilidad dara como resultado un incremento
en la biodisponibilidad en los érganos.

Las composiciones de oligonuclettidos orales de acuerdo con la presente invencion pueden comprender uno o mas
“potenciadores de la penetracién por mucosas”, también conocidos como “potenciadores de la absorcion” o
simplemente como “potenciadores de la penetracion”. De acuerdo con lo anterior, algunas realizaciones de la
invencién comprenden al menos un oligonucledtido en combinacidn con al menos un potenciador de la penetracion.
En general, un potenciador de la penetracion es una sustancia que facilita el trasporte de un farmaco a través de las
membranas mucosas asociadas con el modo deseado de administracion, por ejemplo, en membranas epiteliales
intestinales. De acuerdo con lo anterior es deseable seleccionar uno o mas potenciadores de la penetracion que
faciliten el consumo de un oligonucleétido, sin interferir con la actividad del oligonucleétido, y de tal forma el
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oligonucleétido puede ser introducido en el cuerpo de un animal sin un grado inaceptable de efectos colaterales tales
como toxicidad, irritacion o respuesta alérgica.

Realizaciones de la presente invencion proveen composiciones que comprenden uno o mas potenciadores de la
penetracion farmacéuticamente aceptables, y métodos para utilizar tales composiciones, lo cual da como resultado
la biodisponibilidad mejorada de oligonucleétidos administrados a través de modos no parenterales de
administracion. Hasta ahora, se han usado cierto potenciadores de la penetracién para mejorar la biodisponibilidad
de ciertos farmacos. Véase Muranishi, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1 y Lee et al., Crit. Rev. Ther.
Drug Carrier Systems, 1991, 8, 91. Se ha encontrado que el consumo y suministro de oligonucle6tidos puede
mejorarse notablemente cuando se administran por medios no parenterales a través del uso de un cierto nimero de
diferentes clases de potenciadores de la penetracion.

En algunas realizaciones, las composiciones para administraciéon no parenteral incluyen una o mas modificaciones
para oligonucle6tidos de origen natural (esto es, desoxirribosilfosfodiéster completo o ribosilfosfodiéster-completo
oligonucledtidos). Tales modificaciones pueden incrementar la afinidad de enlazamiento, la estabilidad a la nucleasa,
la permeabilidad de las células o tejidos, la distribucién en tejidos u otras propiedades biolégicas o farmacocinéticas.
Pueden hacerse modificaciones a la base, al enlazante, o al azlcar, en general, tal como se discute en méas detalle
aqui con respecto a la quimica de oligonucledtidos. En algunas realizaciones de la invencion, las composiciones
para administracién a un sujeto, y en particular las composiciones orales para administracion a un sujeto animal
(humano o no humano), comprenderan oligonucleétidos modificados que tienen una o mas modificaciones para
potenciar la afinidad, estabilidad, distribucion en tejido u otra propiedad bioldgica.

Enlazantes modificados adecuados incluyen enlazantes de fosforotioato. En algunas realizaciones de acuerdo con la
invencion, el oligonucledtido tiene al menos un enlazante fosforotioato. Los enlazantes de fosforotioato proveen
estabilidad a la nucleasa asi como caracteristicas de enlazamiento de la proteina del plasma al oligonucleétido. La
estabilidad a la nucleasa es util para incrementar el tiempo de vida in vivo de los oligonucleétidos, mientras que el
enlazamiento a la proteina del plasma disminuye la rata de primer despeje de paso del oligonucleétido a través de la
excrecion renal. En algunas realizaciones de acuerdo con la presente invencion, el oligonucleétido tiene al menos
dos enlazantes de fosforotioato. En algunas realizaciones, cuando el oligonucledtido tiene exactamente n
nucleésidos, el oligonuclettido tiene de 1 a n-1 enlaces fosforotioato. En algunas realizaciones, cuando el
oligonucledtido tiene exactamente n nucleésidos, el oligonucleétido tiene n-1 enlaces fosforotioato. En otras
realizaciones en donde el oligonucledtido tiene exactamente n nucleésidos, y n es par, el oligonucledétido tiene de 1 a
n/2 enlaces fosforotioato, o, cuando n es impar, de 1 a (n-1)/2 enlaces fosforotioato. En algunas realizaciones, el
oligonucleétido tiene enlaces fosfodiéster (PO) y fosforotioato (PS) alternantes. En otras realizaciones, el
oligonucledtido tiene al menos un estiramiento de dos o mas enlaces PO consecutivos y al menos un estiramiento
de dos 0 mas enlaces PS. En otras realizaciones, el oligonucleétido tiene al menos dos estiramientos de enlaces PO
interrumpidos por al menos un enlace PS.

En algunas realizaciones, al menos uno de los nucleésidos es modificado sobre la unidad de azucar ribosilo
mediante una modificacion que imparte estabilidad ante la nucleasa, afinidad de enlazamiento o alguna otra
propiedad biol6égica beneficiosa para el azlicar. En algunos casos, la modificacién del azicar incluye una
modificacién 2’, por ejemplo, el 2’-OH del azucar ribosilo es reemplazado o sustituido. Reemplazos adecuados para
2’-OH incluyen 2’-F y 2’-arabino-F. Sustituciones adecuadas para OH incluyen 2’-O-alquilo, por ejemplo 2-O-metilo, y
2’-O-alquilo sustituido, por ejemplo 2’-O-metoxietilo, 2’-NH,, 2’-O- aminopropilo, etc. En algunas realizaciones, el
oligonucledtido contiene al menos una modificacion 2’. En algunas realizaciones, el oligonucleétido contiene al
menos dos modificaciones 2’. En algunas realizaciones, el oligonuclettido tiene al menos una modificacion 2’ en
cada uno de los terminales (esto es, los nucledsidos en el terminal 3’ y 5’ tienen cada uno la misma o diferente
modificacién 2’). En algunas realizaciones, el oligonucleétido tiene al menos dos modificaciones 2’ secuenciales en
cada extremo del oligonucledtido. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden adicionalmente al
menos un desoxinucledsido. En realizaciones particulares, los oligonucleétidos comprenden un estiramiento de
desoxinucledsidos de tal forma que el estiramiento es capaz de reactivar la RNasa (por ejemplo RNasa H) por
escisién de una RNA al cual el oligonucleétido es capaz de hibridar. En algunas realizaciones, un estiramiento de
desoxinucledtido es capaz de activar la escision de RNA mediada por RNasa comprende aproximadamente 6 hasta
aproximadamente 16, por ejemplo de aproximadamente 8 hasta aproximadamente 16 desoxinucledsidos
consecutivos. En realizaciones adicionales, los oligonuclettidos son capaces de disparar la escision por enzimas
seARN(ds las cuales acttan sobre los hibridos ARN:ARN.

Las composiciones de oligonuclettidos de la presente invencion pueden ser formuladas en diversas formas de
dosificacién tales como, pero no limitAndose a, tabletas, capsulas, jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y
enemas. El término “administracion alimentaria” abarca, por ejemplo, administracion oral, rectal, endoscopica y
sublingual/bucal. Un requerimiento comin para estos modos de administraciéon es la absorcion a lo largo de una
porciéon o en todo el tracto alimenticio y una necesidad para una penetracion eficiente por las mucosas de los
oligonucledtidos o imitadores de los mismos asi administrados.

La administracion de un farmaco a través de la mucosa oral, como en el caso de la administracion bucal sublingual,
tiene varias caracteristicas deseables, incluyendo como en muchos casos, una elevacion mas rapida en la
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concentracion en plasma del farmaco (Harvey, Chapter 35 In: Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed.,
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, page 711).

Puede utilizarse endoscopia para administrar un farmaco directamente en una porcion interior del tracto alimenticio.
Por ejemplo, la cistopancreatografia retrégrada endoscépica (ERCP) aprovecha la gastroscopia extendida y permite
un acceso selectivo al tracto biliar y al ducto pancreéatico (Hirahata et al., Gan To Kagaku Ryoho, 1992, 19(10
Suppl.), 1591). Las composiciones farmacéuticas, incluyendo formulaciones liposémicas, pueden ser administradas
directamente en porciones del canal alimenticio, tal como, por ejemplo, el duodeno (Somogyi et al., Pharm. Res.,
1995, 12, 149) o la submucosa gastrica (Akamo et al., Japanese J. Cancer Res., 1994, 85, 652) a través de medios
endoscopicos. Los dispositivos de lavado gastrico (Inoue et al., Artif. Organs, 1997, 21, 28) y los dispositivos de
alimentacién endoscépica percutanea (Pennington et al., Ailment Pharmacol. Ther., 1995, 9, 471) también pueden
ser utilizados para una administracién alimentaria directa de composiciones farmacéuticas.

En algunas realizaciones, pueden administrarse formulaciones de oligonucleétidos a través del ano en el recto o en
el intestino inferior. Los supositorios rectales, enemas de retencidén o catéteres rectales pueden ser utilizados para
este proposito y pueden ser preferidos cuando el cubrimiento del paciente puede de alguna otra manera ser dificil de
alcanzar (por ejemplo, en aplicaciones pediatricas y geriatricas, o cuando el paciente estd vomitando o inconsciente.
La administracion rectal puede dar como resultado niveles mas rapidos y mas altos en sangre que la ruta oral
(Harvey, Chapter 35 In: Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1990, page 711). Puesto que aproximadamente el 50% del farmaco es absorbido a través del recto
probablemente evitara el higado, la administracion por esta ruta reduce significativamente el potencial del
metabolismo de primer paso (Benet et al., Chapter 1 In: Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al., eds., McGraw-Hill, New York, NY, 1996).

Otros excipientes que pueden ser agregados a las composiciones de oligonucleétidos orales incluyen surfactantes (o
“agentes con actividad superficial”’). Estas son entidades quimicas las cuales, cuando se disuelven en una solucion
acuosa, reducen la tension superficial sobre la solucion o la tension interfases entre la solucién acuosa y otro liquido,
con el resultado de que la absorcion de los oligonucledtidos a través de la mucosa alimentaria y otras membranas
epiteliales es potenciada. Ademas de las sales biliares y acidos grasos, los surfactantes incluyen, por ejemplo,
laurilo sulfato de sodio, polioxietilen-9-laurilo éter y polioxietilen-20-cetilo éter (Lee et al., Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92); y emulsiones perfluorohémicas, tales como FC-43 (Takahashi et
al., J. Pharm. Phamacol., 1988, 40, 252).

Los acidos grasos y sus derivados que actian como potenciadores de la penetracion y pueden ser utilizados en
composiciones de la presente invencién incluyen, por ejemplo, acido oleico, acido ladrico, acido céprico (acido n-
decanoico), acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato,
monoolein (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido caprilico, acido araquidonico, 1-monocaprato de glicerilo, 1-
dodecilasacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas y mono y di-glicéridos de los mismo y/o sales
fisiol6gicamente aceptables de los mismos (esto es, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato,
etc.) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Muranishi, Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; El-Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651).

En algunas realizaciones, las composiciones de oligonucledtidos para administracion oral comprenden al menos dos
fases discretas, fases que pueden comprender particulas, capsulas, capsulas de gel, microesferas, etc. Cada fase
puede contener uno o mas oligonucleodtidos, potenciadores de la penetracion, surfactantes, bioadhesivos, agentes
efervescentes, u otros adyuvantes, excipientes o diluyentes. En algunas realizaciones, una fase comprende al
menos un oligonucledtido y al menos un potenciador de la penetracion. En algunas realizaciones, una primera fase
comprende al menos un oligonucleétido y al menos un potenciador de la penetraciéon, mientras que una segunda
fase comprende al menos un potenciador de la penetracion. En algunas realizaciones, una primera fase comprende
al menos un oligonucleétido y al menos un potenciador de la penetracién mientras que una segunda fase comprende
al menos un potenciador de la penetracidn y sustancialmente ningun oligonucleétido. En algunas realizaciones, al
menos una fase esta compuesta con al menos un retardante de la degradacion tal como un recubrimiento o una
matriz, el cual retrasa la liberacion del contenido de esa fase. En algunas realizaciones, al menos una fase, en
algunas realizaciones, una primera fase comprende al menos un oligonucleétido, al menos un potenciador de la
penetracion, mientras que una segunda fase comprende al menos un potenciador de la penetracién y un retardante
de la liberacion. En realizaciones particulares, una composicion de oligonucleétido oral comprende una primera fase
gue comprende particulas que contienen un oligonucleétido y un potenciador de la penetracion, y una segunda fase
que comprende particulas recubiertas con un agente retardador de la liberaciéon y que contiene un potenciador de la
penetracion.

Una variedad de sales biliares también funciona como potenciador de la penetracion para facilitar el consumo y
biodisponibilidad de farmacos. Los papeles fisiologicos de la bilis incluyen la facilitacién de la dispersion y absorcion
de lipidos y vitaminas solubles en grasas (Brunton, Chapter 38 In: Goodman & Gilman’s The Pharmacological Basis
of Therapeutics, 9th Ed., Hardman et al., eds., McGraw-Hill, New York, NY, 1996, paginas 934-935). Diversas sales
biliares naturales, y sus derivados sintéticos, actian como potenciadores de la penetracion. Asi, el término “sal biliar’
incluye cualquiera de los componentes de origen natural de la bilis asi como de cualquiera de sus derivados
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sintéticos. Las sales biliares de la invencion incluyen, por ejemplo, acido célico (o su sal de sodio farmacéuticamente
aceptable, colato de sodio), acido deshidrocolico (deshidrocolato de sodio), acido desoxicélico (desoxicolato de
sodio), acido glucédlico (glucolato de sodio), acido glicdlico (glicolato de sodio), acido glicodesoxicolico
(glicodesoxicolato de sodio), acido taurocélico (taurocolato de sodio), acido taurodesoxicoélico (taurodesoxicolato de
sodio), acido quenodesoxicolico (CDCA, quenodesoxicolato de sodio), acido ursodexosicélico (UDCA), tauro -24,25-
dihidro-fusidato de sodio (STDHF), glicodihidrofusidato de sodio y polioxietilen-9-laurilo éter (POE) (Lee et al., Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Swinyard, Chapter 39 In: Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18th Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990, paginas 782-783; Muranishi, Critical
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; Yamamoto et al., J. Pharm. Exp. Ther., 1992, 263, 25;
Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579).

En algunas realizaciones, los potenciadores de penetraciéon de la presente invencién son mezclas de compuestos
potenciadores de la penetracion. Una tal mezcla de penetracion es UDCA (y/o CDCA) con acidos caprico y/o ladrico
o sales de los mismos, por ejemplo de sodio. Tales mezclas son Utiles para potenciar la administracion de
sustancias biolégicamente activas a través de membranas mucosas. En particular de la mucosa intestinal. Otras
mezclas potenciadoras de la penetracion comprenden aproximadamente 5 - 95% de acidos biliares o sales UDCA
y/o CDCA con 5 - 95% de acido céprico y/o ladrico. Los potenciadores particulares de la penetracion son mezclas de
las sales de sodio de UDCA, &cido caprico y &cido laurico en una relacién de aproximadamente 1:2:2
respectivamente. Otro tal potenciador de la penetraciéon es una mezcla de acido caprico y laurico (o sales de los
mismos) en una relacion 0.01:1 a 1:0.01 (en base molar). En realizaciones particulares el acido caprico y el acido
laurico estan presentes en relaciones molares de por ejemplo aproximadamente 0.1:1 a aproximadamente 1:0.1, en
particular de aproximadamente 0.5:1 a aproximadamente 1:0.5.

Otros excipientes incluyen agentes quelantes, esto es compuestos que remueven los iones metélicos de la solucion
formando complejos con los mismos, con el resultado de que la absorcion de los oligonucleétidos a través de la
mucosa alimentaria y otras es potenciada. Con respecto a su uso como potenciadores de la penetracion en
composiciones que contienen oligonucledtidos similares a ADN en la presente invencion, los agentes quelantes
tienen la ventaja agregada de servir también como inhibidores de la ADNasa, puesto que las nucleasas de ADN mas
caracterizadas requieren un i6n metdlico divalente para la catalisis y son por lo tanto inhibidas por agentes quelantes
(Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315). Los agentes quelantes de la invencidn incluyen, pero no se limitan a, etilen
diamino tetraacetato de bisodio (EDTA), &cido citrico, salicilatos (por ejemplo, salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y
homovanilato), derivados N-acilo de colageno, derivados lauret-9 y N-amino acilo de beta-dicetonas (enaminas) (Lee
et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, page 92; Muranishi, Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1; Buur et al., J. Control Rel. , 1990, 14, 43).

Tal como se utilizan aqui, los potenciadores de la penetracion no quelantes no surfactantes pueden ser definidos
como compuestos que demuestran una actividad insignificante como agentes quelantes o como surfactantes pero
gue no obstante potencian la absorcion de oligonucledtidos a través de las membranas mucosas alimentarias y otras
(Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1). Esta clase de potenciadores de la
penetracion incluye, pero no se limita a, ureas ciclicas saturadas, derivados 1-alquilo y 1-alquenilazaciclo-alcanona
(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92); y agentes antiinflamatorios no
esteroidales como diclofenaco sodio, indometacina y fenilbutazona (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987,
39, 621).

Los agentes que potencian el consumo de oligonucledtidos a nivel celular también pueden ser agregados a las
composiciones farmacéuticas, terapéuticas y otras de la presente invencion. Por ejemplo, pueden ser usados lipidos
catiénicos, tales como LIPOFECTIN™ (Junichi et al, Patente de los Estados Unidos No. 5,705,188), derivados
catiénicos de glicerol y moléculas policationicas, tales como polilisina (Lollo et al., solicitud PCT WO 97/30731).

Un “vehiculo farmacéutico” o “excipiente” puede ser un solvente, agente de suspensiéon o cualquier otro vehiculo
farmacoldgicamente inerte farmacéuticamente aceptable para la administracion de uno o mas acidos nucleicos a un
animal. El excipiente puede ser liquido o sélido y se selecciona, con la forma planeada de administracién en mente,
de tal manera que provea el volumen, consistencia, etc., deseados, cuando se combina con un oligonucleétido y los
otros componentes de una composicion farmacéutica. Vehiculos farmacéuticos tipicos incluyen, pero no se limitan,
agentes enlazantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilo pirrolidona o hidroxipropilo
metilcelulosa, etc.); agentes de relleno (por ejemplo, lactosa y otros azlcares, celulosa microcristalina, pectina,
gelatina, sulfato de calcio, etilo celulosa, poliacrilatos o hidrégeno fosfato de calcio, etc.); lubricantes (por ejemplo
estearato de magnesio, talco, silica, diéxido de silicio coloidal, acido esteérico, estearatos metalicos, aceites
vegetales hidrogenados, almidon de maiz, polietilen glicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etc.);
desintegrantes (por ejemplo almidén, glicolato de almidén de sodio, EXPLOTAB); y agentes humidificantes (por
ejemplo, laurilo sulfato de sodio, etc.).

Las composiciones de oligonuclettidos orales pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos
encontrados convencionalmente en las composiciones farmacéuticas, en sus niveles de uso establecidos por el arte.
Asi, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales adicionales, compatibles, farmacéuticamente
activos tales como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o
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pueden contener materiales adicionales utiles en la formulacién fisica de diversas formas de dosificacion de la
composicion de la presente invencion, tales como colorantes, agentes saborizantes, conservantes, antioxidantes, o
pacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se agregan no deberian
interferir de manera indebida con las actividades biolégicas de los componentes de las composiciones de la presente
invencion.

Las composiciones o formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
soluciones acuosas estériles que pueden contener también reguladores, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero no limitdndose a, potenciadores de la penetracidon, compuestos portadores y otros portadores o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, soluciones, emulsiones y
formulaciones que contienen liposomas. Estas composiciones pueden ser generadas a partir de una variedad de
componentes que incluyen, pero no se limitan a, liquidos preformados, sélidos autoemulsificantes y semisolidos
autoemulsificantes.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion, las cuales pueden ser presentadas convenientemente en
formas de dosificacidn unitarias, pueden ser preparadas de acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en
la industria farmacéutica. Tales técnicas incluyen la etapa de asociar los ingredientes activos con los vehiculos o
excipientes farmacéuticos. En general las formulaciones son preparadas asociando uniforme e intimamente los
ingredientes activos con vehiculos liquidos o vehiculos sélidos finamente divididos o ambos, y luego, si es necesario
configurar el producto.

Las composiciones de la presente invencion pueden ser formuladas en cualquiera de muchas formas de dosificacion
posibles tales como, pero no limitandose a, tabletas, capsulas, cdpsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos,
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente invencién también pueden ser formuladas como
suspensiones en medios acuosos, NO acuosos 0 mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener
adicionalmente sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo,
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizantes.

En una realizacion de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas y usadas
como espumas. Las espumas farmacéuticas incluyen formulaciones tales como, pero no limitandose a, emulsiones,
microemulsiones, cremas, gelatinas y liposomas. Mientras que son basicamente similares en naturaleza estas
formulaciones varian en los componentes y en la consistencia del producto final. La preparacion de tales
composiciones y formulaciones es en general conocida para los experimentados en las artes farmacéuticas y de
formulacion y puede ser aplicada a la formulacion de las composiciones de la presente invencion.

Emulsiones

Las composiciones de la presente invencion pueden ser preparadas y formuladas como emulsiones. Las emulsiones
son sistemas tipicamente heterogéneos de un liquido dispersado en otro en la forma de gotitas que se exceden
usualmente 0.1 um de didmetro (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988,
Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199; Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger
y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Volume 1, p. 245; Block in Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 2, p. 335; Higuchi et
al., in Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1985, p. 301). Las emulsiones son
frecuentemente sistemas bifasicos que comprenden dos fases liquidas invisibles mezcladas intimamente y
dispersadas una con otra. En general, las emulsiones pueden ser de la variedad agua en aceite (w/0) o de aceite en
agua (o/w). Cuando una fase acuosa es dividida finamente en y dispersada como gotitas diminutas en una fase
oleosa voluminosa la composicion resultante se denomina una emulsion de agua en aceite (w/o). Alternativamente,
cuando una fase oleosa es dividida finamente en y dispersada como gotitas diminutas en una fase acuosa
voluminosa la composicion resultante es llamada una emulsion de aceite en agua (o/w). Las emulsiones pueden
contener componentes adicionales ademas de las fases dispersas y el farmaco activo el cual puede estar presente
como una solucién bien sea en la fase acuosa en la fase oleosa o por si mismo en una fase separada. Los
excipientes farmacéuticos tales como emulsificadores, estabilizantes, colorantes y antioxidantes también pueden
estar presentes en emulsiones segun sea necesario. Las emulsiones farmacéuticas también pueden ser emulsiones
multiples que estan compuestas de mas de dos fases tales como, por ejemplo, en el caso de las emulsiones aceite
en agua en aceite (o/w/0) y agua en aceite en agua (w/o/w). Tales formulaciones complejas proveen frecuentemente
ciertas ventajas que las emulsiones binarias simples no proveen. Emulsiones mdltiples en las cuales gotitas oleosas
individuales de una emulsién o/w encierran pequefias gotitas de agua constituyen una emulsiéon w/o/w. De la misma
forma un sistema de gotitas oleosas encerradas en glébulos de agua estabilizadas en una fase oleosa continua
proveen una emulsion o/w/o.

Frecuentemente, la fase dispersa o discontinua de la emulsion esta bien dispersa en la fase externa o continua y se
mantiene en esta forma a través del medio de emulsificantes o de la viscosidad de la formulacion. Cualquiera de las
fases de la emulsion pueden ser un semisélido o un sélido, como es en el caso de ungientos bases y cremas de
tipo emulsion. Otros medios de estabilizar emulsiones conlleva el uso de emulsificantes que pueden ser
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incorporados en cualquier fase de la emulsion. Los emulsificantes pueden ser clasificados ampliamente en cuatro
categorias: surfactantes sintéticos, emulsificantes de origen natural, bases de absorcion y soélidos finamente
dispersados (ldson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker,
Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199).

Los surfactantes sintéticos, también conocidos como agentes activos de superficie, han encontrado amplia
aplicabilidad en la formulacion de emulsiones y han sido revisados en la literatura (Rieger, in Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285; Idson, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., 1988,
volume 1, p. 199). Los surfactantes son tipicamente anfifilicos y comprenden una porcién hidrofilica y una hidréfoba.
La relacion de la naturaleza hidrofilica a la hidréfoba del surfactante ha sido denominada el balance hidrofilo/lipéfilo
(HLB) y es una herramienta valiosa en la categorizacion y seleccion de surfactantes en la preparacion de
formulaciones. Los surfactantes pueden ser clasificados en clases diferentes con base en la naturaleza del grupo
hidrofilico: no idnicos, aniénicos, catidnicos y anfotéricos (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 285).

Los emulsificantes de origen natural que se utilizan en formulaciones en emulsion incluyen lanolina, cera de abejas,
fosfatidos, lecitina y acacia. Las bases de absorcion poseen propiedades hidrofilicas de tal forma que pueden
absorber agua para formar emulsiones w/o a la vez que detienen sus consistencias semisolidas, tales como lanolina
anhidra y petrolato hidrofilico. Se han usado también sdlidos finamente divididos como buenos emulsificadores
especialmente en combinacién con surfactantes y en preparaciones viscosas. Estos incluyen soélidos inorganicos
polares, tales como hidréxidos de metales pesados, arcillas no hinchables tales como bentonita, atapulgita, ectolita,
caolin, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de magnesio y aluminio coloidal, pigmentos y sélidos
no polares tales como carbono o triestearato de glicerilo.

Una gran variedad de materiales no emulsificantes esta también incluida en las formulaciones de emulsiones y
contribuyen a las propiedades de las emulsiones. Incluyen grasas, aceites, ceras, acidos grasos, alcoholes grasos,
ésteres grasos, humectantes, coloides hidrofilicos, conservantes y antioxidantes (Block, in Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335; Idson, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 199).

Coloides o hidrocoloides hidrofilicos incluyen gomas de origen natural y polimeros sintéticos tales como
polisacéridos (por ejemplo, acacia, agar, acido alginico, carragenano, goma guar, goma de karaya y tragacanto),
derivados de la celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa), y polimeros sintéticos (por
ejemplo, carbémeros, éteres de celulosa y polimeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o hinchan en el agua para
formar soluciones coloidales que estabilizan las emulsiones formando peliculas interfases fuertes alrededor de las
gotitas de fase dispersa e incrementando la viscosidad de la fase externa.

Puesto que las emulsiones contienen frecuentemente un cierto nimero de ingredientes tales como carbohidratos,
proteinas, esteroles y fosfatidos que pueden soportar facilmente el crecimiento de microbios, estas formulaciones
incorporan frecuentemente conservantes. Conservantes comunmente usados incluidos en las formulaciones en
emulsion incluyen metilparabeno, propilparabeno, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, ésteres de
acido p-hidroxibenzoico y acido bérico. También se agregan con un antioxidante a las formulaciones en emulsion
para evitar el deterioro de la formulacion. Los antioxidantes usados pueden ser consumidores de radicales libres
tales como tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxi tolueno butilado, o agentes reductores tales
como acido ascorbico y metabisulfito de sodio y sinergistas antioxidantes tales como acido citrico, acido tartarico y
lecitina.

La aplicacion de formulaciones en emulsion a través de rutas dermatoldgicas orales y parenterales y métodos para
su manufactura han sido revisadas en la literatura (Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Las formulaciones en emulsién para
administracion oral han sido utilizadas ampliamente por razones de facilidad de formulacion, eficacia desde el punto
de vista de absorcién y biodisponibilidad (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker
(Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245; Idson, in Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 199). Laxantes en base
de aceite mineral, vitaminas solubles en aceite y preparaciones nutritivas altas en grasas estan dentro de los
materiales que han sido administrados cominmente por via oral como emulsiones o/w.

En una realizacién de la presente invencién, la composicion de oligonucledtidos se formula como microemulsiones.
Una microemulsion puede ser definida como un sistema de agua, aceite y un anfifilico el cual es una solucién liquida
Opticamente isotrépica y termodinamicamente estable (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger
y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 245). Tipicamente las microemulsiones son
sistemas que son preparados primero por dispersion de un aceite en una solucién acuosa surfactante y luego la
adicion de una cantidad suficiente de un cuarto componente, y en general un alcohol de longitud de cadena
intermedia para formar un sistema transparente. Por lo tanto, las microemulsiones también han sido descritas como
dispersiones termodinamicamente estables, isotrépicamente claras de dos liquidos inmiscibles que son estabilizados
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por peliculas interfase de moléculas con actividad superficial (Leung and Shah, in: Controlled Release of Drugs:
Polimers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH Publishers, New York, paginas 185-215). Las
microemulsiones se preparan comdnmente a través de una combinacién de tres a cinco componentes que incluyen
aceite, agua, surfactante, cosurfactante y electrolito. Si la emulsion es del tipo agua en aceite (w/0) o de aceite en
agua tipo (o/w) depende de las propiedades del aceite y del surfactante usados y de la estructura y empaque
geométrico de las cabezas polares y de las colas de hidrocarburo de las moléculas surfactantes (Schott, in
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA, 1985, p. 271).

La aproximaciéon fenomenolégica que utiliza diagramas de fase ha sido estudiada extensamente y ha producido un
conocimiento amplio, para una persona experimentada en el arte, de cémo formular microemulsiones (Rosoff, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
volume 1, p. 245; Block, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker,
Inc., New York, N.Y., volume 1, p. 335). En comparacién con las emulsiones convencionales, las microemulsiones
ofrecen la ventaja de solubilizar farmacos insolubles en agua en una formulacién de gotitas termodinamicamente
estables que se forman espontaneamente.

Los surfactantes usados en la preparacién de microemulsiones incluyen, pero no se limitan a, surfactantes ionicos,
surfactantes no ionicos, Brij 96, éteres de polioxietilen oleilo, ésteres de acidos grasos de poliglicerol, monolaurato
de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (PO310), pentaoleato de
hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750), sequioleato
de decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), solos 0 en combinacién con cosurfactantes. El
cosurfactante, usualmente un alcohol de cadena corta, tal como etanol, 1-propanol y 1-butanol, sirve para
incrementar la fluidez interfase penetrando en la pelicula del surfactante y consecuentemente creando una pelicula
desordenada debido al espacio vacio generado entre las moléculas del surfactante. Las microemulsiones sin
embargo, pueden ser preparadas sin el uso de cosurfactantes y los sistemas libres de alcohol de emulsiones
autoemulsificantes son conocidos en la técnica. La fase acuosa puede ser tipicamente, pero no se limita a, agua,
una solucion acuosa del farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilen glicoles, y derivados de etilen
glicol. La fase acuosa puede incluir, pero no se limita a, materiales tales como Captex 300, Captex 355, Capmul
MCM, ésteres de acidos grasos, mono, di y triglicéridos de cadena media (C8-C12), ésteres de acidos grasos de
glicerilo polioxietilados, alcoholes grasos, glicéridos poliglicolizados, glicéridos C8-C10 poliglicolizados saturados,
aceites vegetales y aceite de silicona.

Las microemulsiones son particularmente de interés desde el punto de vista de la solubilizaciéon de farmacos y de la
absorcion potenciada de los farmacos. Las microemulsiones en base lipidica (tanto o/w como w/o han sido
propuestas para proteger la biodisponibilidad oral de farmacos, incluyendo péptidos (Constantinides et al.,
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las
microemulsiones proporcionan ventajas de solubilizacion mejorada al farmaco, proteccion del farmaco frente a
hidrélisis enzimatica con posible potenciamiento de la absorcion del farmaco debido a alteraciones inducidas por el
surfactante en la fluidez y permeabilidad de las membranas, facilidad de preparacion, facilidad de administracién oral
respecto a las formas de dosificacion sélida, potencia clinica mejorada, y toxicidad disminuida (Constantinides et al.,
Pharmaceutical Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). Frecuentemente las
microemulsiones pueden formarse espontdneamente cuando sus componentes son reunidos a temperatura
ambiente. Esto puede ser particularmente ventajoso cuando se formulan farmacos termolébiles, péptidos u
oligonucledtidos. Las microemulsiones también han sido efectivas en la administracién transdérmica de
componentes activos tanto en aplicaciones cosméticas como farmacéuticas. Se espera que las composiciones y
formulaciones en microemulsion de la presente invencion faciliten la absorcion sistémica incrementada de
oligonucleétidos desde el tracto gastrointestinal, asi como mejore el consumo celular local de oligonucleétidos dentro
del tracto gastrointestinal, vagina, cavidad oral y otras areas de administracion.

Las microemulsiones de la presente invencion también pueden contener componentes y aditivos adicionales tales
como monoestearato de sorbitano (Grill 3), Labrasol, y potenciadores de la penetracion para mejorar las
propiedades de la formulacion y para potenciar la absorcion de los oligonucleétidos y &cidos nucleicos de la presente
invencion. Los potenciadores de la penetracion usados en las microemulsiones de la presente invencion pueden ser
clasificados como pertenecientes a una de cinco amplias categorias -surfactantes, acidos grasos, sales biliares,
agentes quelantes y no surfactantes no quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,
1991, p. 92). Cada una de estas clases ha sido discutida anteriormente.

Liposomas

Hay muchas estructuras surfactantes organizadas ademas de las microemulsiones que han sido estudiadas
utilizadas en la formulacion de farmacos. Incluyen monocapas, micelas, bicapas y vesiculas. Las vesiculas, tales
como los liposomas, han atraido gran interés por su especificidad y la duracion de accion que ofrecen desde el
punto de vista de la administracién de farmacos. Tal como se utiliza en la presente invencién, el término “liposoma”
significa una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas.

Los liposomas son vesiculas unilamelares u multilamelares que tiene una membrana formada a partir de un material
lipofilico y un interior acuoso. La porcién acuosa contiene la composicion que se va a administrar. Los liposomas
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catiénicos poseen la ventaja de ser capaces de fusionarse con la pared celular. Los liposomas no catiénicos, aunque
no son capaces de fusionarse tan eficientemente con la pared celular, son tomados por macréfagos in vivo.

Con el fin de cruzar intactas la piel de los mamiferos, las vesiculas lipidicas deben pasar a través de una serie de
poros finos, cada uno con un diametro menor de 50 nm, bajo la influencia de un gradiente transdérmico adecuado.
Por lo tanto, es deseable usar un liposoma que sea altamente deformable capaz de pasar a través de tales poros
finos.

Ventajas adicionales de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar un amplio rango de farmacos solubles en agua y
lipidos; los liposomas pueden proteger farmacos encapsulados en sus compartimientos internos del metabolismo y
la degradacién (Rosoff, in Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker,
Inc., New York, N.Y., volumen 1, p. 245). Consideraciones importantes en la preparacion de formulaciones de
liposomas son la carga de la superficie lipidica, el tamafio de la vesicula y el volumen acuoso de los liposomas.

Los liposomas son utiles para la transferencia y administracion de ingredientes activos en el sitio de accién. Debido a
que la membrana del liposoma es estructuralmente similar a las membranas bioldgicas, cuando los liposomas son
aplicados a un tejido, los liposomas comienzan a fusionarse con las membranas celulares. A medida que la fusion
del liposoma y la célula avanzan, el contenido del liposoma es vaciado hacia la célula en donde el agente activo
puede actuar.

Las formulaciones de liposomas han sido el foco de investigaciones extensas como modo de administracién de
muchos farmacos. Hay una evidencia creciente de que para administracion tépica, los liposomas presentan varias
ventajas sobre otras formulaciones. Tales ventajas incluyen efectos colaterales reducidos relacionados con una alta
absorcion sistémica del farmaco administrado, acumulacién incrementada del fArmaco administrado en el objetivo
deseado, y la capacidad de administrar una amplia variedad de farmacos, tanto hidrofilicos como hidréfobos, en la
piel.

Varios reportes han detallado la capacidad de los liposomas para administrar agentes incluyendo ADN de alto peso
molecular en la piel. Compuestos que incluyen analgésicos, anticuerpos, hormona y ADN de alto peso molecular han
sido administrados a la piel. La mayoria de las aplicaciones dieron como resultado el direccionamiento de la
epidermis superior.

Los liposomas caen dentro de dos clases amplias y son Utiles para la administracion de ADN, ARN o cualquier
constructo basado en &cidos nucleicos. Los liposomas cati6nicos son liposomas cargados positivamente que
interactian con moléculas de ADN cargadas negativamente para formar un complejo estable. El complejo
ADN/liposoma cargado positivamente se enlaza a la superficie celular cargada negativamente y es internalizado en
un endosoma. Debido al pH &cido dentro del endosoma, los liposomas son rotos, liberando su contenido en el
citoplasma de la célula (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Los liposomas que son sensibles al pH o cargados negativamente, atrapan el ADN en vez de complejarse con él.
Puesto que tanto el ADN como el lipido tienen carga similar, ocurre repulsion mas bien que la formacién de
complejo. No obstante, algo del ADN queda atrapado dentro del interior acuoso de estos liposomas. Los liposomas
sensibles al pH han sido utilizados para administrar ADN que codifica el gen de timidina quinasa a monocapas
celulares en cultivo. La expresion del gen exdgeno fue detectada en las células objetivo (Zhou et al., Journal of
Cintrolled Release, 1992, 19, 269-274).

Un tipo principal de composicion liposémica incluye fosfolipidos diferentes a la fosfatidilo colina de origen natural.
Las composiciones de liposomas neutras, por ejemplo, pueden formarse a partir de dimiristoilo fosfatidilo colina
(DMPC) o dipalmitoilo fosfatidilo colina (DPPC). Las composiciones de liposomas anidnicas generalmente se forman
a partir de dimiristoilo fosfatidilo glicerol mientras que los liposomas fusogénicos anidnicos se forman primariamente
a partir de dioleoilo fosfatidilo etalonamida (DOPE). Otro tipo de composicion liposémica se forma a partir de
fosfatidilo colina (PC) tal como, por ejemplo, PC de soja, y PC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de
fosfolipidos y/o fosfatidilo colina y/o colesterol.

Varios estudios han estudiado la administracion topica de formulaciones de farmacos liposdmicas a la piel. La
aplicacién de liposomas que contienen interferén a la piel de cobayas dio como resultado una reduccion en lesiones
por herpes de piel mientras que la administracion de interferén a través de otros medios (por ejemplo, como una
solucién o como una emulsiéon) no fue efectiva (Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410).
Adicionalmente, un estudio adicional probo la eficacia del interferén administrado como parte de una formulacion
liposémica en comparaciéon con la administracion de interfer6n utilizando un sistema acuoso, y concluyo que la
formulacion liposémica era superior a la administraciéon acuosa (du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-
265).

Los sistema liposdmicos no iénicos también han sido examinados para determinar su utilidad en la administracion de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comPrenden surfactantes no iénicos y colesterol. Las formulaciones
liposémicas no i6nicas que comprenden Novasome M (dilaurato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-estearilo éter)
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y Novasome™ II (diestearato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-estearilo éter) fueron utilizadas para administrar
ciclosporina-A en la dermis de piel de raton. Los resultados indicaron que tales sistemas liposémicos no iénicos
fueron efectivos en facilitar la deposicion de la ciclosporina-A en diferentes capas de la piel (Hue et al., S. T. P.
Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466).

Los liposomas también incluyen liposomas “estéricamente estabilizados”, un término que, tal como se utiliza aqui, se
refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se incorporan en los liposomas,
dan como resultado tiempos de vida de circulacién potenciados con respecto a liposomas que carecen de tales
lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estéricamente estabilizados son aquellos en los cuales parte de la
porcion liquida que forma la vesicula del liposoma (A) comprende uno o mas glicolipidos, tales como
monosialogangliésido Gws, 0 (B) es derivado con uno o mas polimeros hidrofilicos, tales como una unidad estructural
polietilen glicol (PEG). Mientras que no se desea esta limitado por ninguna teoria particular, se cree en la técnica
gue, al menos para liposomas estabilizados estéricamente que contienen gangliésidos, esfingomielina o lipidos
derivados con PEG, la vida media de circulacion potenciada de estos liposomas estabilizados estéricamente se
deriva de un consumo reducido en las células del sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987,
223, 42; Wu et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).

Diversos liposomas que comprenden uno o mas glicolipidos son conocidos en la técnica. Papahadjopoulos et al.
(Ann. N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) reportd la capacidad del monosialoganglidsido Gwmi, sulfato de
galactocerebrosido y fosfatidilinositol para mejorar la vida media en sangre de liposomas. Estos hallazgos fueron
aprovechados por Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci . U. S.A., 1988, 85, 6949). La Patente de los Estados Unidos
No. 4, 837,028 y WO 88/04924, ambas de Allen et al., divulgan liposomas que comprenden (1) esfingomielina y (2)
el gangliésido Gu1 0 un éster de sulfato de galactocerebrésido. La Patente de los Estados Unidos No. 5,543,152
(Webb et al) divulga liposomas que comprenden esfingomielina. Liposomas que comprenden 1,2-sn-
dimiristoilfosfatidilcolina estan divulgados en WO 97/13499 (Lim et al.).

Muchos liposomas que comprenden lipidos derivados con uno o mas polimeros hidrofilicos, y métodos para
preparacion de los mismos son conocidos en la técnica. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980, 53, 2778)
describi6 liposomas que comprenden un detergente no idnico, 2C1215G, que contienen una unidad estructural PEG.
lllum et al. (FEBS Lett.,, 1984, 167, 79) anotd que el recubrimiento hidrofilico de particulas de poliestireno con
glicoles poliméricos da como resultado vidas medias en sangre significativamente potenciadas. Fosfolipidos
sintéticos modificados por la unién de grupos carboxilicos de polialquilen glicoles (por ejemplo, PEG) son descritos
por Sears (Patentes de los Estados Unidos Nos. 4, 426,330 y 4, 534,899). Klibanov et al. (FEBS Lett., 1990, 268,
235) describié experimentos que demuestran que los liposomas que comprenden fosfatidilo etanolamina (PE)
derivados con PEG o estearato de PEG tienen significativos incrementos en las vidas medias de circulaciéon en
sangre. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) extendid tales observaciones a otros
fosfolipidos derivados con PEG, por ejemplo, DSPE-PEG, formado a partr de la combinacion de
distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y PEG. Los liposomas que contienen unidades estructurales PEG enlazadas
covalentemente sobre su superficie externa estdn descritos en la Patente Europea No. EP 0 445 131 B1 y WO
90/04384 de Fisher. Las composiciones de liposomas que contienen 1 - 20 por ciento molar de PE derivado con
PEG, y métodos para uso de los mismos, estan descritas por Woodle et al. (Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,013,556 y 5,356,633) y Martin et al. (Patente de los Estados Unidos No. 5,213,804 y Patente Europea No. EP 0
496 813 B1). Los liposomas que comprenden un cierto nimero de otros conjugados lipido-polimeros estan
divulgados en WO 91/05545 y la Patente de los Estados Unidos No. 5, 225,212 (ambas de Martin et al.) y en la WO
94/20073 (Zalipsky et al). Los liposomas que comprenden lipidos de ceramida modificados con PEG estan descritos
en la WO 96/10391 (Choi et al.). Las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,540,935 (Miyazaki et al.) y 5,556,948
(Tagawa et al.) describen liposomas que contienen PEG que pueden ser llevados adicionalmente con unidades
estructurales funcionales sobre sus superficies.

La WO 96/40062 de Thierry et al., divulga métodos para encapsular acidos nucleicos de alto peso molecular en
liposomas. La Patente de los Estados Unidos 5, 264,221 de Tagawa et al., divulga liposomas enlazados a proteinas
y establece que el contenido de tales liposomas puede incluir un ARN antisentido. La Patente de los Estados Unidos
5,665,710 de Rahman et al. describe cierto métodos de encapsular oligodesoxinucleétidos en liposomas. La WO
97/04787 de Love et al. divulga liposomas que comprenden oligonucleétidos antisentido direccionados al gen raf.

Los transfersomas son todavia otro tipo de liposomas, y son agregados lipidicos altamente deformables que son
candidatos atractivos para vehiculos de administracion de farmacos. Los transferosomas pueden ser descritos como
gotitas de lipidos que son tan altamente deformables que pueden ser capaces facilmente de penetrar a través de
poros que son mas pequefios que la gotita. Los transfersomas son adaptables al ambiente en el cual se utilizan, por
ejemplo, son autooptimizantes (se adaptan a la forma de los poros en la piel), autorreparadores, frecuentemente
alcanzan sus objetivos sin fragmentarse, y frecuentemente facilitan la autocarga. Para hacer transfersomas es
posible agregar activadores de bordes superficiales, usualmente surfactantes, a una composicion liposémica
estandar. Los transfersomas han sido utilizados para administrar alboumina de suero a la piel. La administracion
mediada por transfersomas de la albumina de suero ha demostrado ser tan efectiva como la inyeccién subcutanea
de una solucién que contiene albumina de suero.
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Los surfactantes encuentran amplia aplicacion en formulaciones tales como emulsiones (incluyendo
microemulsiones) y liposomas. La forma mas comun de clasificar y calificar las propiedades de los muchos
diferentes tipos de surfactantes, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del balance hidréfilo/lipéfilo
(HLB). La naturaleza del grupo hidrofilico (también conocido como la “cabeza”) provee el medio mas util para
categorizar los diferentes surfactantes usados en formulaciones (Rieger, in Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel
Decker, Inc., New York, NY, 1988, p. 285).

Si la molécula surfactante no esté ionizada, se clasifica como un surfactante no i6nico. Los surfactantes no iénicos
encuentran amplia aplicaciéon en productos farmacéuticos y cosméticos y son utilizables en un amplio rango de
valores de pH. En particular sus valores HLB varian de 2 a aproximadamente 18 dependiendo de su estructura. Los
surfactantes no iénicos incluyen ésteres no idnicos tales como ésteres de etilenglicol, ésteres de propilen glicol,
ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitano, ésteres de sacarosa, y ésteres etoxilados.
Alcanolaminas y éteres no ionicos tales como etoxilatos de alcoholes grasos, alcoholes propoxilados y polimeros de
blogue etoxilados/propoxilados también estan incluidos en esta clase. Los surfactantes de polioxietileno son los
miembros mas populares de la clase de surfactantes no idnicos.

Si la molécula del surfactante porta una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se
clasifica como anionico. Surfactantes anionicos incluyen carboxilatos tales como jabones, lactilatos de acilo,
acilamidas de aminoacidos, ésteres de acido sulfdrico tales como sulfatos de alquilo y sulfatos de alquilo etoxilados,
sulfonatos tales como sulfonatos de alquilo benceno, isetionatos de acilo, taurolatos de acilo y sulfusuccinatos y
fosfatos. Los miembros mas importantes de la clase de surfactantes anionicos son los sulfatos de alquilo y los
jabones.

Si la molécula surfactante porta una carga positiva cuando se disuelve o dispersa en agua, el surfactante se clasifica
como catidnico. Los surfactantes catidnicos incluyen sales de amonio cuaternarias y aminas etoxiladas. Las sales de
amonio cuaternaria son los miembros mas usados de esta clase.

Si la molécula surfactante tiene la capacidad de portar bien sea una cara positiva 0o negativa, el surfactante se
clasifica como anfotérico. Los surfactantes anfotéricos incluyen derivados de acido acrilico, alquilo amida sustituidas,
N-alquilbetainas y fosfatidos.

Ha sido revisado el uso de surfactantes en productos de farmacos, formulaciones y en emulsiones (Rieger, in
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., New York, NY, 1988, p. 285).

Excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables adecuados para administracion no parenteral
que no reaccionan de manera nociva con los acidos nucleicos pueden ser utilizados para formular las
composiciones de la presente invencién. Vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se
limitan a, agua, soluciones salinas, alcoholes, polietilen glicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio,
talco, acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilo celulosa, polivinilo pirrolidona y similares.

Las formulaciones para administracion topica de acidos nucleicos pueden incluir soluciones acuosas estériles y no
estériles, soluciones no acuosas en solventes comunes tales como alcoholes, o soluciones de los acidos nucleicos
en bases oleosas liquidas o sélidas. Las soluciones también pueden contener reguladores, diluyentes y otros
aditivos adecuados. Pueden ser usados excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables para
administracion no parenteral que no reaccionan nocivamente con los acidos nucleicos.

Excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas,
alcohol, polietilen glicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa,
hidroximetilo celulosa, polivinilo pirrolidona y similares.

Administracion pulsatil

Los compuestos de la presente invencion también pueden ser administrados por administracion pulsatil.
“Administracion pulsatil” se refiere a una formulacion farmacéutica que administra un primer pulso de farmaco (por
ejemplo un compuesto antisentido) combinado con un potenciador de la penetracion y un segundo pulso potenciador
de la penetracion para promover la absorcion del farmaco que no esta siendo absorbido por liberacién con el primer
pulso del potenciador de penetracion.

Una realizacién de la presente invencion es una formulacion oral de liberacion retardada para absorcion de farmaco
intestinal potenciada que comprende:

(&) una primera poblacién de particulas portadoras que comprenden dicho farmaco y un potenciador de la
penetracion, en donde dicho farmaco y dicho potenciador de la penetracién son liberados en una primera
localizacién en el intestino; y

(b) una segunda poblacion de particulas portadoras que comprenden un potenciador de la penetracién y una matriz
0 recubrimiento de liberacion retardada, en donde el potenciador de penetracidon es liberado en una segunda
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localizacién en el intestino corriente abajo de la primera localizaciéon, con lo cual la absorcién del farmaco es
potenciada cuando el farmaco alcanza la segunda localizacién.

Alternativamente, el potenciador de la penetracion (a) y (b) es diferente.

Este potenciamiento es obtenido encapsulando al menos dos poblaciones de particulas portadoras. La primera
poblacién de particulas portadoras comprende una sustancia biolégicamente activa y un potenciador de la
penetracion, y la segunda poblaciéon (y opcionalmente adicional) de particulas portadoras comprende un potenciador
de la penetracion y un recubrimiento o matriz de liberacion retardada.

Un “efecto de primer paso” que se aplica a farmacos administrados oralmente es la degradacién debido a la accion
de acidos gastricos y diversas enzimas digestivas. Un medio para mejorar los efectos de eliminacién de primer paso
es incrementar la dosis de farmaco administrada, compensando de esta forma la proporcién de farmaco perdido en
la limpieza del primer paso. Aunque esto puede ser logrado facilmente con la administracion i.v., por ejemplo
proveyendo simplemente mas del farmaco a un animal, otros factores influyen en la biodisponibilidad de los
farmacos administrados a través de medios no parenterales. Por ejemplo, un farmaco puede ser degradado
enzimaticamente o quimicamente en el canal alimentario o en la corriente sanguinea y/o puede ser impermeable o
semiimpermeable a diversa membranas mucosas.

También se contempla que estas composiciones farmacéuticas son capaces de potenciar la absorcion de sustancias
bioldgicamente activas cuando se administran a través de las rutas rectal, vaginal, nasal o pulmonar. También se
contempla que la liberacion de sustancias biolégicamente activas puede ser alcanzada en cualquier parte del tracto
gastrointestinal.

Las composiciones de oligonucleétidos farmacéuticas liquidas pueden ser preparadas combinando el oligonucleétido
con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pir6genos, o solucién salina. Otros compuestos
terapéuticos pueden ser incluidos opcionalmente.

La presente invencion también contempla el uso de composiciones en particulas sélidas. Tales composiciones
comprenden preferiblemente particulas de oligonucleétidos que son de tamafio respirable. Tales particulas pueden
ser preparadas, por ejemplo, triturando oligonucle6tidos secos por medios convencionales, por ejemplo con un
mortero y pistilo, y luego pasando la composicion de polvo resultante a través de un tamiz de malla 400 para
segregar particulas grandes y aglomerados. Una composicion de particulas solidas compuesta de un oligonucle6tido
activo puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formacion de un aerosol, por ejemplo
lactosa.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones de oligonucleétidos pueden ser convertidas en aerosoles.
La conversion en aerosoles de las particulas liquidas puede ser producida por cualquier medio adecuado, tal como
un nebulizador. Véase, por ejemplo la Patente de los Estados Unidos No. 4,501,729. Los nebulizadores son
dispositivos disponibles comercialmente que transforman las soluciones o suspensiones en una neblina de aerosol
terapéutico bien sea por medio de aceleracion de un gas comprimido, tipicamente aire u oxigeno, a través de un
orificio vénturi estrecho o por medio de agitacion ultrasonica. Nebulizadores adecuados incluyen aquellos vendidos
por Blairex® bajo el nombre PARI LC PLUS, PARI DURA-NEB 2000, PARI-BABY Size, PARI PRONEB Compressor
with LC PLUS, PARI WALKHALER Compressor/Nebulizer System, PARI LC PLUS Reusable Nebulizer, y PARI LC
Jet+ “Nebulizer.

Las formulaciones para uso en nebulizadores pueden consistir de un oligonucleétido en un liquido, tal como en agua
estéril libre de pirégenos, o solucién salina, en donde el oligonucleétido comprende hasta aproximadamente 40% p/p
de la formulacion. Preferiblemente, el oligonucleétido comprende menos de 20% p/p. Si se desea, pueden agregarse
aditivos adicionales tales como conservantes (por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo), antioxidantes y agentes
saborizantes a la composicion. Las particulas sdélidas que comprenden un oligonucleétido también pueden ser
convertidas en aerosol utilizando cualquier generador de aerosol de medicamento 5 en particulas sdlidas conocida
en la técnica. Tales generadores de aerosol producen particulas respirables, tal como se describieron anteriormente,
y producen adicionalmente dosis medidas reproducibles por unidad de volumen de aerosol. Generadores de aerosol
en particulas sélidas adecuados incluyen insufladores e inhaladores de dosis 10 medidas. Inhaladores de dosis
medidas son utilizados en la técnica y son Utiles en la presente invencion.

Preferiblemente, los aerosoles liquidos o solidos son producidos a una rata que va de aproximadamente 10 a 150
litros por minuto, mas preferiblemente desde aproximadamente 30 a 150 litros por minuto y lo mas preferiblemente
aproximadamente 60 litros por minuto.

La biodisponibilidad potenciada de sustancias biolégicamente activas también se alcanza a través de la
administracion oral de las composiciones de la presente invencion.

Otros componentes
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Las composiciones de la presente invencidon pueden contener adicionalmente otros componentes adjuntos
encontrados convencionalmente en composiciones farmacéuticas, en sus niveles de utilizacion establecidos por el
arte. Asi, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos compatibles
adicionales tales como, por ejemplo antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o
pueden contener materiales adicionales Utiles en formular fisicamente diversas formas de dosificacion de las
composiciones de la presente invencion, tales como colorantes, agentes saborizantes, conservantes, antioxidantes,
0 pacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se agregan, no
deberian interferir indebidamente con las actividades bioldgicas de los componentes de las composiciones de la
presente invencién. Las formulaciones pueden ser esterilizadas y, si se desea, mezcladas con agentes auxiliares,
por ejemplo lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humidificantes, emulsificantes, sales para influenciar
la presion osmotica, reguladores, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas y similares que no interactdan
nocivamente con los acidos nucleicos de la formulacion.

Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension incluyendo,
por ejemplo, carboximetilo celulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizadores.

Ciertas realizaciones de la invencion proveen composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o mas
compuestos antisentido y (b) uno o mas agentes quimioterapéuticos que funcionan por un mecanismo no
antisentido. Ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen pero no se limitan a daunorrubicina,
daunomicina, dactinomicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, esorrubicina, bleomicina, mafosfamida,
ifosfamida, citosina arabinosido, biscloroetilnitrosurea, busulfan, mitomicina C, actinomicina D, mitramicina,
prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifen, dacarbazina, procarbazina, hexametilenamina,
pentametilenamina, mitoxantrona amsacrina, clorambucilo, metilcicloexilnitrosurea, mostazas de nitrégeno, melfalan,
ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea, desoxicoformicina, 4-
hidroxiperoxiciclofosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-fluorodesoxiuridina (5-FUdR), metotrexato (MTX), colchicina,
taxol, vincristina, vinblastina, etoposido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan, gemcitabina, tenipdsido,
cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Véase, en general, The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 15th, Ed. 1987,
pp. 1206-1228, Berkow et al., eds., Rahway, N.J.

Cuando se utilizan con los compuestos de la invencion ,tales agentes quimioterapéuticos pueden ser utilizados
individualmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétidos), secuencialmente (por ejemplo 5-FU y oligonucle6tidos
durante un periodo de tiempo seguidos por MTX y oligonucleétidos), 0 en combinacién con uno 0 mas de otros tales
agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, 5-FU, MTX y oligonucleétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétidos). Los
farmacos antiinflamatorios, incluyendo pero no limitAndose a farmacos antiinflamatorios no esteroidales y
corticosteroides, y farmacos antivirales, incluyendo pero no limitandose a ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir,
también pueden ser combinados en composiciones de la invencién. Véase, en general, The Merck Manual of
Diagnosis and Therapy, 15th, Ed.. Berkow et al., eds., 1987, Rahway, N.J., paginas. 2499-2506 y 46-49,
respectivamente). Otros agentes quimioterapéuticos no antisentido estan también dentro del alcance de esta
invencién. Dos 0 mas compuestos combinados pueden ser utilizados juntos o secuencialmente.

En otra realizacion relacionada, las composiciones de la invencién pueden contener uno o mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, direccionados a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido direccionados a un segundo objetivo de acido nucleico. Dos 0 mas compuestos antisentido pueden ser
utilizados juntos o secuencialmente.

Dosificacion

La dosificacion es dependiente de la severidad y respuesta del estado de la enfermedad que va a ser tratada, con el
curso del tratamiento que dura desde varios dias hasta varios meses, o hasta que se efectué una cura o se alcance
una disminucién del estado de la enfermedad. Las programaciones de dosificacién 6ptimas pueden ser calculadas a
partir de mediciones de la acumulacién de farmaco en el cuerpo del paciente. Las personas de experiencia normal
en la técnica pueden determinar facilmente las dosificaciones Optimas, metodologias de dosificacion y ratas de
repeticion.

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién y no pretenden limitar la misma.
Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis de oligonucleétidos

Los oligodesoxinucleétidos no modificados son sintetizados en un sintetizador automatizado de ADN (Applied
Biosystems modelo 380B) utilizando quimica de fosforamidita estandar con oxidacién con yodo. Las R-
cianoetildiisopropil-fosforamiditas son adquiridas en Applied Biosystems (Foster City, CA). Para fosforotioato u
oligonucleétidos, la botella de oxidacién estandar fue reemplazada por una solucién 0.2 M de 3H-1,2-benzoditiole-3
1,1-diéxido en acetonitrilo para la tiacion paso a paso de los enlaces fosfito. La etapa de espera del ciclo de tiacion
fue incrementada a 68 segundos y fue seguida por la etapa de cubrimiento. Las citosinas pueden ser 5-metilo
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citosinas. (5-metilo desoxicitidin fosforamiditas disponibles de Glen Research, Sterling, VA o Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ).

Los 2’-metoxi oligonucledtidos son sintetizados utilizando 2’-metoxi [3-cianoetildiisopropil-fosforamiditas (Chemgenes,
Needham, MA) y el ciclo estandar para oligonucleétidos no modificados, excepto la etapa de espera después del
suministro pulsado de tetrasol y base se incrementa a 360 segundos Otros 2’-alcoxi oligonucledtidos son
sintetizados por una modificaciéon de este método, utilizando amiditas modificadas en 2’ apropiadas tales como las
disponibles de Glen Research, Inc., Sterling, VA.

Los 2’-fluor u oligonucleétidos son smtetlzados como lo describe Kawasaki et al. (J. Med. Chem. 1993, 36, 831-841).
En resumen, el nucleésido protegido N®-benzoil-2’-desoxi-2'-fluoroadenosina es sintetizado utilizando como material
de partida 9-B-D-arabinofuranosiladenina disponible comercialmente y modificando los procedimientos de la
literatura con Io cual el atomo en 2’-a-fluoro es introducido mediante un desplazamiento Sy2 de un grupo 2’-R-O-
trifilo. Asi la N°-benzoil-9-3-D-arabinofuranosiladenina es protegida selectivamente en un rendlmlento moderado
como el intermediario 3’,5’-ditetrahidropiranilo (THP). La desproteccion del THP y de los grupos N°-benzoilo se lleva
a cabo utilizando metodologias estdndar y se usan métodos estandar para obtener los intermediarios 5’-dimetoxitritil-
(DMT) y 5’-DMT-3’-fosforamidita.

La sintesis de la 2’-desoxi-2’-fluoroguanosina es lograda utilizando el 9-3-D-arabinofuranosilguanina protegida con
tetraisopropildisiloxanilo (TPDS) como material de partida, y la conversién al intermediario diisobutiril-
arabinofuranosilguanosina. La desproteccion del grupo TPDS es seguida por la proteccién del grupo hidroxilo con
THP para dar la arabinofuranosilguanina protegida con diisobutiril di-THP. La O-desacilacion y la triflacion selectiva
es seguida por el tratamiento del producto crudo con fluoruro, y luego la desproteccién de los grupos THP. Se
utilizan metodologias estandar para obtener las 5’-DMT- y 5’-DMT-3’-fosforamiditas.

La sintesis de la 2’-desoxi-2’-fluoroguanosina es lograda mediante la modificacién de un procedimiento conocido en
el cual la 2, 2'-anhidro-1-R-D-arabinofuranosiluracilo es tratada con fluoruro de hidrégeno-piridina al 70%. Se utilizan
procedimientos estandar para obtener las 5’-DMT y 5’-DMT-3'fosforamiditas.

La 2’-desoxi-2’-fluorocitidina es smtetlzada a través de la aminacion de la 2’-desoxi-2’-fluorouridina, seguida por la
proteccion selectiva para dar N*-benzoil-2'-desoxi-2’-fluorocitidina. Se utilizan procedimientos estandar para obtener
las 5’-DMT y 5’-DMT-3'fosforamiditas.

Las amiditas modificadas con 2’-(2-metoxietilo) fueron sintetizadas de acuerdo con Martin, P. (Helv. Chim. Acta
1995, 78, 486-506). Para facilidad de sintesis, el Ultimo nucledtido puede ser un desoxinucleétido. Las 2 ’-O-
CH,CH,OCHgs- citosinas pueden ser 5-metilo citosinas.

Sintesis de mondmeros de 5-metilo citosina:
2,2’-Anhidro[1-(3-D-arabinofuranosil)-5-metiluridina):

La 5-metiluridina (ribosiltimina, disponible comercialmente a través de Yamasa, Choshi, Japon), (72.0 g, 0.279 M),
difenilcarbonato (90.0 g, 0.420 M) y bicarbonato de sodio (2.0 g, 0.024 M) fueron agregados a DMF (300 mL). La
mezcla fue calentada hasta reflujo, con agitacion, permitiendo que el dioxido de carbono desprendido fuera liberado
de manera controlada. Después de 1 hora, la solucién ligeramente oscurecida fue concentrada bajo presion
reducida. El jarabe resultante fue vertido sobre dietiléter (2.5 L) con agitacion. El producto form6 una goma. El éter
fue decantado y el residuo fue disuelto en una cantidad minima de metanol (cerca de 400 ml). La solucion fue vertida
sobre éter fresco (2.5 L) para producir una goma viscosa. El éter fue decantado y la goma fue secada en un horno al
vacio (60°C a 1 mm de Hg durante 24 horas) para dar un sélido el cual fue triturado para dar un polvo color bronce
claro (57 g, 85% de rendimiento crudo). El material fue utilizado como tal para reacciones posteriores.

2’-O-Metoxietil-5-metiluridina:

2,2’-Anhidro-5-metiluridina (195 g, 0.81 M), tris (2-metoxietil)borato (231 g, 0.98 M) y 2-metoxietanol (1.2 L) fueron
agregados a un recipiente a presion de acero inoxidable de 2 L y colocado en un bafio de aceite precalentado a
160°C. Después de calentar durante 48 horas a 155 - 160°C, el recipiente fue abierto y la solucién evaporada hasta
sequedad y triturada con MeOH (200 mL). El residuo fue suspendido en acetona caliente (1 L). Las sales insolubles
fueron filtradas, lavadas con acetona (150 mL) y el filtrado fue evaporado. El residuo (280 g) fue disuelto en CH3CN
(600 mL) y evaporado. Se empaco una columna de silica gel (3 kg) con CH,Cl,/acetona/MeOH (20:5:3) que contenia
0.5% de Et3NH. El residuo fue disuelto en CH,Cl, (250 mL) y adsorbido sobre silica (150 g) antes de cargarlo sobre
la columna. El producto fue eluido con el solvente de empaque para dar 160 g (63%) de producto.

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina:

2’-O-Metoxietil-5-metiluridina (160 g, 0.506 M) fue coevaporado con piridina (250 mL) y el residuo seco fue disuelto
en piridina (1.3 L). Se agregd una primera alicuota de cloruro de dimetoxitritilo (94.3 g, 0.278 M) y la mezcla fue
agitada a temperatura ambiente durante 1 hora. Se agreg6 una segunda alicuota de cloruro de dimetoxitritilo (94.3 g,
0.278 M) y la reaccién se agito durante 1 hora adicional. Se agregd entonces metanol (170 mL) para detener la
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reaccion. La HPLC mostré la presencia de aproximadamente 70% de producto. El solvente fue evaporado y triturado
con CH3CN (200 mL). El residuo fue disuelto en CHCI; (1.5 L) y extraido con 2x500 mL de NaHCO3; saturado y
2x500 mL de NaCl saturado. La fase organica fue secada sobre Na,SO, filtrada y evaporada. Se obtuvieron 275 g
de residuo. El residuo fue purificado sobre una columna de silica gel de 3.5 kg, empacada y eluida con
EtOAc/hexano/acetona (5:5:1) que contenia 0.5% de EtsNH. Las fracciones puras fueron evaporadas para dar 164 g
de producto. Se obtuvieron aproximadamente 20 g adicionales a partir de las fracciones impuras para dar un
rendimiento total de 183 g (57%).

3’-0O-Acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina:

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-uridina (106 g, 0.167 M), de DMF/piridina (750 mL de una mezcla 3:1
preparada a partir de 562 mL de DMF y 188 mL de piridina) y anhidrido acético (24.38 mL, 0.258 M) fueron
combinados y agitados a temperatura ambiente durante 24 horas. La reaccion fue monitoreada por tic congelando
primero la muestra de tlc con la adicion de MeOH. Al terminar la reaccion, segun criterio por tlc, se agregé MeOH (50
mL) y la mezcla se evapor6 a 35°C. El residuo fue disuelto en (CHCIl; (800 mL)y extraido con 2x200 mL de
bicarbonato de sodio saturado y 2x200 mL de NaCl saturado. Las capas acuosas fueron reextraidas con 200 mL de
CHCIs. Las fases organicas combinadas fueron secadas con sulfato de sodio y evaporadas para dar 122 g de
residuo (aproximadamente 90% de producto). El residuo fue purificado sobre una columna de silica gel de 3.5 kg y
eluido utilizando EtOAc/hexano (4:1). Las fracciones de producto puro fueron evaporadas para generar 96 g (84%).

3’-0O-Acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-4-triazoleuridina:

Se prepar6 una primera solucién disolviendo 3’-O-acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metiluridina (96 g, 0.144
M) en CH3CN (700 mL) y se dejo en reposo. Se agrego trietilamina (189 mL, 1.44 M) a una solucion de triazol (90 g,
1.3 M) en CH3CN (1 L), se enfri6 a -5°C y se agito durante 0.5 horas utilizando un agitador superior. Se agregé gota
a gota POCIs, durante un periodo de 30 minutos, a la solucidn en agitacion mantenida a 0 - 10°C, y la mezcla
resultante se agito durante 2 horas adicionales. La primera solucion fue agregada gota a gota, a lo largo de un
periodo de 45 minutos, a la ultima solucién. La mezcla de reaccion resultante fue almacenada durante la noche en
un cuarto frio. Las sales fueron filtradas de la mezcla de reaccion y la solucion fue evaporada. El residuo fue disuelto
en EtOAc (1 L) y los sdlidos insolubles fueron retirados por filtracion. El filtrado fue lavado con 1x300 mL de NaHCO3
y 2x300 mL de NaCl saturado, se seco sobre sulfato de sodio y se evaporo6. El residuo fue triturado con EtOAc para
dar el compuesto del titulo.

2’-O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina:

Una solucién de 3’-O-acetil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-4-triazoleuridina (103 g, 0.141 M) en dioxano
(500 mL) y NH4OH (30 mL) fue agitada a temperatura ambiente durante 2 horas. La solucién en dioxano fue
evaporada y el residuo fue convertido en un aze6tropo con MeOH (2x200 mL). El residuo fue disuelto en MeOH (300
mL) y transferido a un recipiente a presion de acero inoxidable de 2 litros. Se agregé MeOH (400 mL) saturado con
gas NHs y el recipiente fue calentado a 100°C durante 2 horas (la tlc mostro conversion completa). El contenido del
recipiente fue evaporado hasta sequedad y el residuo fue disuelto en EtOAc (500 mL) y lavado una vez con NacCl
saturado (200 mL). Las fases organicas fueron secadas sobre sulfato de sodio y el solvente fue evaporado para dar
85 g (95%) del compuesto del titulo.

N*-Benzoil-2’-O-metoxietil-5'-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina:

2’-0O-Metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metil-citidina (85 g, 0.134 M) fue disuelto en DMF (800 mL) y se agregd anhidrido
benzoico (37.2 g, 0.165 M) con agitacién. Después de agitar durante 3 horas, la tic mostré que la reaccion estaba
terminada en aproximadamente 95%. El solvente fue evaporado y el residuo fue convertido en azeétropo con MeOH
(200 mL). El residuo fue disuelto en CHCI3 (700 mL) y extraido con NaHCO3 saturado (2x300 mL) y NaCl saturado
(2x300 mL), secado sobre MgSO. y evaporado para dar un residuo (96 g). El residuo fue sometido a cromatografia
sobre una columna de silica de 1.5 kg utilizando EtOAc/hexano (1:1) que contenia 0.5% de Et3NH como solvente
de elucién. Las fracciones de producto puro fueron evaporadas para dar 90 g (90%) del compuesto del titulo.

N*-Benzoil-2’-O-metoxietil-5’-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina-3’-amidita:

Se disolvié N*-Benzoil-2'-O-metoxietil-5-O-dimetoxitritil-5-metilcitidina (74 g, 0.10 M) en CHCl, (1 L). Se agregaron
tetrazol diisopropilamina (7.1 g) y 2-cianoetoxi-tetra(isopropil)fosfito (40.5 mL, 0.123 M) con agitacién, bajo una
atmosfera de nitrégeno. La mezcla resultante fue agitada durante 20 horas a temperatura ambiente (la tic mostré
gue la reaccién estaba terminada en un 95%). La mezcla de reaccion fue extraida con NaHCO3 saturado (1x300 mL)
y NaCl saturado (3x300 mL). Los lavados acuosos fueron retroextraidos con CH»Cl; (300 mL), y los extractos fueron
combinados, secados sobre MgSO4 y concentrados. El residuo obtenido fue sometido a cromatografia sobre una
columna de silica de 1.5 kg usando EtOAc/hexano (3:1) como solvente de elucion. Las fracciones puras fueron
combinadas para dar 90.6 g (87%) del compuesto del titulo.

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2521599 T3

Los oligonucleétidos que contenian 5-metil-2’-desoxicitidina (5-me-C) fueron sintetizado de acuerdo con métodos
publicados (Sanghvi et al., Nucl. Acids Res. 1993, 21, 3197-3203) utilizando fosforamiditas disponibles
comercialmente (Glen Research, Sterling VA o ChemGenes, Needham MA).

2’-O-(dimetilaminooxietil) nucleésido amiditas

2’-(Dimetilaminooxietoxi) nucledsido amiditas [también conocido en la técnica como 2’-O-(dimetilaminooxietil)
nucleésido amiditas] se preparan como se describe en los siguientes paragrafos. Las adenosina, citidina y
guanosina nucledsido amiditas se preparan de manera similar a la timidina (5-metiluridina) excepto que las aminas
exociclicas estan protegidas con una unidad estructural benzoilo en el caso de la adenosina y citida y con isobutirilo
en el caso de la guanosina.

5'-O-tert-Butildifenilsilil-O?-2’-anhidro-5-metiluridina

0%-2"-anhidro-5-metiluridina (Pro. Bio. Sint.,, Varese, ltalia, 100.0g, 0.416 mmol), dimetilaminopiridina (0.66g,
0.013eq, 0.0054mmol) se disolvieron en piridina seca (500 ml) a temperatura ambiente bajo una atmdsfera de argon
y con agitacion mecanica. Se agrego¢ tert-butildifenilo clorosilano (125.8g, 119.0mL, 1.1eq, 0.458mmol) en una
porcién. La reaccién fue agitada durante 16 horas a temperatura ambiente. La TLC (Rf 0.22, acetato de etilo) indico
una reaccion completa. La solucion fue concentrada bajo presién reducida hasta un aceite espeso. Este fue
sometido a particion entre diclorometano (1 L) y bicarbonato de sodio saturado (2x1 L) y salmuera (1 L). La capa
organica fue secada sobre sulfato de sodio y concentrada bajo presion reducida hasta dar un aceite espeso. El
aceite fue disuelto en una mezcla 1:1 de acetato de etilo y etilo éter (600mL) y la solucidn fue enfriada hasta -10°C.
El producto cristalino resultante fue recogido por filtracion, lavado con etilo éter (3x200 mL) y secado (40°C, 1mm
Hg, 24 h), hasta obtener 1499 (74.8%) de sdlido blanco. La TLC y la NMR fueron consistentes con el producto puro.

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina

En un reactor a presion sin agitacion de acero inoxidable de 2 L se agreg6 borano en tetrahidrofurano (1.0 M, 2.0 eq,
622 mL). En la cabina de extraccion y con agitacion manual, se agregd etilen glicol (350 mL, exceso)
cuidadosamente al principio hasta que se remitid la evoluciéon de gas hidréogeno. Se agregaron 5-O-tert-
Butildifenilsilil-O2-2’-anhidro-5-metiluridina (149 g, 0.311 mol) y bicarbonato de sodio (0.074 g, 0.003 eq) con
agitacion manual. El reactor fue sellado y calentado en un bafio de aceite hasta que se alcanzo una temperatura
interna de 160°C y luego se mantuvo durante 16 horas (presién < 100 psig). El recipiente de reaccion fue enfriado
hasta temperatura ambiente y abierto. La TLC (Rf 0.67 para el producto deseado y Rf 0.82 para el producto
colateral ara-T, acetato de etilo), una conversién de aproximadamente 70% al producto. Con el fin de evitar
formacion adicional de productos secundarios la reacciéon fue detenida, concentrada bajo presién reducida (10 a
1mm de Hg) en un bafio de agua tibia (40 - 100°C) con las condiciones méas extremas utilizadas para eliminar el
etilen glicol.

[Alternativamente, una vez que se elimina el solvente de bajo punto de ebullicidn, la solucién remanente puede ser
sometida a particion entre acetato de etilo y agua. El producto estara en fase organica). El residuo fue purificado por
cromatografia de columna (2 kg de silica gel, gradiente de acetato de etilo-hexanos 1:1 a 4:1). Las fracciones
apropiadas fueron combinadas, lavadas y secadas para producir una espuma blanca brillante (84 g, 50%), material
de partida contaminado (17.4 g) y material de partida puro reutilizable 20 g. El rendimiento basado en el material de
partida menos el material de partida recuperado puro fue de 58%. La TLC y la RMN fueron consistentes con el
producto puro al 99%.

2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina (20g, 36.98mmol) fue mezclada con trifenilfosfina (11.63g,
44.36mmol) y N-hidroxiftalimida (7.24g, 44.36mmol). Se seco entonces sobre P,0s bajo alto vacio durante 2 dias a
40°C. La mezcla de reaccion fue purgada con argon y THF seco (369 mL, Aldrich botella con sello seguro) fue
agregado para obtener una solucion clara. Se agreg6 dietil- azodicarboxilato (6.98mL, 44.36mmol) gota a gota a la
mezcla de reaccidn. La rata de adicion se mantiene de tal forma que la coloracién rojo profundo resultante es
descargada justo antes de agregar la siguiente gota. Después de que la adicion termino, la reaccién fue agitada
durante 4 horas. En ese momento la TLC mostrd la terminacion de la reaccion (acetato de etilo:hexano, 60:40). El
solvente fue evaporado al vacio. El residuo obtenido fue colocado en una columna instantdnea y eluido con acetato
de etilo:hexano (60:40), para obtener 2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina en forma de una
espuma blanca (21.819, 86%).

5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi)etil]-5-metiluridina

Se disolvio 2’-O-([2-phthalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina (3.1g, 4.5mmol) en CH.Cl, seco (4.5mL) y
metilhidrazina (300mL, 4.64mmol) fue agregada gota a gota a -10°C hasta 0°C. Después de 1 hora la mezcla fue
filtrada, el filtrado fue lavado con CHCl, enfriado en hielo y la fase organica combinada fue lavada con agua,
salmuera y secada sobre Na,SO,. La solucidn fue concentrada para obtener la 2’-O-(aminooxietil) timidina, la cual
fue disuelta entonces en MeOH (67.5mL). A esto se agreg6 formaldehido (solucion acuosa al 20%, p/p, 1.1eg.) y se
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mezclo durante 1 hora. El solvente fue eliminado bajo vacio; el residuo se sometid a cromatografia para obtener 5’-
O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi) etil]-5-metiluridina como una espuma blanca (1.95, 78%).

5’-O-tert-Butildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina

5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi) etil] -5-metiluridina (1.77g, 3.12mmol) fue disuelto en una solucién
de p-toluenosulfonato de piridinio (PPTS) 1M en MeOH (30.6mL). Se agreg6é cianoborohidruro de sodio (0.39g,
6.13mmol) a esta soluciéon a 10°C bajo atmoésfera inerte. La mezcla de reaccion fue agitada durante 10 minutos a
10°C. Después de que el recipiente de reaccion habia sido retirado del bafio de hielo y agitado a temperatura
ambiente durante 2 horas, la reaccién monitoreada por TLC (5% de MeOH en CH,Cl,). Se agreg6 solucién acuosa
de NaHCO; (5%, 10mL) y se extrajo con acetato de etilo (2x20mL). La fase de acetato de etilo fue secada sobre
Na,SO4 anhidro, y se evapord hasta sequedad. El residuo fue disuelto en una solucion de PPTS 1M en MeOH
(30.6mL). Se agreg6 formaldehido (20% p/p, 30mL, 3.37mmol) y la mezcla de reaccién fue sometida a agitacion a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reaccién se enfri6 a 10°C en un bafio de hielo, se agregé
cianoborohidruro de sodio (0.39g, 6.13mmol) y la mezcla de reaccion se agito a 10°C durante 10 minutos. Después
de 10 minutos, la mezcla de reaccién fue retirada al bafio de hielo y agitada a temperatura ambiente durante 2
horas. A la mezcla de reaccion, se agreg6 solucion de NaHCOs al 5% (25mL) y se extrajo con acetato de etilo
(2x25mL). La capa de acetato de etilo fue secada sobre Na,SO4 anhidro y evaporada hasta sequedad. El residuo
obtenido fue purificado por cromatografia de columna instantdnea y se eluyo con MeOH al 5% en CH,Cl, para
obtener 5’-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina en forma de una espuma blanca (14.6g,
80%).

2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina

Se disolvié trihidrofluoruro de trietilamina (3.91mL, 24.0mmol) en THF seco Yy trietilamina (1.67mL, 12mmol, seco,
mantenido sobre KOH). Esta mezcla de trietanolamina- 2HF fue agregada entonces a 5-O-tert-butildifenilsilil-2’-O-
[N,Ndimetilaminooxietil]-5-metiluridina (1.40g, 2.4mmol) y se agito a temperatura ambiente durante 24 horas. La
reaccion fue monitoreada por TLC (MeOH al 5% en CH2Cl,). El solvente fue retirado bajo vacio y el residuo colocado
en una columna instantanea y eluido con MeOH al 10% en CH.CIl, para obtener la 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-
metiluridina (766mg, 92.5%).

5’-0-DMT-2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina

Se sec6 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina (750mg, 2.17mmol) sobre P,0s bajo alto vacio durante la noche a
40°C. Se coevapord entonces con piridina anhidra (20mL). El residuo obtenido fue disuelto en piridina (11mL) bajo
atmoésfera de argén. Se agregaron a la mezcla 4-dimetilaminopiridina (26.5mg, 2.60mmol), cloruro de 4,4'-
dimetoxitritilo (880mg, 2.60mmol) a la mezcla y la mezcla de reaccion fue agitada a temperatura ambiente hasta que
todo el material de partida desaparecio. Se retiro la piridina bajo vacio y el residuo fue sometido a cromatografia y
eluido con MeOH al 10% en CH2CL, (contenia una pocas gotas de piridina) para obtener 5-O-DMT-2'-O-
(dimetilamino-oxietil)-5-metiluridina (1.13g, 80%).

5’-0-DMT-2’-0-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita]

5’-O-DMT-2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina (1.08g, 1.67mmol) fue coevaporado con tolueno (20mL). Al
residuo se agregd N,N-diisopropilamina tetrazonido (0.29 g, 1.67 mmol) y se seco sobre P,0s bajo alto vacio durante
la noche a 40°C. Entonces la mezcla de reaccion fue disuelta en acetonitrilo anhidro (8.4mL) y 2-cianoetil-
N,N,Nl,N1-tetraisopropilfosforamidita (2.12 mL, 6.08mmol) fue agregado. La mezcla de reaccién fue agitada a
temperatura ambiente durante 4 horas bajo atmdsfera inerte. El avance de la reaccion fue monitoreado por TLC
(hexano:acetato de etilo 1:1). El solvente fue evaporado, luego el residuo fue disuelto en acetato de etilo (70 mL) y
lavado con NaHCOs3 acuoso al 5% (40 mL). La capa de acetato de etilo fue secada sobre Na,SO. anhidro y
concentrada. El residuo obtenido fue sometido a cromatografia (acetato de etilo como eluyente)) para obtener 5’'-O-
DMT-2'-0O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita] en forma de una
espuma (1.04qg, 74.9%).

Los oligonucledtidos que tienen esqueletos metilen (metilimino) (MMI) son sintetizados de acuerdo con la Patente de
los Estados Unidos 5, 378, 825. Para facilidad de sintesis, se sintetizaron diversos dimeros de nucledsidos que
contenian enlaces MMI y se incorporaron en los oligonucledétidos. Otros esqueletos que contienen nitrégeno también
fueron sintetizados de acuerdo con WO 92/20823.

Los oligonucledtidos que tienen esqueletos amidas se sintetizan de acuerdo con De Mesmaeker et al. (Acc. Chem.
Res. 1995, 28, 366-374). La unidad estructural amida es facilmente accesible mediante métodos sintéticos simples y
bien conocidos y es compatible con las condiciones requeridas para la sintesis en fases sdlidas de los
oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos con esqueleto morfolino son sintetizados de acuerdo con la Patente de los Estados Unidos
5,034,506 (Summerton y Weller).
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Los oligdmeros del acido péptidonucleico (PNA) se sintetizan de acuerdo con P.E. Nielsen et al. (Science 1991, 254,
1497-1500).

Después de la escision desde la columna de vidrio de poro controlado (Applied Biosystems) y desbloqueo en
hidréxido de amonio concentrado a 55°C durante 18 horas, los oligonucle6tidos son purificados por precipitacion dos
veces desde NaCl 0.5 M con 2.5 volimenes de etanol. Los oligonucleétidos sintetizados fueron analizados por
electroforesis en gel de poliacrilamida sobre geles desnaturalizantes o electroforesis por gel capilar y se juzgo que
eran al menos 85% de material completo. Las cantidades relativas de los enlaces de fosforotioato y fosfodiéster
obtenidas en la sintesis fueron verificadas periédicamente por espectroscopia de resonancia magnética nuclear p,
y para algunos estudios los oligonucleétidos fueron purificados por HPLC como lo describen Chiang et al. (J. Biol.
Chem. 1991, 266, 18162). Los resultados obtenidos con el material purificado por HPLC fueron similares a los
obtenidos con material no purificado por HPLC.

Alternativamente, se sintetizaron oligonucleétidos en formato de placa de 96 pozos a través de quimica de
fosforamidita P(Ill) en fase solida en un sintetizador automatizado capaz de ensamblar 96 secuencias
simultdneamente en un formato estdndar de 96 pozos. Los enlaces fosfodiéster internucledtidos fueron logrados por
oxidacion con yodo acuoso. Los enlaces fosforotioato internucleétidos fueron generados por sulfuracién utilizando
1,1 diéxido de 3,H-1,2 benzoditiol-3-ona (Beaucage Reagent) en acetonitrilo anhidro. Las beta-cianoetil-di-isopropilo
fosforamiditas estandar protegidas con base fueron obtenidas de proveedores comerciales (por ejemplo, PE-Applied
Biosystems, Foster City, CA, o Pharmacia, Piscataway, NJ). Los nucledsidos no estandar son sintetizados segun
métodos publicados. Se utilizan como beta-cianoetil-diisopropilo fosforamiditas protegidas con bases.

Los oligonucleétidos fueron escindidos del soporte y desprotegidos con NH4,OH concentrado a temperatura elevada
(55 - 60°C) durante 12 - 16 horas y el producto liberado fue secado entonces in vacuo. El producto secado fue
resuspendido entonces en agua estérilo para producir una placa maestra desde la cual todas las muestras analiticas
y de prueba fueron diluidas entonces utilizando pipeteadores robéticos:

Ejemplo 2: Secuencias de oligodesoxinucledtidos de STAT3 humana

Los oligonucledtidos antisentido fueron disefiados para direccionar STAT3 humana. Los datos de secuencia objetivo
fueron de la secuencia APRF cADN publicada por Akira, S. et al. (Cell, 1994, 77, 63-71); niUmero de acceso
GenBank® L29277 provista aqui como SEQ ID NO: 1. Una serie de oligodesoxinucledtidos fue sintetizada con
enlaces fosforotioato. Las 2’-desoxi citosinas fueron 5-metilo citosinas. Estas secuencias de oligonuclettidos se
muestran en la Tabla 1. Un conjunto adicional de oligonucleétidos fue sintetizado com u oligonucle6tidos quiméricos
("oligébmeros con brecha") de 20 nucleétidos de longitud, compuestos de una region central de "brecha" de diez 2’-
desoxinucledtidos, la cual esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5" y 3’) por "alas" de cinco nucledtidos. Las
alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucledtidos. Los enlaces internucledsidos (esqueleto) son
fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleétido. Todas las 2’-MOE citosinas y 2’-desoxi citosinas fueron 5-metil-
citosinas.

Estas secuencias de oligonucledtidos se muestran en la Tabla 2.

Una linea celular apropiada, que expresa tipicamente altos niveles de STAT3, se escoge para los estudios in vitro.
Las condiciones de cultivo celular son las estandar para esa linea celular en particular. El tratamiento con
oligonucleétidos fue durante 4 horas y el ARNm se aislé usualmente durante 24 a 48 horas después del tratamiento
inicial. El ARNm es aislado utilizando el kit RNAEASY7 (Qiagen, Santa Clarita, CA).

Tabla 1:
Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligodesoxinucleétidos STAT3 humanos
ISIS Secuencia de nucledtidos’ 5 -> %EQ Coording:ldos de nucledtidos de gen | Region de
NO. 3) NO: objetivo gen objetivo
106691 | GTCTGCGCCGCCGCCCCGAA 2 0010-0029 5-UTR
106692 | GGCCGAAGGGCCTCTCCGAG 3 0130-0149 5-UTR
106693 | TCCTGTTTCTCCGGCAGAGG 4 0202-0221 AUG
106694 | CATCCTGTTTCTCCGGCAGA 5 0204-0223 AUG
106695 | GCCATCCTGTTTCTCCGGCA 6 0206-0225 AUG
106696 | GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG
106697 | TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligodesoxinucleétidos STAT3 humanos

ISIS Secuencia de nucleétidos® 5 -> ﬁ‘DEQ Coordin?dos de nucledtidos de gen | Region de
NO. 3’) NO: objetivo gen objetivo
106698 | CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG
106699 | TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG
106700 | ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG
106701 | TGATTCCATTGGGCCATCCT 12 0218-0237 AUG
106702 | GCTGATTCCATTGGGCCATC 13 0220-0239 AUG
106703 | TAGCTGATTCCATTGGGCCA 14 0222-0241 AUG
106704 | TGTAGCTGATTCCATTGGGC 15 0224-0243 Codificacién
106705 | CTGTAGAGCTGATGGAGCTG 16 0269-0288 Codificacién
106706 | CCCAATCTTGACTCTCAATC 17 0331-0350 Codificacién
106707 | CCCAGGAGATTATGAAACAC 18 0386-0405 Codificacién
106708 | ACATTCGACTCTTGCAGGAA 19 0431-0450 Codificacién
106709 | TCTGAAGAAACTGCTTGATT 20 0475-0494 Codificacion
106710 | GGCCACAATCCGGGCAATCT 21 0519-0538 Codificacién
106711 | TGGCTGCAGTCTGTAGAAGG 22 0562-0581 Codificacién
106712 | CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 23 0639-0658 Codificacién
106713 | TTTCTGTTCTAGATCCTGCA 24 0684-0703 Codificacion
106714 | TAGTTGAAATCAAAGTCATC 25 0728-0747 Codificacion
106715 | TTCCATTCAGATCTTGCATG 26 0772-0791 Codificacion
106716 | TCTGTTCCAGCTGCTGCATC 27 0817-0836 Codificacién
106717 | TCACTCACGATGCTTCTCCG 28 0860-0879 Codificacién
106718 | GAGTTTTCTGCACGTACTCC 29 0904-0923 Codificacion
106719 | ATCTGTTGCCGCCTCTTCCA 30 0947-0968 Codificacion
106720 | CTAGCCGATCTAGGCAGATG 31 0991-1010 Codificacién
106721 | CGGGTCTGAAGTTGAGATTC 32 1034-1053 Codificacion
106722 | CGGCCGGTGCTGTACAATGG 33 1110-1129 Codificacién
106723 | TTTCATTAAGTTTCTGAACA 34 1155-1174 Codificacién
106724 | AGGATGCATGGGCATGCAGG 35 1200-1219 Codificacién
106725 | GACCAGCAACCTGACTTTAG 36 1260-1279 Codificacién
106726 | ATGCACACTTTAATTTTAAG 37 1304-1323 Codificacion
106727 | TTCCGGGATCCTCTGAGAGC 38 1349-1368 Codificacién
106728 | TTCCATGTTCATCACTTTTG 39 1392-1411 Codificacién
106729 | GTCAAGTGTTTGAATTCTGC 40 1436-1455 Codificacién
106730 | CAATCAGGGAAGCATCACAA 41 1495-1514 Codificacion
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligodesoxinucleétidos STAT3 humanos

ISIS Secuencia de nucleétidos® 5 -> ﬁ‘DEQ Coordin?dos de nucledtidos de gen | Region de
NO. 3’) NO: objetivo gen objetivo
106731 | TACACCTCGGTCTCAAAGGT 42 1538-1557 Codificacion
106732 | TGACAAGGAGTGGGTCTCTA 43 1581-1600 Codificacién
106733 | CGCCCAGGCATTTGGCATCT 44 1626-1645 Codificacién
106734 | CATTCTTGGGATTGTTGGTC 45 1669-1688 Codificacién
106735 | CACTTGGTCCCAGGTTCCAA 46 1713-1732 Codificacién
106736 | CCCGCTTGGTGGTGGACGAG 47 1756-1775 Codificacién
106737 | AGTTCACACCAGGCCCTAGG 48 1816-1835 Codificacién
106738 | GTTTTCTTTGCAGAAGTTAG 49 1860-1879 Codificacién
106739 | ATATTGTCTAGCCAGACCCA 50 1904-1923 Codificacién
106740 | AACCCATGATGTACCCTTCA 51 1963-1982 Codificacion
106741 | GCTTAGTGCTCAAGATGGCC 52 2005-2024 Codificacién
106742 | GCTGCTTTCACTGAAGCGCA 53 2043-2062 Codificacién
106743 | GTGAAAGTGACGCCTCCTTC 54 2066-2085 Codificacién
106744 | CTGATGTCCTTCTCCACCCA 55 2087-2106 Codificacién
106745 | ACTGGATCTGGGTCTTACCG 56 2107-2126 Codificacién
106746 | AAATGACATGTTGTTCAGCT 57 2151-2170 Codificacion
106747 | GCCCATGATGATTTCAGCAA 58 2169-2188 Codificacion
106748 | TATTGGTAGCATCCATGATC 59 2194-2213 Codificacion
106749 | ATAGACAAGTGGAGACAACA 60 2217-2236 Codificacion
106750 | TTGGGAATGTCAGGATAGAG 61 2237-2256 Codificacion
106751 | CTCCTGGCTCTCTGGCCGAC 62 2280-2299 Codificacion
106752 | ACCTGGGTCAGCTTCAGGAT 63 2301-2320 Codificacion
106753 | CACAGATAAACTTGGTCTTC 64 2338-2357 Codificacion
106754 | ATCGGCAGGTCAATGGTATT 65 2378-2397 Codificacién
106755 | CCAAACTGCATCAATGAATC 66 2414-2433 Codificacion
106756 | GGTTCAGCACCTTCACCATT 67 2438-2457 Codificacién
106757 | GAGGGACTCAAACTGCCCTC 68 2466-2485 Codificacién
106758 | CAACTCCATGTCAAAGGTGA 69 2484-2503 Codificacién
106759 | TTCTCAGCTCCTCACATGGG 70 2525-2544 Detencion
106760 | CGTTCTCAGCTCCTCACATG 71 2527-2546 Detencion
106761 | TCCGTTCTCAGCTCCTCACA 72 2529-2548 Detencion
106762 | CTTCCGTTCTCAGCTCCTCA 73 2531-2550 Detencion
106763 | AGCTTCCGTTCTCAGCTCCT 74 2533-2552 Detencion
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oli

odesoxinucleétidos STAT3 humanos

ISIS Secuencia de nucleétidos® 5 -> ﬁ‘DEQ Coordin?dos de nucledtidos de gen | Region de
NO. 3’) NO: objetivo gen objetivo
106764 | AGAATGCAGGTAGGCGCCTC 75 2569-2588 3-UTR
106765 | ACCACAAAGTTAGTAGTTTC 76 2623-2642 3-UTR
106766 | TGCTCAAAGATAGCAGAAGT 77 2665-2684 3-UTR
106767 | ATTCACTCATTTCTCTATTT 78 2701-2720 3-UTR
106768 | CATTTAGATAAAAGCAGATC 79 2727-2746 3-UTR
106769 | ACATCCTTATTTGCATTTAG 80 2740-2759 3-UTR
106770 | GATCATGGGTCTCAGAGAAC 81 2760-2779 3-UTR

* Los residuos “C" son 5-metil-citosinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato.

% Coordenadas de GenBank® Accession No. L29277, nombre de locus "HUMAPRF", SEQ ID NO: 1.

Tabla 2:
Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligonucleotidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha
desoxi)
ISIS Secuencia de nucledtidos’ 5 -> ISI’DEQ Coordinados2 de nucle6tidos de | Region de
NO. 3" NO: gen objetivo gen objetivo
106771 | GTCTGCGCCGCCGCCCCGAA 2 0010-0029 5-UTR
106772 | GGCCGAAGGGCCTCTCCGAG 3 0130-0149 5-UTR
106773 | TCCTGTTTCTCCGGCAGAGG 4 0202-0221 AUG
106774 | CATCCTGTTTCTCCGGCAGA 5 0204-0223 AUG
106775 | GCCATCCTGTTTCTCCGGCA 6 0206-0225 AUG
106776 | GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG
106777 | TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG
106778 | CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG
106779 | TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG
106780 | ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG
106776 | GGGCCATCCTGTTTCTCCGG 7 0208-0227 AUG
106777 | TTGGGCCATCCTGTTTCTCC 8 0210-0229 AUG
106778 | CATTGGGCCATCCTGTTTCT 9 0212-0231 AUG
106779 | TCCATTGGGCCATCCTGTTT 10 0214-0233 AUG
106780 | ATTCCATTGGGCCATCCTGT 11 0216-0235 AUG
106781 | TGATTCCATTGGGCCATCCT 12 0218-0237 AUG
106782 | GCTGATTCCATTGGGCCATC 13 0220-0239 AUG
106783 | TAGCTGATTCCATTGGGCCA 14 0222-0241 AUG
106784 | TGTAGCTGATTCCATTGGGC 15 0224-0243 Codificacién
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha

desoxi)

ISIS Secuencia de nucleétidos® (5’ - > ﬁDEQ Coordinadosé de nucledtidos de | Region de
NO. 3" NO: gen objetivo gen objetivo
106785 | CTGTAGAGCTGATGGAGCTG 16 0269-0288 Codificacion
106786 | CCCAATCTTGACTCTCAATC 17 0331-0350 Codificacion
106787 | CCCAGGAGATTATGAAACAC 18 0386-0405 Cadificacioén
106788 | ACATTCGACTCTTGCAGGAA 19 0431-0450 Cadificacioén
106789 | TCTGAAGAAACTGCTTGATT 20 0475-0494 Cadificacién
106790 | GGCCACAATCCGGGCAATCT 21 0519-0538 Codificacion
106791 | TGGCTGCAGTCTGTAGAAGG 22 0562-0581 Codificacion
106792 | CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 23 0639-0658 Codificacion
106793 | TTTCTGTTCTAGATCCTGCA 24 0684-0703 Codificacién
106794 | TAGTTGAAATCAAAGTCATC 25 0728-0747 Codificacién
106795 | TTCCATTCAGATCTTGCATG 26 0772-0791 Codificacion
106796 | TCTGTTCCAGCTGCTGCATC 27 0817-0836 Codificacion
106797 | TCACTCACGATGCTTCTCCG 28 0860-0879 Codificacion
106798 | GAGTTTTCTGCACGTACTCC 29 0904-0923 Codificacién
106799 | ATCTGTTGCCGCCTCTTCCA 30 0947-0968 Cadificacion
106800 | CTAGCCGATCTAGGCAGATG 31 0991-1010 Cadificacion
106801 | CGGGTCTGAAGTTGAGATTC 32 1034-1053 Cadificacion
106802 | CGGCCGGTGCTGTACAATGG 33 1110-1129 Codificacion
106803 | TTTCATTAAGTTTCTGAACA 34 1155-1174 Codificacién
106804 | AGGATGCATGGGCATGCAGG 35 1200-1219 Cadificacion
106805 | GACCAGCAACCTGACTTTAG 36 1260-1279 Cadificacion
106806 | ATGCACACTTTAATTTTAAG 37 1304-1323 Cadificacion
106807 | TTCCGGGATCCTCTGAGAGC 38 1349-1368 Codificacion
106808 | TTCCATGTTCATCACTTTTG 39 1392-1411 Codificacién
106809 | GTCAAGTGTTTGAATTCTGC 40 1436-1455 Cadificacion
106810 | CAATCAGGGAAGCATCACAA 41 1495-1514 Cadificacion
106811 | TACACCTCGGTCTCAAAGGT 42 1538-1557 Cadificacion
106812 | TGACAAGGAGTGGGTCTCTA 43 1581-1600 Codificacién
106813 | CGCCCAGGCATTTGGCATCT 44 1626-1645 Codificacion
106814 | CATTCTTGGGATTGTTGGTC 45 1669-1688 Cadificacion
106815 | CACTTGGTCCCAGGTTCCAA 46 1713-1732 Cadificacion
106816 | CCCGCTTGGTGGTGGACGAG 47 1756-1775 Cadificacion
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha

desoxi)

ISIS Secuencia de nucleétidos® (5’ - > ﬁDEQ Coordinadosé de nucledtidos de | Region de
NO. 3" NO: gen objetivo gen objetivo
106817 | AGTTCACACCAGGCCCTAGG 48 1816-1835 Codificacion
106818 | GTTTTCTTTGCAGAAGTTAG 49 1860-1879 Cadificacion
106819 | ATATTGTCTAGCCAGACCCA 50 1904-1923 Cadificacioén
106820 | AACCCATGATGTACCCTTCA 51 1963-1982 Cadificacioén
106821 | GCTTAGTGCTCAAGATGGCC 52 2005-2024 Cadificacién
106822 | GCTGCTTTCACTGAAGCGCA 53 2043-2062 Codificacion
106823 | GTGAAAGTGACGCCTCCTTC 54 2066-2085 Codificacion
106824 | CTGATGTCCTTCTCCACCCA 55 2087-2106 Codificacion
106825 | ACTGGATCTGGGTCTTACCG 56 2107-2126 Codificacion
106826 | AAATGACATGTTGTTCAGCT 57 2151-2170 Codificacién
106827 | GCCCATGATGATTTCAGCAA 58 2169-2188 Codificacion
106828 | TATTGGTAGCATCCATGATC 59 2194-2213 Codificacion
106829 | ATAGACAAGTGGAGACAACA 60 2217-2236 Codificacién
106830 | TTGGGAATGTCAGGATAGAG 61 2237-2256 Codificacion
106831 | CTCCTGGCTCTCTGGCCGAC 62 2280-2299 Cadificacion
106832 | ACCTGGGTCAGCTTCAGGAT 63 2301-2320 Cadificacion
106833 | CACAGATAAACTTGGTCTTC 64 2338-2357 Cadificacion
106834 | ATCGGCAGGTCAATGGTATT 65 2378-2397 Codificacién
106835 | CCAAACTGCATCAATGAATC 66 2414-2433 Codificacion
106836 | GGTTCAGCACCTTCACCATT 67 2438-2457 Cadificacion
106837 | GAGGGACTCAAACTGCCCTC 68 2466-2485 Cadificacion
106838 | CAACTCCATGTCAAAGGTGA 69 2484-2503 Cadificacion
106839 | TTCTCAGCTCCTCACATGGG 70 2525-2544 Detencion
106840 | CGTTCTCAGCTCCTCACATG 71 2527-2546 Detencion
106841 | TCCGTTCTCAGCTCCTCACA 72 2529-2548 Detencién
106842 | CTTCCGTTCTCAGCTCCTCA 73 2531-2550 Detencién
106843 | AGCTTCCGTTCTCAGCTCCT 74 2533-2552 Detencién
106844 | AGAATGCAGGTAGGCGCCTC 75 2569-2588 3-UTR
106845 | ACCACAAAGTTAGTAGTTTC 76 2623-2642 3-UTR
106846 | TGCTCAAAGATAGCAGAAGT 77 2665-2684 3-UTR
106847 | ATTCACTCATTTCTCTATTT 78 2701-2720 3-UTR
106848 | CATTTAGATAAAAGCAGATC 79 2727-2746 3-UTR
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Secuencia de nucleétidos de fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos de STAT3 humanos (con brecha
desoxi)

ISIS Secuencia de nucleétidos® (5’ - > ﬁDEQ Coordinados de nucledtidos de | Region de
NO. 3) NO: gen objetivo® gen objetivo
106849 | ACATCCTTATTTGCATTTAG 80 2740-2759 3-UTR
106850 | GATCATGGGTCTCAGAGAAC 81 2760-2779 3-UTR

T Los residuos resaltados 2’-metoxietoxi, residuos de 2'metoxietoxi citosina y residuos 2’-OH citosina son 5-
metil-cotsinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato.

2 Coordenadas de GenBank® Accession No. L29277, nombre de locus "HUMAPRF", SEQ ID NO: 1.

La actividad de los oligonuclettidos es probada por cuantificacion de los niveles de ARNm de STAT3 por PCR en
tiempo real utilizando el Sistema de Deteccion de Secuencias ABI PRISM™ 7700 (PE-Applied Biosystems, Foster
City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de deteccion por fluorescencia no
basado en gel en un tubo cerrado que permite una cuantificacion de alto rendimiento de los productos de la reaccién
en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real. En oposicién al PCR estandar, en el cual los productos de la
amplificacion son cuantificados después de que se termina la PCR, los productos en PCR en tiempo real son
cuantificados a medida que se acumulan. Esto se logra incluyendo en la reaccion de PCR una sonda de
oligonucleétido que se fusiona especificamente entre los cebadores de PCR delantero y reverso, y contiene dos
colorantes fluorescentes. Un colorante informador (por ejemplo, JOE o FAM, PE-Applied Biosystems, Foster City,
CA) se une al extremo 5 de la sonda y un colorante de detencién (por ejemplo, TAMRA o MGB, PEApplied
Biosystems, Foster City, CA) se une al extremo 3’ de la sonda. Cuando la sonda y los colorantes estan intactos, la
emision del colorante informador es detenida por la proximidad del colorante de detencién 3'. Durante la
amplificacion, la fusidn de la sonda a la secuencia objetivo crea un sustrato que puede ser escindido por la actividad
de la 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa. Durante la fase de extension del ciclo de amplificacién de PCR, la
escision de la sonda por la Taq polimerasa libera el colorante informador del resto de la zona (y por lo tanto de la
unidad estructural de detencién) y se genera una sefial fluorescente especifica de la secuencia. Con cada ciclo, se
escinden moléculas de colorante informador adicionales de sus respectivas sondas, y la intensidad de la
fluorescencia se monitorea a intervalo regulares (6 segundos) mediante una oOptica laser incorporada en el sistema
de Deteccion de Secuencias ABI PRISM™ 7700. En cada ensayo, una serie de reacciones paralelas que contienen
diluciones seriadas de ARNm de muestras de control no tratadas genera una curva estandar que se utiliza para
cuantificar el porcentaje de inhibicion después del tratamiento de oligonucledtido antisentido de las muestras de
prueba.

El ARN aislado es sometido primero a una reaccién de transcriptasa reversa para preparar ADN complementario
(ADNc) a partir del ARN. EI ADNc es el resultante del sustrato para PCR en tiempo real. Los reactivos de
transcriptasa reversa y PCR en tiempo real son obtenidos de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA. Las
reacciones son llevadas a cabo agregando un coctel de PCR 25 1 (IXTAQMANTY buffer A, 5.5 mM MgCl,, 300 M de
cada uno de dATP, dCTP y dGTP, 600 M odedUTP, 100 nM de cada uno de cebador de inicio, cebador de retroceso
y sonda, 20 U de inhibidor seARN, 1.25 unidades de AMPLITAQ GOLD?7, y 12.5 U de MuLV transcriptasa reversa) a
placas de 96 pozos que contienen solucién de ARNm poli (A) 25 1. La reaccion de transcriptasa reversa se lleva a
cabo por incubacién durante 30 minutos a 48°C después de una incubacién durante 10 minutos a 95°C para activar
la AMPLITAQ GOLD?7, se llevan a cabo 40 ciclos de un protocolo de PCR de dos etapas: 95°C durante 15 segundos
(desnaturalizacién) seguidos por 60°C durante 1.5 minutos (fusién/extension).

Los cebadores de PCR de STAT3y la sonda pueden ser disefiados utilizando software comercial (por ejempl u oligo
5.0 o Primer Express®).

Ejemplo 3: Secuencias de oligonucleétidos de STAT3 de raton

Los oligonucledtido antisentido fueron disefiados para apuntar a STAT3 de ratén. Los datos de las secuencias
objetivo son de la secuencia de ADNc de STAT3 enviados por Zhong, Z.; nimero de acceso GenBank® uU06922,
provisto aqui como SEQ ID NO: 82. Los oligonucledtidos fueron sintetizados com u oligonucleétidos quiméricos
("oligbmeros con brecha") de 20 nucleétidos de longitud, compuestos de una region central de "brechas" consistente
de diez 2’-desoxinucledtidos, la cual esta flanqueada en ambos lados (direccion 5 y 3’) por "alas" de cinco
nucleotidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleétidos. Los enlaces internucledsido
(esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleétido. Todas la citosinas 2’-MOE fueron 5-metil-citosinas.
Las secuencias de oligonucleétidos se muestran en la Tabla 3. La linea celular de linfoma B, BCL1 fue obtenida de
ATCC (Manassas, VA). Las células BCL1 fueron cultivadas bajo condiciones estandar en medio RPMI 1640.

Las células BCL1 (5 X 10° células en PBS) fueron transfectadas con oligonucledtidos por electroporacién, a 200V,
1000 F utilizando un BTX Electro Cell Manipulator™ 600 (Genetronics, San Diego, CA). Para una seleccion inicial,
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las células BCL1 fueron sometidas a electroporacion con oligonucleétido 10 M, y el ARN fue recolectado 24 horas
después. Las muestras de control sin oligonucledtido fueron sometidas a las mismas condiciones de
electroporacion.

El ARN celular total fue aislado utilizando el kit RNEASY7® (Qiagen, Santa Clarita, CA). Los experimentos de
proteccion de seARN fueron llevados a cabo utilizando kits RIBOQUANT™ y conjuntos de plantillas de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Pharmingen, San Diego, CA). La transferencia Northern fue llevada a cabo como lo
describe Chiang, M-Y. et al. (J. Biol. Chem., 1991, 266, 18162-18171) utilizando una sonda de ADNc de rata
preparada por la digestion con restriccion Xho 1/Sal | del plasmido psvsport-1 (ATCC, Rockville, MD). Los niveles de
ARNm fueron cuantificados utilizando un Phosphorimager™ (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Tabla 3
Secuencias de nucleétidos de fosforotioato u oligodesoxinucleétidos quiméricos STAT3 de ratén (con brecha
desoxi)
ISIS Secuencia de nucledtidos® (5’ -> lSDEQ Coordenadazs de nucledtidos de | Region de gen
NO. 3) NO: gen objetivo objetivo
17136 | GTTCCACTGAGCCATCCTGC 83 0064-0083 AUG
17137 | TTCAGGTAGCGTGTGTCCAG 84 0096-0115 Codificacion
17138 | ATGTGACTCTTTGCTGGCTG 85 0205-0224 Codificacion
17139 CCAAGAGATTATGAAACACC 86 0233-0252 Codificacién
17140 | GCTCCAACATCTGCTGCTTC 87 0485-0504 Codificacién
17141 | GCTCTTCATCAGTCAGTGTC 88 0767-0786 Cadificacién
17142 | ATCTGACACCCTGAGTAGTT 89 1680-1699 Codificacién
17143 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG 90 1742-1761 Codificacién
17144 CGCTCCTTGCTGATGAAACC 91 1827-1846 Codificacién
17145 | AACTTGGTCTTCAGGTACGG 92 2178-2197 Codificacién
17146 | ATCAATGAATCTAAAGTGCG 93 2253-2272 Codificacion
17147 | TCAGCACCTTCACCGTTATT 94 2283-2302 Codificacién
17148 | ACTCAAACTGCCCTCCTGCT 95 2309-2328 Codificacion
17149 GGTTTCAGCTCCTCACATGG 96 2374-2393 Parada
17150 | TAAAAAAAAAAATCTGGAAC 97 2485-2504 3-UTR
17151 | AAGATAGCAGAAGTAGGAAA 98 2506-2525 3-UTR
17152 | AAAAAGTGCCCAGATTGCCC 99 2527-2546 3-UTR
17153 ATCACCCACACTCACTCATT 100 2557-2645 3-UTR
17154 CCTTTGCCTCCCTTCTGCTC 101 2626-2645 3-UTR
17155 | TGAAAAAGGAGGGCAGGCGG 102 2665-2684 3-UTR
17156 CACCAGGAGGCACTTGTCTA 103 2705-2724 3-UTR
17157 AACCTCCTGGGCTTAGTCCT 104 2822-2841 3-UTR
23176 | AAAAAGTGCGCAGATTGCCC 105 Control con 1 base no coincidente
23177 | AAAAAGTCCGCTGATTGCCC 106 Control con 3 bases no coincidentes
23178 | AAAAACTCCGCTGAATGCCC 107 Control con 5 bases no coincidentes
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Secuencias de nucleétidos de fosforotioato u oligodesoxinucleétidos quiméricos STAT3 de ratén (con brecha
desoxi)

ISIS Secuencia de nucledtidos® (5 -> lSDEQ Coordenadas de nucleétidos de | Regién de gen
NO. 3) No: | 9en objetivo? objetivo

* Todos los residuos citosina 2-MOE son 5- metil-citosinas; todos los enlaces son enlaces fosforotioato.

% Las coordenadas de GenBank® Accession No. U06922, nombre de locus "MMU06922", SEQ ID NO: 82.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. Los oligonucle6tidos 17138 (SEQ ID NO: 85), 17139 (SEQ ID NO: 86),
17140 (SEQ ID NO: 87), 17143 (SEQ ID NO: 90), 17144 (SEQ ID NO: 91), 17152 (SEQ ID NO: 99), 17153 (SEQ ID
NO: 100), 17156 (SEQ ID NO: 103), y 17157 (SEQ ID NO: 104) dieron mas de 45% de inhibicién en este ensayo.

Tabla 4
Inhibicién de la expresion de ARNm de STAT3 de raton en células BCL1 por fosforotioato u oligonucleétidos
quiméricos (con brecha desoxi)
ISIS No: SEQ ID NO: ;{eeglon objetivo en ,OA/ORN(rjne expresion ,OA/ORNr?]e inhibicion
Control 100% 0%
17136 83 AUG 75% 25%
17137 84 Codificacion 75% 25%
17138 85 Codificacion 37% 63%
17139 86 Cadificacion 41% 59%
17140 87 Codificacion 40% 60%
17141 88 Cadificacion 62% 38%
17142 89 Cadificacion 70% 30%
17143 90 Cadificacion 42% 58%
17144 91 Cadificacion 55% 45%
17145 92 Cadificacion 89% 11%
17146 93 Cadificacion 91% 9%
17147 94 Cadificacion 70% 30%
17148 95 Cadificacion 69% 31%
17149 96 Detencién 70% 30%
17150 97 3-UTR 95% 5%
17151 98 3-UTR 92% 8%
17152 99 3-UTR 25% 75%
17153 100 3-UTR 44% 56%
17154 101 3-UTR 80% 20%
17155 102 3-UTR 78% 22%
17156 103 3-UTR 40% 60%
17157 104 3-UTR 53% 47%

Ejemplo 4: Respuesta a la dosis de fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos antisentido (con brecha desoxi)
efectos sobre niveles de proteina de STAT3 de ratén en células BCL1
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Se escogio ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) para estudios posteriores. El efecto de este oligonucleé6tido sobre los
niveles de proteina se determino por transferencia Western. La ISIS 23177 (SEQ ID NO: 106), una no coincidencia
de 3 bases, se utilizé como control. Las células BCL1 fueron cultivadas, tratadas y procesadas esencialmente como
se describi6 en el ejemplo 3.

Los extractos nucleares fueron preparados como para las células B primarias y las lineas celulares de linfoma B
como lo describe Karras, J.G., et al. (J. Exp. Med. , 1997, 185, 1035-1042).

La transferencia Western fue llevada a cabo como lo describe Karras, J.G. et al. (J. Immunol., 1996, 157, 2299). Los
anticuerpos STAT1 y STAT3 fueron obtenidos de UBI (Lake Placid, NY).

Los resultados se muestran en la Tabla 5. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo significativamente los niveles de
proteina de STAT3 en comparacién con un control no coincidente.

Tabla 5
Respuesta a dosis de células BCL1 a fosforotioato u oligonucle6tidos quiméricos de STAT3 (con brecha
desoxi)
ISIS # SEQ ID NO: 22’8’“"0 98N | posis Z‘;o‘f;f; presion ?Otel’nlgh'b'mon
Control 100%
17152 99 3-UTR 10 nM 41.7% 58.3%
@ “ « 15 nM 42.5% 57.5%
r z z 20 nM 26.5% 73.5%
23177 106 Control 10 nM 75.1% 24.9%
. " “ 15 nM 67.6% 32.4%
« “ “ 20 nM 62.6% 37.4%

Ejemplo 5: Inhibicién de proliferacién de BCL1 por fosforotioato u oligonucle6tidos quiméricos antisentido de STAT3
(con brecha desoxi)

Se determiné el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre la proliferacion de BCL1. Las células BCL1 contienen
STATS3 activo constitutivamente el cual se cree es responsable de su proliferacion. Las células BCL1 (1 x 105) fueron
sometidas a electroporacion esencialmente como se describe en el ejemplo 3 con 10 nm, 15 nm o0 20 nm de STAT3
(ISIS 17152) u oligonucledtido no coincidente (ISIS 23177). Las células fueron incubadas en placas de 96 pozos en
RPMI completo 200 L durante 48 horas después de la electroporacion. Los cultivos fueron pulsados con 1 Ci de [3H]-
timidina durante las 8 horas finales en cultivo. Las células fueron recolectadas y analizadas en cuanto a la
incorporacion de timidina como se describe en Francis, D.A. et al. (Int. Immunol., 1995, 7, 151-161).

Los resultados se muestran en la Tabla 6. ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo la proliferacion de células BCL1 en
aproximadamente 50%, mientras que el control no coincidente no tuvo efectos sobre la proliferacion celular.

Tabla 6
Inhibicién de la proliferacién de células BCL1 con fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos de STAT3 (con
brecha desoxi)
— 5 - e By TR

ISIS # SEQ ID NO: Objetivo  gen Dosis % proliferacion | % inhibicion

ASO celular celular
Control 100%
17152 99 3-UTR 10 nM 78.5% 21.5%
“ ¢ “ 15 nM 54.4% 45.6%
“ “ “ 20 nM 50.2% 49.8%
23177 106 Control 10 nM 117.0%
“ “ “ 15 nM 99.7% 0.3%
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Inhibicién de la proliferacion de células BCL1 con fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos de STAT3 (con
brecha desoxi)

— 3 - — R

ISIS # SEQ ID NO: Objetivo  gen Dosis % proliferacion | % inhibicion
ASO celular celular

“ ¢ * 20 nM 107.0%

Ejemplo 6: Inhibicion de la secrecion de IgM de BCL1 por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos antisentido de
STATS3 (con brecha de desoxi)

Se determind el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre los niveles de secrecion de IgM en células BCL1. La
STAT3 ha sido implicada en la regulacion de la expresién de IgM (Faris, M. , et al., Immunology, 1997, 90, 350-357).
Las células BCL1 (1 x 106) fueron sometidas a electroporacién como se describié esencialmente en el ejemplo 3 con
5 nm o 15 nm de STAT3 (ISIS 17152) u oligonucledtido no coincidente (ISIS 23177). Las células fueron incubadas
en placas de 12 pozos en 2 mL de RPMI completo después de la electroporacion. El medio fue reemplazado con
medio fresco 24 horas después de la electroporacion. Después de 48 horas adicionales, el medio de cultivo fue
recolectado, centrifugado para eliminar las células y probado en cuanto al contenido de IgM utilizando el kit OPT-
EIA™ ELISA (Pharmingen, San Diego, CA) para capturar y detectar los anticuerpo IgM de raton (Southern
Biotechnology, Birmingham, AL).

Los resultados se muestran en la Tabla 7. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) redujo significativamente la secrecion de
IgM en comparacion el oligonucledétido de control no coincidente (ISIS 23177).

Tabla 7
Inhibicién de la secrecion de IgM en BCL1 por fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos de STAT3 (con
brecha desoxi)
ISIS # SEQ ID NO: ggjéetlvo gen Dosis (I)glv(lje expresion EM inhibiciéon
Control 100%
17152 99 3-UTC 5nM 34.2% 65.8%
“ ¢ “ 15 nM 23.1% 76.9%
23177 106 Control 5nM 110.0%
“ “ “ 15 nM 80.8% 19.2%

Ejemplo 7: Induccién de quimioquinas en células BCL1 después de tratamiento con fosforotioato nucledtidos
guiméricos antisentido de STAT3 (con brecha desoxi)

Se determind el efecto de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) sobre los niveles de quimioquina en células BCL1. Las
células BCL1 fueron sometidas a electroporacion esencialmente como se describe en el ejemplo 3 con 5 nm, 10 nm
0 20 nm de STAT3 (ISIS 17152) u oligonucleétido no coincidente (ISIS 23177). La expresion del gen de quimioquina
fue inducida en las células BCL1 sometidas a electroporacion mediante la adicion de 10 uM de un oligonucle6tido
que contenia CpG al medio 16 horas después de la electroporacion. Los oligonucleétidos que contenian CpG son
moléculas inmunoestimuladoras (Krieg, A.M., et al., Nature, 1995, 374, 546-549). Los niveles de quimioquina fueron
medidos 8 horas después de utilizar el ensayo de proteccion de RNasa por métodos conocidos para los
experimentados en la técnica con un conjunto de plantilla de quimioquina de ratén, Mck-5 (Pharmingen, San Diego,
CA).

Los resultados se muestran en la Tabla 8. La ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) fue capaz de inducir la expresion de las
guimoquinas RANTES, MIP-1-alfa y MIP-1-beta mientras que el control no coincidente tuvo efecto minimo.

Tabla 8

Induccion de quimioquinas en células BCL1 después de tratamiento con fosforotioato u oligonucleétidos
quiméricos de STAT3 (con brecha desoxi)

SEQ ID Objetivo gen . % RANTES | %  MIPla| %  MIPIb
ISIS # NO: ASO Dosis ARNmM ARNmM ARNmM
Control 100% 100% 100%
17152 99 3-UTR 5nM 236% 201% 133%
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“ “ 10 nM 266% 258% 150%
“ “ 20 nM 257% 254% 159%
23178 107 Control 5nM 96% 123% 96.5%
“ “ “ 10 nM 70.2% 116% 87.1%
“ “ * 20 nM 56% 106% 73.3%

Ejemplo 8: Oligonucledtidos antisentido adicionales direccionados a STAT3 humana

Un conjunto adicional de oligonucledtidos direccionados a SEQ ID NO: 1 fue disefiado y sintetizado com u
oligonucleétidos quiméricos ("oligbmeros con brecha") de 20 nucle6tidos de longitud, compuestos de una region
"brecha" central consistente de diez 2’-desoxinucleétidos, la cual esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y
3’) por “alas” de cinco nucledtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2'-MOE) nucle6tidos (mostrados
resaltados). Los enlaces internucleésido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleétido. Todas las
citocinas 2’-MOE vy citosina 2’-desoxi son 5-metilo citosinas. Estas secuencias de oligonucledtidos se muestran en la
Tabla 9.

Tabla 9

Secuencias de nuclettidos de fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos adicionales (con brecha desoxi)
direccionados a STAT3 humana

ISIS Secuencia de nucledtidos’ (5"- > | Coordenadas de nucleétidos | Region SEQ ID
NO. 3) de gen objetivo® objetivo en gen | NO:
113169 | ATGTGATTCTTTGCTGGCCG 357 5 UTR 108
113170 | AGCTGATTCCATTGGGCCAT 221 AUG 109
113171 | CCAGGAGATTATGAAACACC 385 Codificacion 110
113172 | ACCGTGTGTCAAGCTGCTGT 241 Codificacién 111
113173 | CCATTGGGAAGCTGTCACTG 286 Codificacién 112
113174 | TGTGATTCTTTGCTGGCCGC 356 Codificacién 113
113175 | GCGGCTATACTGCTGGTCAA 411 Codificacion 114
113176 | GCTCCAGCATCTGCTGCTTC 637 Codificacién 115
113177 | GATTCTTCCCACAGGCACCG 539 Codificacion 116
113178 | TGATTCTTCCCACAGGCACC 540 Codificacién 117
113179 | ATCCTGAAGGTGCTGCTCCA 651 Codificacién 118
113180 | CGGACATCCTGAAGGTGCTG 656 Codificacion 119
113181 | CCCGCCAGCTCACTCACGAT 869 Codificacién 120
113182 | AGTCAGCCAGCTCCTCGTCC 928 Codificaciéon 121
113183 | CCAGTCAGCCAGCTCCTCGT 930 Codificacién 122
113184 | CGCCTCTTCCAGTCAGCCAG 938 Codificacién 123
113185 | GGCCGGTGCTGTACAATGGG 1109 Codificacion 124
113186 | ATCCTCTCCTCCAGCATCGG 1127 Codificacién 125
113187 | CCGCTCCACCACAAAGGCAC 1176 Codificacién 126
113188 | CGTCCCCAGAGTCTTTGTCA 1324 Codificacién 127
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Secuencias de nuclettidos de fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos adicionales (con brecha desoxi)
direccionados a STAT3 humana

ISIS Secuencia de nucleétidos’ (5- > | Coordenadas de nucleétidos | Regién SEQ ID
NO. 3) de gen objetivo2 objetivo en gen | NO:
113189 | TTGTGTTTGTGCCCAGAATG 1375 Codificaciéon 128
113190 | GCTCGGCCCCCATTCCCACA 1472 Cadificacion 129
113191 | AGGCATTTGGCATCTGACAG 1621 Codificaciéon 130
113192 | CTTGGGATTGTTGGTCAGCA 1665 Cadificacién 131
113193 | CTCGGCCACTTGGTCCCAGG 1719 Cadificacién 132
113194 | CCCCGCTTGGTGGTGGACGA 1757 Cadificacién 133
113195 | CCCCCGCTTGGTGGTGGACG 1758 Codificacién 134
113196 | GGAGAAGCCCTTGCCAGCCA 1881 Codificacién 135
113197 | TTCATTCCAAAGGGCCAAGA 1947 Codificacién 136
113198 | CCCGCTCCTTGCTGATGAAA 1981 Codificacién 137
113199 | GTGCTCAAGATGGCCCGCTC 2000 Codificacién 138
113200 | CCCAAGTGAAAGTGACGCCT 2071 Codificacién 139
113201 | ACCCAAGTGAAAGTGACGCC 2072 Codificacién 140
113202 | CCGAATGCCTCCTCCTTGGG 2252 Codificacién 141
113203 | GCCGACAATACTTCCCGAAT 2266 Codificacion 142
113204 | GATGCTCCTGGCTCTCTGGC 2284 Codificacién 143
113205 | TCAATGAATCTAAAGCGCGG 2404 Codificacion 144
113206 | GACTCAAACTGCCCTCCTGC 2462 Codificacién 145
113207 | ATCACCCACATTCACTCATT 2710 3 UTR 146
113208 | AAAAGTGCCCAGATTGC 2682 3 UTR 147
113209 | AAAAGTGCCCAGATTGCTCA 2679 3 UTR 148
113210 | TAAAAGTGCCCAGATTGCTC 2680 3 UTR 149
113211 | AAGCAGATCACCCACATTCA 2716 3'UTR 150

Estos oligonucle6tidos fueron probados en células U266 acerca de su capacidad para reducir la expresién de STAT3
en una concentracion de oligonucledtido de 2.5 pM. Las lineas celulares de mieloma humano U266 (obtenidas
originalmente de American Type Culture Collection) fueron mantenidas bajo condiciones estandar en medio RPMI
1640 suplementado. Las células (15 x 10° células en PBS) fueron transfectadas con oligonucleotidos a 200V con un
pulso individual de 6 milisegundos utilizando un BTX Electro Square Porator T820 (Genetronics, San Diego CA). Las
células fueron incubadas durante 24 horas antes de la extraccion de ARN.

El ARN celular total fue aislado utilizando el kit RNeasy® (Qiagen, Santa Clarita, CA). El andlisis por transferencia
Northern fue llevado a cabo sobre 15 pg de ARN utilizando una sonda de ADNc preparada a partir de ARN MB-MDA
468 por RT-PCR estandar seguido por una reacciéon de cebador anidado. Las sefiales fueron cuantificadas utilizando
un Molecular Dynamics Phosphorimager™.

Los resultados para compuestos seleccionados (expresados como porcentaje de expresion de ARNm de control y
porcentaje de inhibicion de la expresion de ARNm) se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10
Inhibicién de la expresion de ARNm de STAT3 humana en células U266 por fosforotioato u oligonucleétidos
guiméricos (con brecha desoxi)
ISIS No: SEQ ID NO: g:r?ié” objetivo en Z’RNrenXpreSié” de | o4 inhibicion ARNM
Ninguno 100
17148 95 Caodificacion 95.1 4.9
17152 99 3 UTR 825 17.5
113170 109 AUG 89.6 10.4
113171 110 Coadificacién 110.2 -
113172 111 Codificacion 96.1 3.9
113173 112 Codificacion 119
113175 114 Coadificacién 75.8 24.2
113176 115 Coadificacién 72.3 27.7
113178 117 Coadificacién 143-9 -
113181 120 Codificacion 105.4
113184 123 Codificacion 104.3
113187 126 Coadificacién 55.9 441
113189 128 Cadificacion 163.9
113199 139 Cadificacion 64.4 35.6
113207 146 3 UTR 123.6 -
113209 148 3 UTR 71.4 28.6
113210 149 3 UTR 72.2 27.8
113211 150 3 UTR 116.5 -

Los experimentos de respuesta a la dosis fueron llevados a cabo utilizando 1SIS 113176, 129987, 113187, 129991,
113209, 129995, 113210 y 129999 asi como ISIS 17148 y el oligo I1SIS 114054 de STAT3 de ratén. Como controles
se uso una serie de oligonucledtidos no coincidentes ISIS 129987, ISIS 114505, ISIS 129991, ISIS 129995 y ISIS
129999. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Porcentaje de inhibicién de la expresiéon de ARNm de STAT3 humana con oligonucleétidos antisentido-
respuesta a la dosis

Porcentaje de inhibicion de la expresion de STAT3
ISIS # SEQ ID NO: Concentracién de oligo

2.5 UM 5 UM 10uM
17148 95 8 54 60
114054 403 4 17 15
113176 115 33 67 79
129987 404 5 5 29
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113187 126 44 56 75
129991 405 21 22 26
113209 148 43 54 73
129995 406 5 32 25
113210 149 36 50 76
129999 407 31 8 -

ISIS 17148 (SEQ ID 95), 113176 (SEQ ID 115), 113187 (SEQ ID 126), 113209 (SEQ ID 148) y 113210 (SEQ ID 149)
redujeron la expresion de STAT3 en méas del 50% en una o mas concentraciones de oligonucledtidos. Estos
compuestos son por lo tanto preferidos.

Ejemplo 9: La inhibicién antisentido de STAT3 produce muerte apoptépica celular en células de melanoma de ratén

Se cultivaron células de melanoma de ratén B16 bajo condiciones estandar en medio RPMI 1640 suplementado (Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY).

Las células fueron tratadas con ISIS 17152 (SEQ ID: 99), direccionadas a STAT3 de ratén, o con el control no
coincidente de 3 bases, ISIS 28084 (AAAAAGAGGCCTGATTGCCC; SEQ ID NO: 151). Las células fueron
transfectadas con oligonucledtidos utilizando el reactivo LipofectAMINE™ PLUSJ (GibcoBRL). El oligonucleétido fue
precomplejado con LipofectAMINE™ PLUSJ mezclando el oligonucleétido con 100 ul de medio RPMI 1640 libre de
suero, y subsecuentemente agregando 6 ul del reactivo LipofectAMINE™ PLUS.

La mezcla fue mezclada exhaustivamente e incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se diluyeron 4 ul
adicionales del reactivo LipofectAMINE™ PLUSJ a 100 ul en RPMI libre de suero. Esta LipofectAMINE™ PLUSJ
diluida fue mezclada con la mezcla precomplejada de oligonucleétido/ LipofectAMINE™ PLUSJ incubado durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 800 | de RPMI 1640 libre de suero y la mezcla de oligonucledtido-
medio LipofectAMINE PLUSJ resultante (aproximadamente 1 ml) fue agregada a las células en una placa de 6
pozos. Después de 3 horas de incubacion, se agregé 1 ml de RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al
20%. Las concentraciones finales de oligonucleétidos fueron 200 nM o 300 nM.

Las células fueron contadas 24 horas después de la transfeccion para determinar el efecto del tratamiento
antisentido sobre la viabilidad celular. Las células fueron recolectadas 24 horas después de la transfeccién para
andlisis por transferencia Western, y 48 horas después de la transfeccion para tincion con Annexin-V para la
apoptosis. Los efectos del oligonucledtido sobre el nimero de células se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12
Efecto de inhibicion antisentido de STAT3 sobre el nimero de células
Expt 200 nM 300 nM
coincidencias) 11917192 | Sl nag [ 181517152
1 10.2 x 10° 3.8x10°
2 5.0 x 10° 6.8 x 10° 9.1x10° 3.5x10°
3 35x10° 1.8 x10° 3.3x10° 2.2x10°

Los datos muestran que el tratamiento con el oligonucleétido antisentido de STAT3 da como resultado una muerte
celular incrementada en comparacion con el tratamiento con un oligo de control no coincidente.

La apoptosis en las células B16 fue medida 48 horas después del tratamiento antisentido por tincion con Annexin V-
PE (Clontech, Palo Alto, CA), seguido por andlisis de citometria de flujo. La tincién positiva para Annexin-V es un
indicador de apoptosis. Las células transfectadas Mock y tratadas con el oligonucleétido de control tenian 11% y
10% de células positivas a Annexin-V, respectivamente. En contraste, las células tratadas con ISIS 17152 al 30%
fueron positivas a Annexin-V, indicando un incremento de casi tres veces en el nimero de células apoptoéticas. Debe
anotarse que este incremento aparente es probablemente una subestimacion del nimero de células que
experimentaron apoptosis en respuesta al tratamiento con el oligo STAT3 puesto que se eliminan células muertas en
el procesamiento de las células en el ensayo de apoptosis.
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El analisis por transferencia Western fue llevado a cabo para detectar STAT3 utilizando métodos conocidos para los
experimentados en la técnica sobre células recolectadas 24 horas después del tratamiento antisentido. El anticuerpo
antiSTAT3 fue adquirido de K15, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA. La ISIS 17152 a 200 nM o 300 nM
redujo significativamente la produccion de proteina STAT3 en células B16.

Ejemplo 10: Efecto de oligonucleétidos antisentido de STAT3 en linfocitos granulares grandes leucémicos (LGL)

La leucemia LGL es una enfermedad linfoproliferativa con caracteristicas autoinmunes y se conoce que las células
LGL no sufren apoptosis dependiente de Fas, independientemente de los altos niveles de expresién de Fas y FasL
(Lamy et al., Blood, 1998, 92, 4771-7). Los oligonucleétidos antisentido de STAT3 fueron probados en cuanto a su
capacidad para sensibilizar las células LGL a las sefiales apoptoéticas en estas células.

Las células leucémica LGL fueron obtenidas de pacientes que satisficieron los criterios clinicos de leucemia LGL de
células T (CD3+) con recuentos de LGL incrementados y reordenamientos genéticos TCR cldnales. Todos los
pacientes tenian enfermedad crénica que no requeria tratamiento en el momento del andlisis. Las células LGL
leucémicas purificadas (2 x 106) fueron sembradas en placas de 24 pozos en 0.5mL de medio completo (RPMI-1640
suplementado, de Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD). Las células fueron incubadas bien sea con
oligonucleétido antisentido ISIS 17148 (SEQ ID NO: 95) o el oligonucleétido de control, ISIS 16094 (SEQ ID NO:
152). El oligonucledtido antisentido fue suministrado a células leucémicas LGL por consumo pasivo. No se utilizaron
reactivos de transfeccion para la administracion.

Los extractos fueron preparados a partir de las células LGL cada una de tres pacientes tratados con una dosis de 1
uM de oligonuclettidos antisentido de STAT3 (ISIS 17148, SEQ ID: 95) o de control no coincidente. Las
inmunoprecipitaciones Western fueron ejecutadas para determinar los niveles de proteina de STAT3. Una reduccion
en los niveles de proteina de STAT3 vario de 25 a 45% en comparacion con controles pareados tratados con el oligo
no coincidente.

La induccidn de apoptosis en células LGL tratadas con oligonucledtidos antisentido de STAT3 (ISIS 17148, SEQ ID:
95) o de control no coincidentes en dosis de 1, 2 y 5 uM fue medida por citometria de flujo. La apoptosis se
incremento significativamente en las células tratadas con antisentido de STAT 3 y fue independiente de la dosis. Las
mediciones del porcentaje de apoptosis especificas en reacciones en duplicado revelaron un incremento en la
apoptosis desde aproximadamente 5% en células no tratadas a niveles de 6, 17 y 24% en células tratadas con
STATS3 antisentido a 1, 2 y 5uM respectivamente. Los niveles de apoptosis en células tratadas con oligonucleétido
de control permanecieron a aproximadamente 6% en todas las dosis. Se cree que la apoptosis fue activada a través
de una ruta mediada por Fas.

Ejemplo 11

Induccion de apoptosis en la linea celular U266 de mieloma humano después de tratamiento con oligonucleétido
antisentido de STAT3

El mieloma mudltiple (MM) es un trastorno hiperproliferativo. Estudios previos demuestran un incremento en la
apoptosis en una linea celular U266 MM en respuesta a la expresion de un STAT3 negativo dominante que carece
de un dominio de transactivacion intacto.

Los oligonucleétidos STAT3 antisentido ISIS 17148 (SEQ ID NO: 95) e ISIS 113176 (SEQ ID: 115) fueron probados
en cuanto a su capacidad para incrementar la apoptosis en células U266 en comparacion con un oligonucle6tido de
control no coincidente. Cantidades diversas de oligonucledtido fueron administradas a células cultivadas por
transfeccion. Las células fueron recolectadas 48 horas después de la transfeccion para determinar los niveles de
ARNm y proteina de STAT3 por transferencia Northern y Western, respectivamente. Una reduccion en el ARNm y
proteinas de STAT3 significativa dependiente de la dosis fue observada en respuesta a la administracion de ambos
oligonucledtidos antisentido de STAT3. El oligonucleétido de control no coincidente no tuvo efecto significativo sobre
los niveles de ARNm o proteina de STAT3.

Las células también fueron probadas en cuanto a un incremento en la apoptosis en respuesta a los oligonucleétidos
antisentido de STAT3 por tincién con Annexin 5 y citometria de flujo cmo se describié anteriormente.

Un incremento significativo en la apoptosis fue observada en las células transfectadas tanto con ISIS 17148 como
con ISIS 113176. No se observo un cambio significativo en apoptosis en las células tratadas con el oligonucledétido
de control no coincidente.

Ejemplo 12

Inhibicién antisentido de STAT3 humano por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen alas 2’-MOE y
una brecha desoxi

De acuerdo con la presente invencién, una serie adicional de oligonucleétidos fue disefiada para direccionar a
diferentes regiones de la STAT3 humana, utilizando secuencias publicadas (nimero de acceso GenBank® L29277,
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incorporada aqui como SEQ ID NO: 1, el complemento de los nucleétidos 4189213 a 4263636 de la secuencia con
el nimero de acceso GenBank® NT_010755.13, incorporada aqui como SEQ ID NO: 153 y el nUmero de acceso
GenBank® NM_139276.1, incorporado aqui como SEQ ID NO: 154). Los oligonucleétido se muestran en la Tabla
13. El “sitio objetivo” indica el primer numero de nucleétido (el mas hacia 5’) sobre la secuencia objetivo particular a
la cual se enlaza el oligonucleétido. Todos los compuestos en la Tabla 13 son oligonucleétidos quiméricos
("oligbmeros con brecha") de 20 nucledtidos de longitud, compuestos de una region de “brecha” central consistente
de diez 2’-desoxinucleoétidos, la cual esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5 y 3’) por “alas” de cinco
nucledtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2'-MOE) nucleétidos. Los enlaces internucledsidos
(esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucledtido. Todos los residuos citidina son 5-metilcitidinas.

Los compuestos fueron analizados en cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 en células A549. La
linea celular A549 de carcinoma pulmonar humano fue obtenida del American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassas, VA). Las células A549 fueron cultivadas de manera rutinaria en medio basal de DMEM (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA), 100 unidades/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las
células fueron pasadas de manera rutinaria por tripsinizacion y diluciéon cuando alcanzaron 90% de confluencia.

La ISIS 18078 fue utilizada com u oligonucledtido de control y fue utilizada a 75 nM. La ISIS 18078
(GTGCGCGCGAGCCCGAAATC, SEQ ID NO: 155) es un oligonucledtido quimérico ("oligbmeros con brecha") de 20
nucleétidos de longitud, compuesto de una region central “de brecha” consistente de nueve 2’-desoxinucledtidos, la
cual esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5 y 3’) por “alas” de cinco nucledtidos y seis nucleétidos,
respectivamente. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE) nucleoétidos. Los enlaces internucleésido
(esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucledtido. Todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Cuando las células alcanzaron 65 - 75% de confluencia, fueron tratadas con el oligonuclettido. Para células
cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos fueron lavados una vez con 100 L de medio de suero reducido OPTI-
MEM-1™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y luego tratadas con 130 L de OPTI-MEM-1™ que contenia
3.75 g/mL de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) y 75 nM de los compuestos de la Tabla
13. Las células fueron tratadas y los datos fueron obtenidos en duplicado. Células no tratadas sirvieron como
controles. Después de 4 — 7 horas del tratamiento a 37°C , el medio fue reemplazado con medio fresco. Las células
fueron recolectadas 16 — 24 horas después del tratamiento con el oligonucleétido. Los niveles de ARNm de STAT3
en las células A549 fueron cuantificados por PSR en tiempo real como se describié por otros métodos aqui.

Las sondas y cebadores para STAT3 humana fueron disefiadas para hibridar a una secuencia de STAT3 humana,
utilizando informacion de secuencia publicada (incorporada aqui como SEQ ID NO: 1). Para el conjunto 199 de
sonda de cebador (PPS199) los cebadores de PCR fueron: cebador de avance: ACATGCCACTTTGGTGTTTCATAA
(SEQ ID NO: 156) cebador reverso: TCTTCGTAGATTGTGCTGATAGAGAAC (SEQ ID NO: 157) y la sonda de PCR
fue: FAM-CAGTATAGCCGCTTCCTGCAAGAGTCGAA-TAMRA (SEQ ID NO: 158) donde FAM es el colorante
informador fluorescente y TAMRA es el colorante de detencion. Las cantidades objetivo de gen obtenidas por RT-
PCR en tiempo real son normalizadas cuantificando el ARN total usando RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR). En esta prueba, 170 mL de reactivo de trabajo RiboGreen™ (reactivo RiboGreen™ diluido 1:350 en
Tris HCI, 1 mM EDTA, Ph 7.5 10 mM) se pigetea en una placa de 96 pozos que contiene 30 uL de ARN celular
purificado. La placa es leida en un CitoFluor™ 4000 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) con excitacion a 485
nm y emision a 530 nm.

Los resultados de los tratamientos con oligonuclettidos antisentido son el promedio de 2 experimentos y se
muestran en la Tabla 13. Los datos estan expresados como porcentaje de inhibicion con respecto a las células de
control no tratadas.

Tabla 13

Inhibicion de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2'"MOE con una brecha desoxi

SEQ ID| ...

. . Sitio . % SEQ

Isis # Region NO objetivo | Secuencia inhibicion | 1D NO

objetivo
337245 intrén 153 6814 AGCCTCTGCACCCTCATGTT 77 159
337246 intron 153 6868 CTCCTAAATTAAGAACTTCT 37 160
337247 intron 153 14801 TTTTGCATGATGTAACCACT 87 161
337248 intrén 153 34820 TATTGAAAATTATCTAATTC 0 162
337249 Codificaciéon | 153 40369 TTGGGCCATCCTGCTAAAAT 48 163
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Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2’MOE con una brecha desoxi

Isis # Region EEQ. i gtiatjigtivo Secuencia hibicion | 15 RO
objetivo
337250 | exéninté | 153 50156 | ATTCACTTGCCTCCTTGACT 51 164
337251 | introncexén | 153 51124 | ATGCCCTTACTCTCCGCATC 74 165
337252 | exoninuon | 153 59140 | CTGAACTTACCCTCTGAGAG 60 166
337253 | exéninuon | 153 64176 | AAATGCGGACCCAAGAGTTT | 49 167
337254 | 5UTR 1 56 CTTGTTCCCTCGGCTGCGAC | 57 168
337255 | 5UTR 1 79 GCCTGTCCAGGATCCGGTTG | 75 169
337256 | 5UTR 1 126 GAAGGGCCTCTCCGAGCCGA | 67 170
337257 | 5UTR 1 148 GGCGGCGAGGCTCCCTCAGG | 80 171
337258 | 5UTR 1 193 TCCGGCAGAGGCCGAGAGGC | 56 172
337250 | 5UTR 154 225 CCATCCTGCTAAAATCAGGG | 58 173
337260 | 5UTR 154 233 CCATTGGGCCATCCTGCTAA | 62 174
337261 | Codificacion | 1 235 TGTCAAGCTGCTGTAGCTGA | 79 175
337262 | Codificacion | 1 299 AACTGCCGCAGCTCCATIGG | 74 176
337263 | Codificacion | 1 326 TCTTGACTCTCAATCCAAGG 79 77
337264 | Codificacion | 1 339 CGCATATGCCCAATCTTGAC 81 178
337265 | Codificacion | 1 426 CGACTCTTGCAGGAAGCGGC | 92 179
337266 | Codificacion | 1 453 TCGTAGATTGTGCTGATAGA 61 180
337267 | Codificacion | 1 470 AGAAACTGCTTGATTCTTCG 62 181
337268 | Codificacion | 1 484 GATACCTGCTCTGAAGAAAC 75 182
337269 | Codificacion | 1 491 TTCTCAAGATACCTGCTCTG 74 183
337270 | Codificacion | 1 496 TTGGCTTCTCAAGATACCTG 89 184
337271 | Codificacion | 1 541 GTGATTCTTCCCACAGGCAC | 85 185
337272 | Codificacion | 1 629 ATCTGCTGCTTCTCCGTCAC 74 186
337273 | Codificacion | 1 634 CCAGCATCTGCTGCTTCTCC 73 187
337274 | Codificacion | 1 647 TGAAGGTGCTGCTCCAGCAT | 74 188
337275 | Codificacion | 1 683 TTCTGTTCTAGATCCTGCAC 82 189
337276 | Codificacion | 1 708 CTGGAGATTCTCTACCACTT o1 190
337277 Codificacion 1 716 AAGTCATCCTGGAGATTCTC 79 191
337278 | Codificacion | 1 721 AATCAAAGTCATCCTGGAGA 69 192
337279 | Codificacion | 1 726 GTTGAAATCAAAGTCATCCT 78 193
337280 | Codificacion | 1 731 TTATAGTTGAAATCAAAGTC 45 104
337281 | Codificacion | 1 736 GGGTTTTATAGTTGAAATCA 16 195
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Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2’MOE con una brecha desoxi

Isis # Region EEQ. i gtiatjigtivo Secuencia hibicion | 15 RO
objetivo
337282 | Codificacion | 1 741 CTTGAGGGTTTTATAGTTGA 58 196
337283 | Codificacion | 1 746 TGACTCTTGAGGGTTTTATA 71 197
337284 | Codificacion | 1 751 CTCCTTGACTCTTGAGGGTT o1 198
337285 | Codificacion | 1 756 CATGTCTCCTTGACTCTTGA 78 199
337286 | Codificacion | 1 768 ATTCAGATCTTGCATGTCTC 77 200
337287 | Codificacion | 1 779 TGGTTGTTTCCATTCAGATC 82 201
337288 | Codificacion | 1 790 TGGTCACTGACTGGTTGTTT 84 202
337289 | Codificacion | 1 812 TCCAGCTGCTGCATCTTCTG 83 203
337290 | Codificacion | 1 822 GAGCATCTGTTCCAGCTGCT | 80 204
337291 | Codificacion | 1 848 CTTCTCCGCATCTGGTCCAG | 66 205
337292 | Codificacion | 1 899 TTCTGCACGTACTCCATCGC 81 206
337293 | Codificacion | 1 925 CAGCCAGCTCCTCGTCCGTG | 92 207
337294 | Codificacion | 1 935 CTCTTCCAGTCAGCCAGCTC | 75 208
337295 | Codificacion | 1 941 TGCCGCCTCTTCCAGTCAGC | 82 209
337296 | Codificacion | 1 999 CCAGTTTTCTAGCCGATCTA 80 210
337297 | Codificacion | 1 1006 ACGTTATCCAGTTTTCTAGC 72 211
337298 | Codificacion | 1 1025 AGTTGAGATTCTGCTAATGA 74 212
337299 | Codificacion | 1 1030 TCTGAAGTTGAGATTCTGCT 80 213
337300 | Codificacion | 1 1085 CCTTTGTAGGAAACTTTTTG 23 214
337301 | Codificacion | 1 1162 AGGCACTTTTCATTAAGTTT 73 215
337302 | Codificacion | 1 1262 TTGACCAGCAACCTGACTTT 61 216
337303 | Codificacion | 1 1286 AGCTGATAATTCAACTCAGG 85 217
337304 Codificacion 1 1291 TTTTAAGCTGATAATTCAAC 15 218
337305 Codificacion 1 1297 CTTTAATTTTAAGCTGATAA 25 219
337306 | Codificacion | 1 1302 GCACACTTTAATTTTAAGCT 77 220
337307 | Codificacion | 1 1307 TCAATGCACACTTTAATTTT 53 221
337308 | Codificacion | 1 1364 CCCAGAATGTTAAATTTCCG 70 222
337300 | Codificacion | 1 1414 AGAGGCTGCCGTTGTTGGAT | 73 223
337310 Codificacion 1 1433 AAGTGTTTGAATTCTGCAGA 73 224
337311 | Codificacion | 1 1452 TCTCTGCTCCCTCAGGGTCA | 61 225
337312 | Codificacion | 1 1517 ATCAGGTGCAGCTCCTCAGT | 78 226
337313 | Codificacion | 1 1522 AGGTGATCAGGTGCAGCTCC | 61 227
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Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2’MOE con una brecha desoxi

Isis # Region EEQ. i gtiatjigtivo Secuencia hibicion | 15 RO
objetivo
337314 | Codificacion | 1 1527 CTCAAAGGTGATCAGGTGCA | 75 228
337315 | Codfficacion | 154 1571 GAGGCCTTGGTGATACACCT | 46 229
337316 | Codificacion | 154 1579 TCAATCTTGAGGCCTTGGTG 59 230
337317 | Codificacion | 154 1584 CTAGGTCAATCTTGAGGCCT | 55 231
337318 | Codificacion | 1 1569 GGTCTCTAGGTCAATCTTGA 74 232
337319 | Codificacion | 1 1577 AAGGAGTGGGTCTCTAGGTC | 38 233
337320 | Codfficacion | 154 1602 CTGGCAAGGAGTGGGTCTCT | 74 234
337321 | Codfficacion | 154 1609 ACCACAACTGGCAAGGAGTG | 80 235
337322 | Codificacion | 1 1609 TCTGACAGATGTTGGAGATC 69 236
337323 | Codificacion | 1 1614 TGGCATCTGACAGATGTTGG | 79 237
337324 | Codificacion | 1 1619 GCATTTGGCATCTGACAGAT 79 238
337325 | Codificacion | 1 1667 TTCTTGGGATTGTTGGTCAG 75 239
337326 | Codificacion | 1 1778 GTCAGCTGCTCGATGCTCAG | 78 240
337327 | Codfficacion | 154 1823 TCCCAAGAGTTTCTCTGCCA 84 241
337328 | Codificacion | 1 1838 CATGTGATCTGACACCCTGA | 85 242
337329 | Codificacion | 1 1843 TAGCCCATGTGATCTGACAC 88 243
337330 | Codfficacion | 154 1885 GCCATGTTTTCTTTGCAAAA 59 244
337331 | Codificacion | 1 1873 CCTTGCCAGCCATGTTTICT 88 245
337332 | Codificacion | 1 1878 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT | 91 246
337333 | Codificacion | 154 1903 AAGGAGAAGCCCTTGCCAGC | 90 247
337334 | Codficacion | 154 1908 CCCAGAAGGAGAAGCCCTTG | 85 248
337335 | Codfficacion | 154 1018 TCCAGCCAGACCCAGAAGGA | 86 249
337336 | Codificacion | 1 2048 TCTTTGCTGCTTTCACTGAA 79 250
337337 Codificacion 1 2144 ATGTTGTTCAGCTGCTGCTT 76 251
337338 | Codificacion | 1 2149 ATGACATGTTGTTCAGCTGC 80 252
337339 | Codificacion | 1 2154 AGCAAATGACATGTTGTTCA 84 253
337340 | Codificacion | 1 2159 ATTTCAGCAAATGACATGTT 72 254
337341 Codificacion 1 2164 TGATGATTTCAGCAAATGAC 74 255
337342 Codificacion 1 2174 TTATAGCCCATGATGATTTC 81 256
337343 | Codificacion | 1 2179 TGATCTTATAGCCCATGATG 84 257
337344 | Codificacion | 1 2184 ATCCATGATCTTATAGCCCA 90 258
337345 | Codificacion | 1 2190 GGTAGCATCCATGATCTTAT 86 259
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Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2’MOE con una brecha desoxi

Isis # Region EEQ. i gtiatjigtivo Secuencia hibicion | 15 RO
objetivo
337346 | Codificacion | 1 2232 AATGTCAGGATAGAGATAGA | 55 260
337347 | Codificacion | 1 2246 GCCTCCTCCTTGGGAATGTC | 88 261
337348 | Codificacion | 154 2273 TCCGAATGCCTCCTCCTTGG | 92 262
337349 | Codificacion | 154 2278 TACTTTCCGAATGCCTCCTC 65 263
337350 | Codificacion | 154 2283 GACAATACTTTCCGAATGCC 84 264
337351 | Codificacion | 1 2303 CTACCTGGGTCAGCTTCAGG | 74 265
337352 | Codificacion | 1 2333 ATAAACTTGGTCTTCAGGTA 80 266
337353 | Codificacion | 1 2351 GTCGTTGGTGTCACACAGAT | 81 267
337354 | Codificacion | 1 2356 TGCAGGTCGTTGGTGTCACA | 62 268
337355 | Codificacion | 1 2361 ATTGCTGCAGGTCGTTGGTG | 61 269
337356 | Codificacion | 1 2366 ATGGTATTGCTGCAGGTCGT | 75 270
337357 | Codificacion | 1 2371 GGTCAATGGTATTGCTGCAG | 71 271
337358 | Codificacion | 1 2381 GACATCGGCAGGTCAATGGT | 77 272
337350 | Codfficacion | 154 2423 CAATGAATCTAAAGTGCGGG | 57 273
337360 | Codificacion | 154 2428 TGCATCAATGAATCTAAAGT 71 274
337361 | Codificacion | 1 2413 CAAACTGCATCAATGAATCT 61 275
337362 | Codificacion | 1 2418 ATTTCCAAACTGCATCAATG 69 276
337363 | Codificacion | 1 2456 AACTGCCCTCCTGCTGAGGG | 63 277
337364 | Codificacion | 1 2469 GGTGAGGGACTCAAACTGCC | 70 278
337365 | 3UTR 1 2550 CAGTCGTATCTTTCTGCAGC 84 279
337366 | 3UTR 1 2658 AGATAGCAGAAGTAGGAGAT | 66 280
337367 | 3UTR 1 2678 AAAGTGCCCAGATTGCTCAA | 82 281
337368 3'UTR 1 2684 TTTTTAAAAGTGCCCAGATT 59 282
337369 | 3UTR 1 2713 CAGATCACCCACATTCACTC 88 283
337370 | 3UTR 1 2729 TGCATTTAGATAAAAGCAGA 78 284
337371 | 3UTR 1 2744 GAACACATCCTTATTTGCAT 76 285
337372 | 3UTR 1 2759 ATCATGGGTCTCAGAGAACA | 88 286
337373 | 3UTR 154 2790 CACATCCCCTGATCATGGGT | 70 287
337374 | 3UTR 154 2826 AGACATTTCCTTTTTCTCCC 67 288
337375 | 3UTR 154 2908 ACCAGGAGGCACTTGTCTAA | 89 289
337376 | 3UTR 154 2014 GCAGGCACCAGGAGGCACTT | 83 290
337377 | 3UTR 154 2041 GCTTACAGAAACAGGCAGAA | 78 201
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Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que tienen
alas 2’MOE con una brecha desoxi
SEQ ID "
. . Sitio . % SEQ
Isis # Region NO objetivo | Secuencia inhibicion | 1D NO
objetivo
337378 3UTR 154 2959 AGGTGGCCTGTGGCATTTGC 16 292
337379 3UTR 154 2971 GTATGTAGCTATAGGTGGCC 71 293
337380 3'UTR 154 2983 GCAATGCCAGGAGTATGTAG 83 294
337381 3'UTR 154 2992 TTAAAAAGTGCAATGCCAGG 86 295
337382 3'UTR 154 3032 GGCTTAGATAGTCCTATCTT 84 296
337383 3UTR 154 3047 TAAAAAGAAACCTAGGGCTT 81 297
337384 3UTR 154 3108 ATACAGAAAGGCTATGCTGA 89 298
337385 JUTR 154 3121 TTAAGTTTCTTAAATACAGA 70 299

Como se muestra en la Tabla 13, las SEQ ID Nos 159, 161, 165, 166, 169, 170, 171, 174, 175, 176, 177, 178, 179,
180, 181, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205,
206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 216, 217, 220, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 232, 234, 235, 236,
237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 245, 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 261,
262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 274, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281, 283, 284, 285, 286,
287, 288, 289, 290, 291, 293, 294, 295, 296, 297, 298 y 299 inhiben la expresién de STAT3 humana al menos en
60%.

Ejemplo 13

Fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’-MOE y una brecha
desoxi

De acuerdo con la presente divulgacion, se disefio una serie adicional de oligonucledtidos para direccionar
diferentes regiones de la STAT3 humana, utilizando secuencias publicadas (nimero de acceso GenBank® L29277
incorporada aqui como SEQ ID NO: 1, niumero de acceso GenBank® NM_139276.1, incorporada aqui como SEQ ID
NO: 154). Los oligonucleétidos se muestran en la Tabla 14. “Sitio objetivo” indica el primer nimero de nucleétido
(mas cercano a 5’) sobre la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleétido. Todos los compuestos
de la Tabla 14 son oligonucledtidos quiméricos ("oligdmeros con brecha") de 20 nucleétidos de longitud, compuestos
de una region central “brecha” consistente de diez 2’-desoxinucleétidos, la cual estd flanqueada en ambos lados
(direcciones 5’ y 3') por “alas” de cinco nucledtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE)
nucleétidos. Los enlaces internucledsido (esqueletos) son fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucledtido. Todos
los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Los compuestos fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresion de STAT3 humana en células A549.
Las células fueron tratadas con 50 nM de oligonucle6tidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™ 1.5 yL/mg. Las
células fueron recolectadas aproximadamente 20 horas después de la transfeccién y se midio la expresion de ARNm
de STATS3 utilizando PCR en tiempo real. Los datos son el promedio de 2 experimentos y se muestran en la Tabla
14 como porcentaje de inhibicion con respecto a las células de control no tratadas.

Tabla 14

Fosforotioato u oligonucle6tidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi

SEQ ID . 0
Isis # Region NO S't.'o. Secuencia ./° S SEQID

C objetivo inhibicion | NO

objetivo
345752 Codificacion | 1 631 GCATCTGCTGCTTCTCCGTC 54 300
345753 Caodificacion | 1 633 CAGCATCTGCTGCTTCTCCG 40 301
345754 Cadificacion | 1 635 TCCAGCATCTGCTGCTTCTC 47 302
345755 Cadificacion | 1 636 CTCCAGCATCTGCTGCTTCT 22 303
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Fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi

Isis # Region ﬁIICE)Q P (?Ltjigtivo Secuencia ;fhibicién EI(E)Q ID
objetivo
345756 Coadificacion | 1 638 TGCTCCAGCATCTGCTGCTT 29 304
345757 Coadificacion | 1 641 TGCTGCTCCAGCATCTGCTG 37 305
345758 Codificacion | 1 643 GGTGCTGCTCCAGCATCTGC 42 306
345759 Codificacion | 1 645 AAGGTGCTGCTCCAGCATCT 35 307
345760 Codificacion | 1 1663 TGGGATTGTTGGTCAGCATG 23 308
345761 Coadificacion | 1 1668 ATTCTTGGGATTGTTGGTCA 42 309
345762 Codificacion | 1 1670 ACATTCTTGGGATTGTTGGT 42 310
345763 Codificacion | 1 1671 CACATTCTTGGGATTGTTGG 43 311
345764 Codificacion | 1 1673 TTCACATTCTTGGGATTGTT 35 312
345765 Codificacion | 1 1675 AGTTCACATTCTTGGGATTG 27 313
345766 Codificacion | 1 1677 GAAGTTCACATTCTTGGGAT 0 314
345767 Coadificacion | 1 380 AGATTATGAAACACCAAAGT 18 315
345768 Codificacion | 1 382 GGAGATTATGAAACACCAAA 7 316
345769 Codificacion | 1 384 CAGGAGATTATGAAACACCA 38 317
345770 Coadificacion | 1 387 TCCCAGGAGATTATGAAACA 46 318
345771 Coadificacion | 1 388 CTCCCAGGAGATTATGAAAC 19 319
345772 Coadificacion | 1 390 CTCTCCCAGGAGATTATGAA 32 320
345773 Codificacion | 1 392 ATCTCTCCCAGGAGATTATG 20 321
345774 Codificacion | 1 1872 CTTGCCAGCCATGTTTTCTT 43 322
345775 Coadificacion | 1 1874 CCCTTGCCAGCCATGTTTTC 26 323
345776 Coadificacion | 1 1876 AGCCCTTGCCAGCCATGTTT 57 324
345777 Coadificacion | 1 1880 GAGAAGCCCTTGCCAGCCAT 60 325
345778 Codificacion | 1 1882 AGGAGAAGCCCTTGCCAGCC 73 326
345779 Codificacion | 154 1904 GAAGGAGAAGCCCTTGCCAG 60 327
345780 Coadificacion | 1 1877 AAGCCCTTGCCAGCCATGTT 61 328
345781 Coadificacion | 1 1879 AGAAGCCCTTGCCAGCCATG 74 329
345782 Codificacion | 154 1905 AGAAGGAGAAGCCCTTGCCA 52 330
345783 Codificacion | 154 1907 CCAGAAGGAGAAGCCCTTGC 39 331
345784 Codificacion | 154 1909 ACCCAGAAGGAGAAGCCCTT 48 332
345785 Coadificacion | 1 2247 TGCCTCCTCCTTGGGAATGT 69 333
345786 Coadificacion | 1 2249 AATGCCTCCTCCTTGGGAAT 3 334
345787 Coadificacion | 1 2251 CGAATGCCTCCTCCTTGGGA 54 335
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Fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi

Isis # Region ﬁIICE)Q P (?Ltjigtivo Secuencia ?ﬁhibicién EI(E)Q ID
objetivo
345788 Codificacion | 154 2274 TTCCGAATGCCTCCTCCTTG 42 336
345789 Codificacion | 154 2275 TTTCCGAATGCCTCCTCCTT 1 337
345790 Codificacion | 154 2277 ACTTTCCGAATGCCTCCTCC 26 338
345791 Codificacion | 1 420 TTGCAGGAAGCGGCTATACT 24 339
345792 Codificacion | 1 422 TCTTGCAGGAAGCGGCTATA 42 340
345793 Coadificacion | 1 424 ACTCTTGCAGGAAGCGGCTA 51 341
345794 Codificacion | 1 425 GACTCTTGCAGGAAGCGGCT 60 342
345795 Codificacion | 1 427 TCGACTCTTGCAGGAAGCGG 42 343
345796 Codificacion | 1 428 TTCGACTCTTGCAGGAAGCG 51 344
345797 Codificacion | 1 430 CATTCGACTCTTGCAGGAAG 50 345
345798 Codificacion | 1 2176 TCTTATAGCCCATGATGATT 23 346
345799 Coadificacion | 1 2178 GATCTTATAGCCCATGATGA 36 347
345800 Codificacion | 1 2180 ATGATCTTATAGCCCATGAT 30 348
345801 Codificacion | 1 2182 CCATGATCTTATAGCCCATG 57 349
345802 Coadificacion | 1 2186 GCATCCATGATCTTATAGCC 51 350
345803 Coadificacion | 1 2188 TAGCATCCATGATCTTATAG 31 351
345804 Coadificacion | 1 2189 GTAGCATCCATGATCTTATA 11 352
345805 3'UTR 154 3102 AAAGGCTATGCTGATACAGT 62 353
345806 3 UTR 154 3104 AGAAAGGCTATGCTGATACA 46 354
345807 3UTR 154 3106 ACAGAAAGGCTATGCTGATA 56 355
345808 3UTR 154 3107 TACAGAAAGGCTATGCTGAT 46 356
345809 3UTR 154 3109 AATACAGAAAGGCTATGCTG 51 357
345810 3UTR 154 3110 AAATACAGAAAGGCTATGCT 27 358
345811 3UTR 154 3112 TTAAATACAGAAAGGCTATG 3 359
345812 3UTR 154 3114 TCTTAAATACAGAAAGGCTA 41 360
345813 3UTR 1 2753 GGTCTCAGAGAACACATCCT 56 361
345814 3UTR 1 2755 TGGGTCTCAGAGAACACATC 31 362
345815 3 UTR 1 2757 CATGGGTCTCAGAGAACACA 68 363
345816 3 UTR 1 2758 TCATGGGTCTCAGAGAACAC 42 364
345817 3UTR 1 2761 TGATCATGGGTCTCAGAGAA 65 365
345818 3 UTR 1 2763 CCTGATCATGGGTCTCAGAG 22 366
345819 3 UTR 154 2765 CCCCTGATCATGGGTCTCAG 38 367

64




ES 2521599 T3

Fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi

Isis # Region ﬁIICE)Q P (?Ltjigtivo Secuencia ;fhibicién EI(E)Q ID
objetivo

345820 Codificacion | 154 1912 CAGACCCAGAAGGAGAAGCC 40 368
345821 Codificacion | 154 1914 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG 52 90
345822 Codificacion | 154 1916 CAGCCAGACCCAGAAGGAGA 49 369
345823 Codificacion | 154 1917 CCAGCCAGACCCAGAAGGAG 64 370
345824 Codificacion | 154 1919 GTCCAGCCAGACCCAGAAGG 54 371
345825 Codificacion | 154 1920 TGTCCAGCCAGACCCAGAAG 43 372
345826 Codificacion | 154 1922 ATTGTCCAGCCAGACCCAGA 29 373
345827 Codificacion | 154 1924 ATATTGTCCAGCCAGACCCA 29 374
345828 Codificacion | 1 2181 CATGATCTTATAGCCCATGA 40 375
345829 Codificacion | 1 2183 TCCATGATCTTATAGCCCAT 26 376
345830 Codificacion | 1 2185 CATCCATGATCTTATAGCCC 37 377
345831 Coadificacion | 1 2187 AGCATCCATGATCTTATAGC 34 378
345832 Codificacion | 1 2191 TGGTAGCATCCATGATCTTA 30 379
345833 Codificacion | 1 2192 TTGGTAGCATCCATGATCTT 18 380
345834 Coadificacion | 1 2196 GATATTGGTAGCATCCATGA 21 381
106707 Coadificacion | 1 386 CCCAGGAGATTATGAAACAC 19 18
106712 Coadificacion | 1 639 CTGCTCCAGCATCTGCTGCT 45 23
106734 Codificacion | 1 1669 CATTCTTGGGATTGTTGGTC 39 45
106748 Codificacion | 1 2194 TATTGGTAGCATCCATGATC 18 59
106770 3 UTR 1 2760 GATCATGGGTCTCAGAGAAC 34 81
113171 Coadificacion | 1 385 CCAGGAGATTATGAAACACC 47 110
113176 Coadificacion | 1 637 GCTCCAGCATCTGCTGCTTC 52 115
113192 Codificacion | 1 1665 CTTGGGATTGTTGGTCAGCA 48 131
113196 Codificacion | 1 1881 GGAGAAGCCCTTGCCAGCCA 68 135
113202 Coadificacion | 1 2252 CCGAATGCCTCCTCCTTGGG 66 141
337265 Codificacion | 154 446 CGACTCTTGCAGGAAGCGGC 62 92
337325 Codificacion | 154 1687 TTCTTGGGATTGTTGGTCAG 37 239
337332 Codificacion | 154 1898 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT 60 246
337333 Codificacion | 154 1903 AAGGAGAAGCCCTTGCCAGC 58 247
337335 Codificacion | 154 1918 TCCAGCCAGACCCAGAAGGA 59 249
337344 Codificacion | 154 2204 ATCCATGATCTTATAGCCCA 46 258
337345 Codificacion | 154 2210 GGTAGCATCCATGATCTTAT 36 259
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Fosforotioato u oligonucledtidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi
SEQ ID .
Isis # Region NO S't.'o. Secuencia % S SEQID
. objetivo inhibicion | NO
objetivo
337348 Codificacion | 154 2273 TCCGAATGCCTCCTCCTTGG 68 262
337372 3 UTR 154 2779 ATCATGGGTCTCAGAGAACA 47 286
337384 3 UTR 154 3108 ATACAGAAAGGCTATGCTGA 44 298
Ejemplo 14

Fosforotioato u oligonucle6tidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratdn, que tienen alas 2’-MOE y una brecha
desoxi

De acuerdo con la presente invencion, se disefio una serie adicional de oligonucleétidos para dlreCC|onar diferentes
regiones del ARN de STAT3 de ratén, utilizando secuencias publlcadas (ntimero de acceso GenBanK® U06922.1,
incorporado aqui como SEQ ID NO: 82, niimero de acceso GenBank® U30709.1, incorporada aqui como SEQ ID
NO: 382). Los oligonucleétidos se muestran en la Tabla 15. “Sitio objetivo” indica el primer nimero de nucleétido
(mas cerca de 5’) sobre la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleétido. Todos los compuestos
en la Tabla 15 son oligonucleotidos quiméricos (“oligdmeros con brecha”) de 20 nucleétidos de longitud, compuestos
de una region “brecha” central consistente de diez 2’-desoxinucledtidos, la cual estd flanqueada en ambos lados
(direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucleédtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE)
nucleétidos. Los enlaces internucledsido (esqueleto) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido. Todos
los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Tabla 15
Fosforotioato u oligonucle6tidos quiméricos direccionados a STAT3 humana que tienen alas 2’- MOE y una
brecha desoxi
Isis # Region SE.Q. ID NO Sitio objetivo | Secuencias SEQ ID NO
objetivo
29800 Caodificacién | 82 2213 TGGTATTGCTGCAGGTCGTT | 383
29801 Caodificacién | 82 2224 CGGCAGGTCAATGGTATTGC | 384
29802 Caodificacién | 82 2230 GGACATCGGCAGGTCAATGG | 385
29806 5'UTR 382 11 TTGTACCTCAGCGCGGACGC | 386
134027 Caodificacién | 82 2309 ACTCAAACTGCCCTCCTGCT | 95
337354 Caodificacién | 82 2204 TGCAGGTCGTTGGTGTCACA | 268
345821 Caodificacién | 82 1742 GCCAGACCCAGAAGGAGAAG | 90

En una realizacion adicional, se disefio una serie adicional de ollgonucleotldos para direccionar ARN de STAT3 de
ratén, utilizando secuencias publicadas (ntimero de acceso GenBanK® U06922.1, incorporado aqui como SEQ ID
NO: 82). Los compuestos se muestran en la Tabla 16. “Sitio objetivo” indica el primer nimero de nucleétido (mas
cerca a 5’) sobre la secuencia particular al cual se enlaza el compuesto. Todos los compuestos en la Tabla 16 son
oligonucledtidos quiméricos compuestos de una region “brecha” consistente de doce 2’-desoxinucleétidos, la cual
esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5 y 3’) por “alas” consistentes de 2’-O-metoxietilo (2’-MOE)
nucledtidos. El nimero de 2’-MOE nucledtidos en las brechas varia desde una longitud de 2 a 5 nucleétidos, con los
2’-desoxinucledtidos en tipografia plana y los 2’-MOE nucle6tidos en tipografia resaltada. La estructura exacta de
cada oligonucledtido esta designada en la Tabla 16 como la estructura “alas”. Una designacion 5~10~5, por ejemplo,
indica que los primeros y los Ultimos 5 nucleétidos son nucledtidos 2°-MOE y los 10 nucleétidos centrales son 2'-
desoxinucledtidos. Los enlaces internucleésido (esqueletos) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido.
Los residuos citidina no modificados estan subcalificados; todos los otros residuos citidina son 5-metilcitidinas.
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Tabla 16
Zosfor_otioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratén, con alas 2’-MOE y una brecha
esoxi

sisr [ regon [ 960,10 MO TS0, T secuenc G |
133003 3 UTR 82 2527 AAAAAGTGCCCAGATTGCCC | 5~12~5 99
346030 3 UTR 82 2527 AAAAGTGCCCAGATTQCCC | 4~10-5 387
346031 3 UTR 82 2528 AAAAGTGCCCAGATTGCC 4~10~4 388
346032 3 UTR 82 2528 AAAGTGCCCAGATTGCC 3~10~4 389

En una realizacién adicional de la presente divulgacién, se disefio una serie adicional de oligonucledtidos para
direccionar diferentes regiones del ARN de STAT3 de raton, utilizando secuencias publicadas (nimero de acceso
GenBanK® U06922.1, incorporada aqui como SEQ ID NO: 82. Los oligonucleétidos se muestran en la Tabla 17.
“Sitio objetivo” indica el primer nimero de nucleétido (més cerca a 5°) en la secuencia particular al cual se enlaza el
oligonucledtido. Todos los compuestos en la Tabla 17 estdn compuestos uniformemente de 2’-O-metoxietilo (2’-
MOE) nucleétidos. Los enlaces internucledsido (esqueletos) son fosforotioato (P = S) a lo largo del oligonucleétido y
todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Tabla 17
Oligonucledtidos 2’- MOE uniformes fosforotioados dirigidos a STAT3 de raton
. L SEQ ID NO " . .
Isis # Region objetivo Sitio objetivo | Secuencia SEQ ID NO
29803 Codificacién | 82 2253 ATCAATGAATCTAAAGTGCG | 93
29805 Codificacién | 82 2206 GCTGCAGGTCGTTGGTGTCA | 390
Ejemplo 15

Inhibicién antisentido de STAT3 humana por oligonucleétidos quiméricos que tienen alas 2’-MOE y una brecha
desoxi: respuesta a dosis

De acuerdo con la presente invencion, un subconjunto de los oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3
humana fue investigado adicionalmente en estudios de respuesta a la dosis. Los compuestos fueron analizados en
cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 humana en células T-24.

La linea celular T-24 de carcinoma de células de vejiga fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA). Las células T-24 fueron cultivadas de manera rutinaria en medio basal de McCoy 5A completo
suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 unidades por mL de penicilina y 100 microgramos por mL de
estreptomicina (medios y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas
rutinariamente por tripsinizacion y dilucion cuando alcanzaron 90% de confluencia. Las células fueron sembradas en
placas de 96 pozos ((Falcon-Primaria #3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de 7000 células/pozo
para uso en experimentos de transfeccion por oligonucleétidos antisentido.

Los oligonucleétidos de control usados fueron ISIS 129695 (TTCTACCTCGCGCGATTTAC, SEQ ID NO: 391), ISIS
129694 (GTACAGTTATGCGCGGTAGA SEQ ID NO: 392), ISIS 129690 (TTAGAATACGTCGCGTTATG SEQ ID
NO: 393), ISIS 129686 (CGTTATTAACCTCCGTTGAA SEQ ID NO: 394), ISIS 116847
(CTGCTAGCCTCTGGATTTGA, SEQ ID NO: 395) e ISIS 113529 (CTCTTACTGTGCTGTGGACA SEQ ID NO: 396).
Estos oligonucle6tidos no direccionaron a STAT3 y fueron utilizados como controles negativos.

Las células T-24 fueron tratadas con 18.75, 37.5, 75 o 150 nM de oligonucleétido mezclado con 3 ug/mL de
LIPOFECTIN™ por 1.00 nM de oligonucledtido como esta descrito en otros ejemplos aqui. Las células no tratadas
sirvieron como control. Después de 16 horas de tratamiento, se preparé el ARN de las células para andlisis
subsecuente por PCR en tiempo real.

Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el conjunto de
sonda de cebador PPS199 y las cantidades objetivo en el gen fueron analizadas utilizando RiboGreen® como se
describié en otros ejemplos aqui. Los datos son promedio de 2 experimentos y se muestran en la Tabla 18. Una
designacién "-" o "+" indica un descenso o incremento de la expresién de ARNm de STAT3, respectivamente, con
respecto a las células de control no tratadas.
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Tabla 18

Inhibicién de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosfotioato u oligonucleétidos quiméricos que
tienen alas 2’-MOE y una brecha desoxi: respuesta a la dosis
Porcentaje de cambio de expresién de STAT3 usando PPS199

Concentracion de oligonucleétido
Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5nM 75 nM 150 nM
106747 58 -37 -48 -71 -84
337247 161 -23 -43 -62 -75
337270 184 -29 -41 -67 -87
337276 190 -40 -61 -76 -81
337284 198 -49 -64 -69 =72
337293 207 -26 -49 -66 -79
337303 217 -44 -61 -69 -72
337332 246 -63 -79 -87 -92
337333 247 -48 -73 -82 -88
337344 258 -27 -47 -63 =77
337348 262 -61 =77 -82 -86
337384 298 -40 -55 -71 -80
129695 391 +5 +2 +8 0
129694 392 +4 -3 -4 -10
129690 393 +2 +7 +6 +8
129686 394 +2 +1 -5 +1
116847 395 +7 +4 +8 +5
113529 396 +1 -1 -11 -26

Como se muestra en la Tabla 18, los compuestos probados inhiben la expresion de ARNm de STAT3 humana en
una forma dependiente de la dosis.

La respuesta a la dosis fue repetida en células T-24 y se midieron cantidades de objetivo en el gen utilizando un
conjunto de cebador-sonda diferente, llamado aqui PPS2033. El PPS2033 comprende sondas y cebadores para
STAT3 humana que fueron disefiados para hibridar a una secuencia STAT3 humana, utilizando informacién de
secuencia publicada (incorporada aqui como SEQ ID NO:154). Para PPS2033 los cebadores de PCR fueron:
cebador de avance: GAGGCCCGCCCAACA (SEQ ID NO: 397) cebador reverso:
TTCTGCTAATGACGTTATCCAGTTTT (SEQ ID NO: 398) y la sonda para PCR fue: FAM-CTGCCTAGATCGGC-
MGB (SEQ ID NO: 399) donde FAM es el colorante informador fluorescente y MGB es el colorante de detencién. Las
cantidades de objetivo de gen obtenidas por el PCR en tiempo real son normalizadas cuantificando el ARN total
utilizando RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Los oligonucleétidos de control usados fueron ISIS
129695 (SEQ ID NO: 391), ISIS 129694 (SEQ ID NO: 392), ISIS 129690 (SEQ ID NO: 393), ISIS 129686 (SEQ ID
NO: 394), ISIS 116847 (SEQ ID NO: 395) e ISIS 113529 (SEQ ID NO: 396).

Las células T-24 fueron tratadas con 18.75, 37.5, 75, o 150 nM de oligonucleétido mezclado con 3 ug/mL de
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleétido como fue descrito en otros ejemplos aqui. Las células no tratadas
sirvieron como controles. Después de 16 horas de tratamiento, se preparé ARN a partir de células para analisis
subsecuente por PCR en tiempo real.

Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el
conjunto de cebador sonda PPS2033 y las cantidades objetivo de gen fueron analizadas utilizando RiboGreen®
como se describe en otros ejemplos aqui. Los datos son promedios de 2 experimentos mostrados en la Tabla 19.

68



10

15

ES 2521599 T3

Una designacion "-" o "+" indica un descenso o incremento de la expresion de ARNm de STATS3, respectivamente,
con respecto a células de control no tratadas.

Tabla 19

Inhibicion de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que
tiene alas 2'-MOE y una brecha desoxi: respuesta a la dosis
Porcentaje de cambio de la expresion de STAT3 usando PPS2033

Concentracion de oligonucleétido
Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5nM 75 nM 150 nM
106747 58 -32 -48 -62 -76
337247 161 +17 -21 -53 -69
337270 184 -16 -27 -67 -87
337276 190 -34 -58 -75 -81
337284 198 -49 -62 -66 -68
337293 207 -26 -49 -67 -79
337303 217 -47 -59 -69 -71
337332 246 -66 -79 -85 -91
337333 247 -46 -70 -82 -90
337344 258 -17 -37 -60 -76
337348 262 -53 -76 -83 -86
337384 298 -41 -59 -69 -80
129695 391 -4 +2 +8 +3
129694 392 +19 -1 +7 +2
129690 393 +4 +10 +8 +11
129686 394 +20 +16 +25 +9
116847 395 +45 +33 +22 -2
113529 396 +1 +12 -11 -24

Como se muestra en la Tabla 19, la medicion de las cantidades de gen objetivo utilizando PPS2033 demuestra que
los compuestos probados inhiben la expresion de ARNm de STAT3 humana de una forma dependiente de la dosis.

Se llevo a cabo un experimento adicional de respuesta a la dosis en células A549. Las células A549 fueron tratadas
con 18.75, 37.5, 75, o 150 nM de oligonucleétido mezclado con 3 ug/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de
oligonucleétido como se describe en otros ejemplos aqui. Los oligonucleétidos de control fueron ISIS 129686 (SEQ
ID NO: 394) e ISIS 129690 (SEQ ID NO: 393). Las células no tratadas sirvieron como control. Después de 16 horas
de tratamiento, se preparé el ARN de células para el subsecuente andlisis por PCR en tiempo real.

Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el
conjunto cebador sonda PPS199 y las cantidades de objetivo en gen fueron normalizadas utilizando RiboGreen®
como se describe en otros ejemplos aqui. Los datos son promedios de 2 experimentos mostrados en la Tabla 20.
Una designacion "-" o "+" en el resultado de respuesta a la dosis indica un descenso o incremento de la expresion
de ARNm de STATS3, respectivamente, con respecto a las células de control no tratadas.
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Tabla 20

Inhibicién de los niveles de ARNm de STAT3 humana por fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos que
tienen alas 2’-MOE y una brecha desoxi: respuesta a dosis
Porcentaje de cambio de expresion de STAT3 en células A549 usando PPS199

Concentracion de oligonucleétido
Isis # SEQ ID NO 18.75 nM 37.5nM 75 nM 150 nM
106734 45 -2 -16 -56 -73
337332 246 -31 -61 =77 -87
337333 247 -8 -39 -59 -75
337348 262 -26 -43 -55 =77
129686 394 +27 +23 +22 +19
129690 393 +30 +27 +16 +27

Como se muestra en la Tabla 20, los compuestos probados inhiben la expresién de ARNm de STAT3 humana en
células A549 de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 16
Sintesis de ARN

En general, la quimica de sintesis de ARN esta basada en la incorporacion selectiva de diversos grupos protectores
en reacciones intermediarias estratégicas. Aquella persona de experiencia normal en la técnica entendera el uso de
los grupos protectores en la sintesis organica, una clase util de grupos protectores incluye éteres de sililo. En
particular se utilizan éteres de sililo voluminosos para proteger el 5’-hidroxilo en combinacién con un grupo protector
ortoéster labil a los acidos en el 2’-hidroxilo. Este conjunto de grupos protectores se usa entonces con tecnologia de
sintesis estandar en fase sdlida. Es importante finalmente retirar el grupo protector otoéster labil a 4cidos después
de todas las otras etapas sintéticas. Ademas, el uso temprano de grupos protectores sililo durante la sintesis
asegura una facil remocidn cuando se desea, sin una desproteccion indeseada del 2’-hidroxilo.

Siguiendo este procedimiento para la proteccion secuencial del 5’-hidroxilo en combinacion con la proteccion del 2'-
hidroxilo por grupos protectores que son retirados diferencialmente y son labiles quimicamente de manera
diferenciada, se sintetizaron los oligonucleétidos de ARN.

Los oligonucledtidos de ARN se sintetizan en una forma paso a paso. Cada nucledtido es agregado
secuencialmente (en la direccién 3’ a 5’) a un oligonucleétido enlazado a un soporte sélido. El primer nucleésido en
el extremo 3’ de la cadena se une covalentemente a un soporte sélido. El precursor nucleétido, una ribonucleésido
fosforamidita y el activador son agregados, acoplando la segunda base en el extremo 5’ del primer nucledsido. El
soporte es lavado y se cubre cualquier grupo 5’-hidroxilo que no ha reaccionado con anhidrido acético para producir
unidades estructurales 5’- acetilo. El enlace es oxidado entonces al enlace P (V) mas estable y finalmente deseado.
En el extremo del ciclo de adicién de nucleodtidos, el grupo 5’-sililo es escindido con fluoruro. El ciclo se repite para
cada nucledtido subsecuente.

Después de la sintesis, los grupos protectores metilo en los fosfatos son escindidos en 30 minutos utilizando disodio-
2-carbamoil-2-cianoetilen-1,1-ditiolato trihidrato (S:Naz) 1 M en DMF. La solucién de desproteccion se lava del
oligonucleétido enlazado al soporte sélido usando agua. El soporte es tratado entonces con metilamina al 40% en
agua durante 10 minutos a 55°C. Esto libera los oligonucleétidos de ARN a la solucion, desprotege las aminas
exociclicas, y modifica los grupos 2’. Los oligonucledtidos pueden ser analizados por HPLC por intercambio
anionico.

Los grupos 2’-ortoéster son los Ultimos grupos protectores en ser removidos. El grupo protector ortoéster
monoacetato de etilen glicol desarrollado por Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO), es un ejemplo de un grupo
protector ortoéster util el cual tiene las siguientes propiedades importantes. En estable a las condiciones de la
sintesis de oligonucledsido fosforamidita y a la sintesis de oligonucleétidos. Sin embargo, después de la sintesis de
oligonucledtidos el oligonucleétido es tratado con metilo amina la cual no solamente escinde el oligonucle6tido del
soporte sdlido sino que también retira los grupos acetilo de los ortoésteres. Los sustituyentes resultantes 2-etil-
hidroxilo sobre el ortoéster son menos avidos de electrones que el precursor acetilado. Como resultado, el ortoéster
modificado se hace mas labil a hidrdlisis catalizada por é&cido. Especificamente, la rata de escision es
aproximadamente 10 veces mas rapida después de que los grupos acetilo son retirados. Por lo tanto, este ortoéster
posee estabilidad suficiente con el fin de ser compatible con la sintesis de oligonucleétidos y aliin mas, cuando es

70



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2521599 T3

modificado subsecuentemente, permite llevar a cabo la desproteccion bajo condiciones acuosas relativamente
moderadas compatibles con el producto oligonucleétido de ARN final.

Adicionalmente, son bien conocidos en el arte métodos para sintesis de ARN (Scaringe, S. A. Ph.D. Thesis,
University of Colorado, 1996; Scaringe, S. A,, et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 11820-11821; Matteucci, M. D. y
Caruthers, M. H. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 3185-3191; Beaucage, S. L. y Caruthers, M. H. Tetrahedron Lett.,
1981, 22, 1859-1862; Dahl, B. J., et al., Acta Chem. Scand,. 1990, 44, 639-641; Reddy, M. P., et al., Tetrahedrom
Lett.,, 1994, 25, 4311-4314; Wincott, F. et al.,, Nucleic Acids Res., 1995, 23, 2677-2684; Griffin, B. E., et al.,
Tetrahedron, 1967, 23, 2301-2313; Griffin, B. E., et al., Tetrahedron, 1967, 23, 2315-2331).

Los compuestos antisentido de ARN (oligonucle6tidos de ARN) de la presente invencién pueden ser sintetizados por
los métodos descritos aqui adquiridos en Dharmacon Research, Inc (Lafayette, Co). Una vez sintetizados, los
compuestos antisentido de ARN complementarios pueden ser entonces fusionados por métodos conocidos en la
técnica para formar compuestos antisentido de cadena doble (duplex). Por ejemplo, pueden formase dulplex
combinando 30 pl de cada una de las cadena complementarias de oligonucleétidos de ARN (solucion de
oligonucleétidos de ARN 50 uM) y 15 pl de regulador de fusién 5X (acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM
pH 7.4, acetato de magnesio 2 mM) seguida por calentamiento durante 1 minuto a 40°C, y luego 1 hora a 37°C. Los
compuestos antisentido diplex resultantes pueden ser utilizado en kits, ensayos, selecciones, u otros métodos para
investigar el papel de un &cido nucleico objetivo, o para propdsitos de diagndstico o terapéuticos.

Ejemplo 17
Disefio y seleccion de compuestos antisentido duplex direccionados a STAT3

De acuerdo con la presente divulgacion, una serie de duplex de acido nucleico que comprenden los compuestos
antisentido de la presente invencién y sus complementos pueden ser disefiados para apuntar a STAT3. La
secuencia de nucleobases de la cadena antisentido del duplex comprende al menos una porcion de un
oligonucleétido direccionado a STAT3 como se divulga aqui. Los extremos de las cadenas pueden ser modificados
mediante la adicion de una o méas nucleobases naturales o modificadas para formar un sobrante. La cadena en
sentido del ARNds es disefiada entonces y sintetizada como el complemento de la cadena antisentido y también
puede contener modificaciones o adiciones en cada terminal. Por ejemplo, en una realizacion, ambas cadenas del
duplex ARNds serian complementarias sobre las nucleobases centrales, teniendo cada una sobrantes en uno o en
ambos terminales. Las cadenas antisentido y en sentido del duplex comprenden desde aproximadamente 17 a 25
nucleétidos, o desde aproximadamente 19 a 23 nucleédtidos. Alternativamente, las cadenas antisentido y en sentido
comprenden 20, 21 o 22 nucle6tidos.

Por ejemplo, un ddplex que comprende wuna cadena antisentido que tiene la secuencia
CGAGAGGCGGACGGGACCG vy que tiene un sobrante de dos nucleobases de desoxitimidina (dT) tendria la
siguiente estructura:

cgagaggcggacgggaccegTT Complemento de

RARRERNRRRRRARRARY

TTgctctccgectgecctgge Cadena Antisentido

Los sobrantes pueden variar de 2 a 6 nucleobases y estas nucleobases pueden o pueden no ser complementarias al
acido nucleico objetivo. En otra realizacion, los duplex pueden tener un sobrante solamente en un terminal.

En otra realizacion, un ddplex que comprende una cadena antisentido que tiene la misma secuencia
CGAGAGGCGGACGGGACCG puede ser preparada con extremos cerrados (sin sobrantes de cadena sencilla)
como se muestra:

cgagaggcggacgggaccyg Complemento de

gctectecgectgecetgge Cadena Antisentido

El duplex de ARN puede ser unimolecular o bimolecular, esto es, las dos cadenas pueden ser parte de una molécula
individual o pueden ser moléculas separadas.

Las cadenas de ARN del duplex pueden ser sintetizadas por métodos divulgados aqui o adquiridas en Dharmacon
Research, Inc. (Lafayette, CO). Una vez sintetizadas, las cadenas complementarias son fusionadas. Se toma una
alicuota de las cadenas sencillas y se diluye a una concentracion de 50 uM. Una vez diluidas, se combinan 30 uL de
cada cadena con 15 uL de una solucién 5X de regulador de fusién. La concentracion final de dicho regulador es
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acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH 7.4 y acetato de magnesio 2 mM. El volumen final es 75 uL. La
solucion es incubada durante 1 minuto a 90°C y luego se centrifuga durante 15 segundos. El tubo se deja en reposo
durante 1 hora a 37°C tiempo después del cual los duplex de ARNds se utilizan en experimentacion. La
concentracién final del diplex de ARNds es 20 uM. Esta solucién puede ser almacenada congelada (-20°C) y
congelada-descongelada hasta 5 veces.

Una vez preparados, los compuestos antisentido duplex son evaluados en cuanto a su capacidad para modular
STAT3.

Cuando las células alcanzan el 80% de confluencia, se tratan con los compuestos antisentido duplex de la
divulgacion. Para células cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos son lavados una vez con 200 L de OPTI-MEM-
1™ medio de suero reducido (Gibco BRL) y luego tratados con 130 L de OPTI-MEM-1™ que contienen 12 g/mL de
LIPOFECTIN™ (Gibco BRL) y el compuesto antisentido duplex deseado a una concentracion final de 200 nM (una
relacion de 6 g/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de compuesto antisentido duplex). Después de 5 horas de
tratamiento, el medio es reemplazado con medio fresco. Las células son recolectadas 16 horas después del
tratamiento, momento en el cual el ARN es aislado y la reduccion del objetivo se mide por RT-PCR.

Una serie de duplex de &cidos nucleicos que comprenden los compuestos antisentido de la presente divulgacion y
sus complementos fue disefiada para direccionar al ARNm de STATS3, utilizando la secuencia publicada (nimero de
acceso GenBank® L29277, incorporada aqui como SEQ ID NO: 1). La secuencia de nucleobases de la cadena
antisentido del duplex es 20 nucleétidos de longitud. Las secuencias de la cadena antisentido estan listadas en la
Tabla 21. La cadena en sentido de la ARNds esta disefiada y sintetizada como el complemento de la cadena
antisentido.

Todos los compuestos de la Tabla 21 son oligodesoxinucleétidos, de 21 nucleétidos de longitud siendo los dos
nucleétidos en el extremo 3’ el sobrante TT y con enlaces fosfodiéster internucledsido (esqueletos) a todo lo largo.
Estas secuencias muestran contener timina (T) pero una persona experimentada en la técnica apreciard que la
timina (T) es reemplazada en general por uracilo (U) en secuencias de ARN.

Tabla 21
SARNdSs direccionado a STAT3 humana
ISIS # Region Sitio objetivo gtI)Ejthivo D Secuencia SEQ ID NO
330249 Cadificacién 1669 1 ATTCTTGGGATTGTTGGTCTT | 400
330247 Cadificacién 637 1 CTCCAGCATCTGCTGCTTCTT | 401

Los compuestos en la Tabla 21 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresion de STAT3 humana en
células A549. El ISIS 330249 que comprendia ARNds y sus objetivos complementan el mismo sitio como
oligonucledtido antisentido ISIS 106734 (SEQ ID NO: 45) y el ARNds que comprende ISIS 330247 y su
complemento apuntan al mismo sitio que el oligonucleétido antisentido ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115); asi, ISIS
106734 e ISIS 113176 también fueron probados. Células A549 fueron tratadas con oligonucleétidos mezclados con
LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) como se describe aqui. Las concentraciones de
oligonucledtidos usadas estan indicadas en la Tabla 22. El oligonucledtido de control usado fue ISIS 129698 (TTT
GATCGAGGTTAGCCGTG, SEQ ID NO: 402). Las células fueron tratadas con oligonucleétido durante 4 horas y
recolectadas unas 16 horas adicionales después. Las células no tratadas sirvieron como control.

Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 humana fueron cuantificados por PCR en tiempo real utilizando el
conjunto de sonda cebador PPS199 y las cantidades de objetivo en el gen fueron normalizadas utilizando
RibogreenTM como se describié en otros ejemplos aqui. Los datos son promedios de 2 experimentos que se
muestran en la Tabla 22. Una designacién “-” o “+” indica un descenso o incremento de la expresion de ARNm en
STATS3, respectivamente, con respecto a células de control no tratadas. Cuando esta presente, “N.D.” indica no
determinado.

Tabla 22

Inhibicién de niveles de ARNm de STAT3 por sARNds

Cambio en porcentaje de la expresion de ARNm STAT3 en células A549 por compuestos antisentido ddplex

Concentracion de oligonucledtidos

Isis # SEQ ID NO 12.5 nM 25 nM 50 nM 100 nM 200 nM 400 nM
330249 400 -64 -70 -80 -83 -87 -81
106734 45 -5 -5 -40 -56 -67 =77
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330247 401 +11 -19 -15 -16 -20 -48
113176 115 +8 +17 +6 0 -22 -34
129698 402 N.D N.D. +41 +42 +1 +22
Ejemplo 18

Inhibidor de crecimiento tumoral en modelos de ratén LNCaP de carcinoma de prostata

El modelo murinico LNCaP de carcinoma de préstata humano es descrito en Kiyama et al., Cancer Res. 63:3575-
3584, 2003. En resumen, se cultivaron células de carcinoma prostatico humano LNCaP y se mantuvieron en medio
RPMI (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) suplementadas con suero bovino fetal al 5% activado por calor.
Aproximadamente 1 X 10° células de LNCaP fueron inoculadas subcutaneamente con 0.1 ml de Matrigel (Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) en la regiéon de flanco de ratones lampifios atimicos machos de 6 - 8
semanas de edad (Harlan Sprague Dawley, Inc., Indianapolis, IN) a través de una aguja calibre 27 bajo anestesia
con metoxifluorano. Los ratones portadores de tumor entre 300 y 500 mm?® en volumen fueron castrados a través de
metodologia escrotal y asignados aleatoriamente a tratamiento con 10 mg/kg de antisentido humana ISIS 113176
(SEQ ID NO: 115) u oligonucledtido de STAT3 de control no coincidente humano ISIS 129987 (SEQ ID NO: 404)
por via intraperitoneal cinco veces por semana para la primera semana seguida por tres veces por semana
posteriormente. El tratamiento comenzo un dia después de la castracion. Los volumenes tumorales y las mediciones
de antigeno especifico para prostata (PSA) en suero fueron llevados a cabo una vez a la semana. Los volimenes
tumorales fueron calculados por la formula L X W X H X 0.5236 (Gleave et al., Cancer Res. 51:1598-1605, 1992).
Las muestras de sangre fueron obtenidas de incisiones de la vena de la cola de los ratones, y los niveles de PSA en
suero fueron determinados mediante un kit de inmunoensayo enzimético con un limite inferior de sensibilidad de 0.2
mg/litro (Abbott IMX, Montreal, Quebec, Canada) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

La ISIS 113176 suprimi6 la induccién de niveles de PSA en suero y crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto
LNCaP en ratones lampifios castrados. El tratamiento similar de los ratones con el oligonucleotido de control no
coincidente ISIS 129987 no tuvo efecto. Los efectos mediados por el oligonucleétido antisentido STAT3 sobre PCA'y
el volumen tumoral fueron significativamente diferentes del oligonucledtido no coincidente ISIS 129987 o con
controles tratados con solucién salina (prueba t de Student, p<0.50). Los efectos del tratamiento fueron demostrados
al final del periodo observacion. (10 semanas después de la castracion).

Para direccionar la toxicidad especifica del objetivo potencial de esta metodologia, se trataron ratones normales por
via subcutanea con un oligonucleétido antisentido de STAT3 murinico optimizado (hasta 50 mg/kg tres veces a la
semana durante 2 semanas) y se evaluaron los efectos farmacodindmicos y toxicoldgicos en la sangre, higado y
médula ésea. El tratamiento con oligonucleétido antisentido de STAT3 dio como resultado una reduccion del 85% en
ARNm en higado y una inhibicion significativa de la proteina de STAT3 en la subpoblacion premonocitica de la
médula 6sea. No se observaron cambios manifiestos en los recuentos en sangre entera, histologia de higado o
subpoblaciones en médula ésea en animales tratados con oligonucleétido antisentido de STAT3. La expresion en
higado y médula 6sea de STAT3 fue reducida significativamente por tratamiento con el oligonucleétido antisentido
de STAT3. Asi, los oligonucleétidos antisentido para STAT3 representan una oportunidad terapéutica para el
tratamiento de cancer de préstata.

Ejemplo 19
Inhibicién antisentido de STAT3 humana en hepatocitos humanos primarios: respuesta a la dosis

En una realizacion adicional, los oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 humana fueron seleccionados
para estudios de respuesta a la dosis en hepatocitos humanos primarios. Los hepatocitos humanos primarios fueron
adquiridos de InVitro Technologies (Baltimore, MD). Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos (Falcon-
Primaria, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de 50,000 células/pozo en un medio de DMEM con alta
glucosa suplementado con suero de bovino fetal al 10%, 100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina (medio y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células se dejaron adherir
durante la noche, y fueron tratadas con oligonucleoétidos antisentido al dia siguiente.

Los oligonucleétidos antisentido probados en este ensayo fueron ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS
345778, ISIS 345781, ISIS 345794, ISIS 345815 e ISIS 345823. Las células fueron tratadas con 5, 10, 25, 50 y 150
nM de oligonucledtidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una concentracion de 3 pg /mL de
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucledtido. Las células no tratadas sirvieron como control contra el cual fueron
normalizados los datos. Después de 4 horas, el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas
durante 20 horas adicionales. EI ARN fue aislado y se midieron los niveles de ARNm de STAT3 por PCR en tiempo
real, utilizando PPS199, como se describié aqui. Los datos fueron obtenidos en triplicado y promediados. Los
resultados se muestran en la Tabla 23 como porcentaje de expresion de ARNm con respecto al control no tratado.
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Para cada oligonucledtido antisentido probado, se muestran en la Tabla 24 la IC50, la concentracion de
oligonucleétido antisentido a la cual se inhibe la expresion de ARNm de STAT3 en un 50%.

Tabla 23

Inhibicion de la expresion de ARNm de STAT3 humana en hepatocitos humanos primarios

% de control
Tratamiento EgQ ID | Dosis (M) IC50 (nM)

5 10 25 50 150
113196 135 88 80 73 33 28 36
337332 246 84 74 74 55 31 53
337333 247 72 81 90 49 31 51
345778 326 81 79 58 80 31 84
345781 329 72 89 61 77 35 82
345794 342 51 29 13 7 2 4
345815 363 67 80 86 50 29 49
345823 370 120 129 65 40 16 37

Tabla 24

IC50 para inhibicion con antisentido de STAT3
Tratamiento SEQ ID NO ICs0 (NM)
113196 135 36
337332 246 53
337333 247 51
345778 326 84
345781 329 82
345794 342 4
345815 363 49
345823 370 37

Como se muestra en la Tabla 23, las ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 345794, e ISIS 345823 redujeron los niveles
de ARNm de STAT3 humano en hepatocitos humanos primarios de una forma dependiente de la dosis. Como se
muestra en la Tabla 24, ISIS 345794 exhibe la IC50 mas baja.

Se muestran en la Tabla 25 niveles de expresion de STAT1 en las células descritas anteriormente. Los niveles de
expresion de STAT1 fueron medidos por PCR en tiempo real utilizando cebadores y sondas disefiados por métodos
de rutina en la técnica y descritos aqui (por ejemplo, Primer Express®, Applied Biosystems, Foster City, CA).

Tabla 25

Expresion de ARNm de STAT1 humana en hepatocitos humanos primarios tratados con
oligonucledtidos antisentido que apuntan a STAT3

% de control

SEQ ID | Dosis de oligonucleétido antisentido de STAT3 (nM)

NO 5 10 25 50 150

Tratamiento

113196 135 113 103 125 108 251
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337332 246 102 102 14 2 136 349
337333 247 80 121 87 105 264
345778 326 92 190 187 16 8 582
345781 329 149 122 134 169 406
345794 342 232 138 190 212 438
345815 363 158 117 187 187 272
345823 370 119 110 85 187 305

Como se muestra en la Tabla 25, los nucledtidos antisentido direccionados a STAT3 no causaron una inhibicion
sustancial o dependiente de la dosis de la expresion de STAT1. Un analisis con herramientas de busqueda de
alineamiento local basico (BLAST), una técnica de andlisis genético conocida en el arte, de I1SIS 345794 revelo que
no habia homologias con moléculas de &cido nucleicos diferentes a STAT3.

Ejemplo 20
Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células HepG2: respuesta a la dosis

En una realizacién adicional, se seleccionaron oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 humana para
estudios de respuesta a la dosis en células HepG2.

La linea celular de hepatoblastoma humano HepG2 fue obtenida de la American Type Culture Collection (Manassas,
VA). Las células HepG2 fueron cultivadas de manera rutinaria en Eagle MEM ajustado para contener 1.5 g/L de
bicarbonato de sodio y suplementado con suero bovino fetal al 10%, aminoacidos no esenciales 0.1 mM, y piruvato
de sodio 1 mM (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas de manera rutinaria por
tripsinizacion y dilucion cuando alcanzaron aproximadamente 90% de confluencia. Las placas de cultivo multipozos
fueron preparadas para cultivo celular recubriéndolas con una dilucién 1:100 de colageno de cola de rata tipo 1 (BD
Biosciences, Bedford, MA) en solucion salina regulada con fosfato. Las placas que contenian colageno fueron
incubadas a 37°C durante aproximadamente 1 hora, después de la cual el colageno fue retirado y los pozos fueron
lavados dos veces con solucion salina regulada con fosfato. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos
(Falcon-Primaria #3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de aproximadamente 8,000 células/pozo
para uso en experimentos de transfeccidon de compuestos oligoméricos.

Los oligonucledtidos antisentido probados en este ensayo fueron ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS
345778, ISIS 345781, ISIS 345794, ISIS 345815 e ISIS 345823. Las células fueron tratadas con 5, 10, 25, 50 y 150
nM de oligonucledtido antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una concentracion de 3 pg/mL de
LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucledtido. Células no tratadas sirvieron como control contra el cual se
normalizaron los datos. Después de 4 horas, el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron cultivadas
durante 20 horas adicionales. EI ARN fue aislado y los niveles de ARNm de STAT3 fueron medidos por PCR en
tiempo real utilizando el conjunto de cebador sonda PPS199, descrita aqui. Los datos fueron obtenidos en triplicado
y promediados. Los resultados se muestran en la Tabla 26 como porcentaje de la expresion de ARNm con respecto
al control no tratado. Se muestra también la ICsp, la concentracion del compuesto antisentido a la cual se inhibe en
50% la expresion de ARNm de STATS3.

Tabla 26

Inhibicién de expresion de ARNm de STAT3 humana en células HepG2

% control
Tratamiento | 5o P Dosis (nM) '(ﬁf,f))

1 10 25 50 100 200
113196 135 75 40 26 12 11 12 7
337332 246 73 47 30 13 7 17 9
337333 247 91 47 29 15 15 16 10
345778 326 94 55 26 13 13 24 12
345781 329 66 52 19 7 6 14 11
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345794 342 63 14 5 2 1 0 6
345815 363 52 23 19 11 12 12 5
345823 370 66 65 34 21 13 12 15

Como se muestra en la Tabla 26, las ISIS 113916, ISIS 337333, ISIS 345794, ISIS 345815, e ISIS 345823
produjeron una reduccion dependiente de la dosis en la expresion de ARNm de STAT3 en células HepG2.

Se muestran en la Tabla 27 niveles de expresién de STAT1 en células tratadas con oligonucleétidos antisentido
direccionados a STAT3 descritos anteriormente. Los niveles de ARNm de STATL1 fueron medidos por PCR en
tiempo real utilizando los cebadores y sondas disefiados por métodos rutinarios en el arte y descritos aqui.

Tabla 27

Expresion de ARNm de STAT1 humana en células HepG2 tratadas con oligonucleétidos antisentido
direccionados a STAT3

. SEQ ID (I)goo(;?sn glol\l/l)
Tratamiento | yq 1 10 25 50 100 200
113196 135 87 94 96 101 89 79
337332 246 82 84 96 107 82 30
337333 247 91 87 109 83 87 56
345778 326 112 84 96 99 61 50
345781 329 93 114 135 14 3 93 40
345794 342 115 112 105 77 93 57
345815 363 84 113 112 93 58 61
345823 370 115 115 161 131 115 94

Como se muestra en la Tabla 27 los oligonucleétidos de STAT3 no produjeron una inhibicién sustancial o
dependiente de la dosis de la expresion de STAT1.

Los niveles de proteina de STAT3 fueron medidos también después de la transfeccién de células HepG2 con
oligonucledtidos antisentido. Las células fueron tratados con dosis de 10 nM, 50 nM o 100 nM de oligonucle6tidos
antisentido direccionados a STAT3 y los niveles de proteina de STAT3 fueron medidos por transferencia Western
utilizando un anticuerpo de STAT3 disponible comercialmente (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), el
cual fue detectado utilizando reactivos ECLplus™ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y cuantificado utilizando
el Chemidoc™ EQ System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). La proteina expresada por el gen cuidador G3PDH
fue utilizada para normalizar las diferencias en niveles de proteina entre las muestras. Los datos se muestran en la
Tabla 28, expresados como porcentaje de expresion de proteina con respecto a las células de control no tratadas.

Tabla 28

Inhibicién de la expresion de proteina de STAT3 en células HepG2

% control
Tratamiento EgQ D 1D(§)S'S (M) ) 100
113196 135 100 28 13
337332 246 94 29 12
337333 247 104 23 12
345778 326 66 17 8
345781 329 83 17 7
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Inhibicién de la expresion de proteina de STAT3 en células HepG2

% control
Tratamiento EgQ ID 1D8)5|s (nM) 0 100
345794 342 96 28 19
345815 363 82 32 19
345823 370 99 46 31

Como se muestra en la Tabla 28, el tratamiento con ISIS 113196, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS
345781, ISIS 345794, ISIS 345815, e ISIS 345823 produjeron una reduccion dependiente de la dosis de los niveles
de proteina de STAT3 en células HepG2.

Ejemplo 21
Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células A549: respuesta a la dosis

Se probaron oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 humana en un estudio de respuesta a la dosis en
células A549. Las células fueron tratadas con oligonucleétidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una
concentracion de 3 ug/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucledtido. Las concentraciones de oligonucleétido
se indican en las Tablas 29 y 30. Las células no tratadas sirvieron como control contra el cual se nhormalizaron los
datos. Los niveles de expresién de ARNm de STAT3 fueron medidos en duplicado, utilizando 2 diferentes conjuntos
de cebador sonda, ambos descritos aqui: PPS199 y PPS2033. Los datos utilizando PPS2033 y PPS199 se
muestran en las Tablas 29 y 30, respectivamente, como porcentaje de expresion con respecto a los controles no
tratados.

Tabla 29

Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS2033

% control

Dosis de oligonucledtidos (nM)
Tratamiento SEQ ID NO 9.375 18.75 375 75
106734 45 97 92 46 21
113176 115 91 78 58 27
113196 135 80 71 15 5
337332 246 104 70 21 10
337333 247 93 67 28 10
337348 262 84 73 30 17
345778 326 92 63 17 8
345781 329 97 50 19 8
345785 333 87 68 23 10
345815 363 85 70 35 20
345823 370 91 96 50 33
129690 393 83 88 96 103
129691 410 122 105 109 119
129695 391 79 92 90 102
141923 409 98 106 95 98

Como se muestra en la Tabla 29, todos los oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 humana inhibieron la
expresion en células A459, medidas utilizando PPS2033.
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Tabla 30

Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS199

% de control

Dosis de oligonucledtidos (nM)
Tratamiento SEQ ID NO 9.375 18.75 37.5 75
106734 45 85 62 26 10
113176 115 90 83 51 26
113196 135 97 70 17 8
337332 246 123 81 22 9
337333 247 76 51 14 4
337348 262 109 89 34 14
345778 326 76 36 6 2
345781 329 107 59 21 6
345785 333 79 45 9 2
345815 363 124 83 31 16
345823 370 136 111 70 35
129690 393 130 124 142 151
129691 410 101 126 128 107
129695 391 128 125 136 143
141923 409 88 92 84 76

Como se muestra en la Tabla 30, los oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 humana inhibieron la
expresion en una forma dependiente de la dosis en células A549, medida utilizando PS199.

Se llevo a cabo un experimento adicional de respuesta a la dosis de la misma manera. Utilizando un rango
alternativo de concentraciones de oligonucleétidos antisentido. Los datos utilizando conjuntos cebador sonda
PPS2033 y PPS199 se muestran en la Tablas 31 y 32, respectivamente, como porcentaje de la expresiéon de ARNm
de STAT3 con respecto a las células de control no tratadas.

Tabla 31

Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS2033

% de control

Dosis de oligonucledtidos (nM)
Tratamiento SEQ ID NO 18.75 37.5 75 150
106734 45 87 52 23 11
113176 115 114 68 24 20
113196 135 82 26 10 6
337332 246 88 49 14 7
337333 247 53 25 9 9
337348 262 56 35 10 2
345778 326 59 22 9 7
345781 329 83 39 7 3
345785 333 70 37 15 9
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345815 363 50 27 13 7
345823 370 77 58 23 6
129690 393 102 110 111 103
129691 410 89 87 103 112
129695 391 108 112 121 129
141923 409 88 99 86 78

Los datos en la Tabla 31 demuestran que las concentraciones adicionales probadas también inhibieron la STAT3
humana en una forma dependiente de la dosis.

Tabla 32
Inhibicion antisentido de STAT3 humana en células A549 medida usando PPS199

% de control

Dosis de oligonucleétidos (nM)
Tratamiento SEQ ID NO 18.75 375 75 150
106734 45 85 57 31 16
113176 115 101 64 33 19
113196 135 90 23 12 7
337332 246 76 47 14 5
337333 247 63 32 14 11
337348 262 67 45 13 5
345778 326 60 27 12 11
345781 329 94 50 12 5
345785 333 57 31 14 9
345815 363 44 25 13 7
345823 370 63 65 24 4
129690 393 99 102 116 98
129691 410 72 79 83 88
129695 391 104 105 142 137
141923 409 107 87 96 80

Los datos en la Tabla 32 demuestran que las concentraciones adicionales probadas también inhiben la STAT3
humana en una forma dependiente de la dosis.

Ejemplo 22
Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células Hep3B: respuesta a la dosis
La inhibicién antisentido de STAT3 fue probada en un estudio de respuesta a la dosis en células Hep3B.

La linea celular de hepatoma humano Hep3B (Hep3B2.1-7) se obtiene de la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA). Esta linea celular fue derivada inicialmente de un carcinoma hepatocelular de un
afroamericano masculino de 8 afios de edad. Las células eran epiteliales en morfologia y tumorigénicas en ratones
lampifios. Las células Hep3B fueron cultivadas de manera rutinaria en Minimum Essential Medium (MEM) con
solucién salina balanceada de Earle, L-glutamina 2 mM, 1.5 g/l de bicarbonato de sodio, aminoacidos no esenciales
0.1 mM, piruvato de sodio 1.0 mM (ATCC #20-2003, Manassas, VA) y con suero bovino fetal al 10% inactivado por
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calor (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células se pasan de manera rutinaria por tripsinizacion y
dilucion cuando alcanzan el 90% de confluencia.

Las células fueron tratadas con los oligonucledtidos antisentido ISIS 129688, ISIS 113196, ISIS 337333, ISIS
345794, ISIS 345815, o el oligonucledtido de control ISIS 129688 (TTCGCGGCTGGACGATTCAG, incorporado aqui
como SEQ ID NO: 411), mezclado cada uno con LIPOFECTIN™, a una concentracion de 3 pg/mL de
LIPOFECTINT™ por 100 nM de oligonucledtido. La ISIS 129688, la cual no apunta a STAT3 es un "oligdmero con
brecha" de 20 nucledtidos que consiste de diez 2’-desoxinucleétidos flanqueados en ambos lados (direcciones 5’ y
3’) por “alas” de cinco nucleétidos compuestas de 2’-O-metoxietilo (2'-MOE) nucleétidos. La ISIS 129688 tenia un
esqueleto fosforotioato a lo largo del oligonucleoétido, y todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Las concentraciones de oligonucledtidos fueron 6.25 nM, 25 nM, 50 nM, y 100 nM. Las células no tratadas sirvieron
como el control contra el cual fueron normalizadas. Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 fueron medidos en
duplicado por PCR en tiempo real, como se describe aqui, usando PPS2033. Los datos se muestran en la Tabla 33
como porcentaje de expresion con respecto a los controles no tratados.

Tabla 33

Inhibicién de la expresion de STAT3 en células Hep3B: respuesta a la dosis

% de control
Tratamiento SEQ ID NO Dosis (nM)

100 50 25 6.25
113196 135 57 24 17 98
337333 247 50 35 25 23
345794 342 94 77 125 112
345815 363 74 99 89 104
129688 411 82 27 13 92

Como se muestra en la Tabla 33, el tratamiento con las ISIS 113926, ISIS 337333, ISIS 345815 o ISIS 345815
produjo una reduccion dependiente de la dosis en la expresion de ARNm de STAT3 en células Hep3B. La ISIS
345794 redujo la expresion de ARNm de STATS3 en la dosis de 50 nM en células Hep3B.

Ejemplo 23
Inhibicién antisentido de STAT3 humana en células THLE-2: respuesta a la dosis
La inhibicidn antisentido de STAT3 fue probada en un estudio de respuesta a la dosis en células THLE-2.

La linea celular epitelial de higado transformada por SV-40 THLE-2 fue obtenida del American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA) y cultivada de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Las células fueron
sembradas a una densidad de aproximadamente 10,000 células por pozo en placas de 96 pozos para uso en
experimentos de transfeccion con oligonucleétidos.

Las células fueron tratadas con los oligonucledtidos antisentido ISIS 129688, ISIS 113196, ISIS 337333, ISIS
345794, ISIS 345815, o con el oligonucledtido de control ISIS 129688, mezclados cada uno con LIPOFECTIN™, a
una concentracion de 3 pg/mL de LIPOFECTINT™ por 100 nM de oligonucledtido. Las concentraciones de
oligonucledtidos fueron 6.25 nM, 25 nM, 50 nM, y 100 nM. Las células no tratadas sirvieron como el control contra el
cual fueron normalizados los datos. Los niveles de expresion de ARNm de STAT3 fueron medidos en duplicado por
PCR en tiempo real, como se describe aqui, usando PPS2033. Los datos se muestran en la Tabla 34como
porcentaje de expresion con respecto a los controles no tratados.

Tabla 34

Inhibicién de la expresion de STAT3 en células THLE-2: respuesta a la dosis

% de control
Tratamiento SEQ ID NO Dosis (nM)

100 50 25 6.25
113196 135 93 13 6 5
337333 247 117 30 14 11
345794 342 111 32 16 21
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Inhibicién de la expresion de STAT3 en células THLE-2: respuesta a la dosis

% de control
Tratamiento SEQ ID NO Dosis (nM)

100 50 25 6.25
345815 363 104 31 16 12
129688 411 93 95 83 72

Como se muestra en la Tabla 34, el tratamiento con ISIS 113926, ISIS 337333, o ISIS 345815 produjo una reduccion
dependiente de la dosis en la expresion de RNAm de STAT3 en células THLE-2. La ISIS 354794 también redujo la
expresion de ARNm de STAT3 en células THLE-2.

Ejemplo 24
Disefio y seleccion de sARNds direccionada a STAT3 humana

En una realizaciéon adicional, una serie de diplex de &acido nucleico fue disefiada para direccionar a ARNm de
STAT3 (numero de acceso GenBank® NM_139276.2, incorporada aqui como SEQ ID NO: 412) y se muestra en la
Tabla 35. Todos los compuestos en la Tabla 35 son oligorribonucle6tidos de 19 nucledtidos de longitud con enlaces
fosfodiéster internucledsido (esqueletos) a lo largo del mismo. Los compuestos fueron preparados para tener
extremos cerrados. La Tabla 35 muestra la cadena antisentido del ARNds y la cadena en sentido es sintetizada
como complemento de la cadena antisentido. Estas secuencias demuestran contener uracilo (U) pero una persona
experimentada en la técnica apreciara que el uracilo (U) es reemplazado en general por timina (T) en la secuencia
de ADN. "Sitio objetivo" indica el primer numero de nucleétido (mas cercano a 5’) sobre la secuencia objetivo
particular al cual se enlaza el compuesto.

Los compuestos de la Tabla 35 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre el ARNm de STAT3 en células A549.
Los controles de ARNds que no direccionan a STAT3 humana incluyen el duaplex de ISIS 335449
(UUUGUCUCUGGUCCUUACUU; incorporada aqui como SEQ ID NO: 413) y su complemento, y el duplex de ISIS
359661 (UUAUCGCUUCUCGUUGCUU; incorporada aqui como SEQ ID NO: 414) y su complemento. La ISIS
335449 es un oligorribonucledtido de 20 nucleétidos de longitud con enlaces fosfodiéster internucledsido
(esqueletos) a lo largo del compuesto. La ISIS 359661 es un oligorribonucledtido de 19 nucledétidos de longitud con
enlaces fosfodiéster internucledsido (esqueletos) a lo largo del compuesto. Tanto la ISIS 335449 y la ISIS 359661 y
sus complementos fueron preparados con extremos cerrados. La ISIS 129700 (TAGTGCGGACCTACCCACGA,
incorporada aqui como SEQ ID NO: 415), la cual no direcciona a STAT3, fue utilizada como oligonuclettido de
cadena sencilla de control. La ISIS 129700 es un oligonucleétidos ("oligbmero con brecha") quimérico de 20
nucleotidos de longitud, compuesto de una region “brecha” central consistente de diez 2’-desoxinucledétidos, la cual
esta flanqueada en los extremos 5 y 3’ por “alas” de cinco nucledtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-
metoxietilo (2’-MOE) nucledtidos. Los enlaces internucledsido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del
oligonucleétido. Todas las citidinas son 5-metilcitidinas.

Las células A549 fueron tratadas con 150 nM de compuestos ARNds mezclados con 15 g/mL de LIPOFECTIN™
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) o 150 nM de oligonucleétidos de cadena sencilla mezclados con 15
g/mL de LIPOFECTIN™ durante un periodo de 4 horas seguido por 20 horas de cultivo en medio de cultivo normal.

La expresion de ARNm de STAT3 humana fue medida como se describié aqui en otros ejemplos, usando PPS2033.
Los resultados fueron normalizados con respecto a células de control no tratadas, las cuales no fueron tratadas con
los compuestos de ARNds o con los oligonucledtidos de cadena sencilla. Los datos son el promedio de 2
experimentos y se presentan en la Tabla 35.

Tabla 35

Inhibicién de ARNm de STAT3 humana por sARNds en células A549

Isis# | Region gltznj(gtivo (?ti)tjigtivo Secuencia hibicion | 1D No
36195 8 | Codificacion | 412 520 CCAUUGGCUUCUCAAGAUA 0 416
361959 | Codificacion | 412 892 GCCCCGCCAGCUCACUCAC 33 417
36196 0 | Codificacion | 412 925 GAGUUUUCUGCACGUACUC 36 418
36196 1 | Codificacion | 412 1075 CCAGUUUCUUAAUUUGUUG 21 419
36196 2 | Codificacion | 412 1096 AAACUUUUUGCUGCAACUC 66 420
36196 3 | Codificacion | 412 1171 UUAAGUUUCUAAACAGCUC 87 421
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Inhibicién de ARNm de STAT3 humana por sARNdSs en células A549

Isis# | Region gij(gtivo (?li)tjigtivo Secuencia hibicion | b RO
36196 4 | Codificacion | 412 1314 AAUUUUAAGCUGAUAAUUC 66 422
36196 5 | Codificacion | 412 1337 GAGUCUUUGUCAAUGCACA 63 423
36196 6 | Codificacion | 412 1424 UUGUUGGAUUCUUCCAUGU 59 424
36196 7 | Codificacion | 412 1593 GUGGGUCUCUAGGUCAAUC 38 425
36196 8 | Codificacion | 412 1605 AACUGGCAAGGAGUGGGUC 30 426
36196 9 | Codificacion | 412 1843 CUGAAUAAUUCACACCAGG 33 427
36197 0 | Codificacion | 412 1867 AUUUAGCCCAUGUGAUCUG 58 428
36197 1 | Codificacion | 412 1877 UCUUUGCAAAAUUUAGCCC 52 429
36197 2 | Caodificacion | 412 1888 CAGCCAUGUUUUCUUUGCA 24 430
36197 3 | Codificacion | 412 1934 AGGUCAAUGAUAUUGUCCA 45 431
36197 4 | Codificacion | 412 1944 CUUUUUCACAAGGUCAAUG 53 432
36197 5 | Codificacion | 412 1954 CCAGGAUGUACUUUUUCAC 39 433
36197 6 | Codificacion | 412 2057 UCACUGAAUCUUAGCAGGA 20 434
361977 | 3'UTR 412 2681 AAAGAUAGCAGAAGUAGGA 83 435
361978 | 3'UTR 412 3010 UUUGGAUGUCAGCAAGGUU 76 436
361979 | 3'UTR 412 3075 CCCUUUAAUUGUUAUUAUU 0 437
361980 | 3'UTR 412 3501 GGGAUUAUAUAAAUUACCA 25 438
361981 | 3'UTR 412 3625 AAAUAAGUCUAUUUAUAAA 11 439
361982 | 3'UTR 412 3645 GGCCAAUACAUUACAAAGG 42 440
36198 3 | 3'UTR 412 4010 UAUCACCAAGAAACUGGCU 42 441
361984 | 3'UTR 412 4080 GACUCAAGUUUAUCAGUAA 0 442
361985 | 3'UTR 412 4330 AAUUCCACAGAAACUCUGA 47 443
361986 | 3'UTR 412 4350 UAAUUUGAUUUAACAAACA 21 444
361987 | 3'UTR 412 4480 UAUGUACUGAAGAGUGUUG 62 445
361988 | 3'UTR 412 4520 UCUCACCUUUCUAAAUAUU 44 446
361989 | 3'UTR 412 4630 AAGACCAGAUACAUGCUAC 69 447
361990 | 3'UTR 412 4650 CUUUUGCUACAAUCAGAGU 38 448
361991 | 3'UTR 412 4790 CCACCUUAUAGGUAGGUAA 38 449
361992 | 3'UTR 412 4840 GAAGUACACAUUGGAAUUU 53 450
36199 3 | 3'UTR 412 4930 UGGAAGUUAAAGUAGAUAC 57 451
361994 | 3’UTR 412 4956 UACGGUUCCUAUAUAACGU 45 452

Estos datos demuestran que los sARNdSs direccionados a STAT3 humana reducen la expresién de ARNm en células
A549. Los sARNds que comprende las cadenas antisentido de SEQ ID NOs 417, 418, 420, 421, 422, 423, 424, 425,
426, 427, 428, 429, 431, 432, 433, 435, 436, 440, 441, 443, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451 y 452 y sus
complementos demostraron al menos una inhibicién del 30% de STAT3 en este ensayo.
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Ejemplo 25
Apoptosis en lineas celulares de carcinoma de pulmén después de inhibicion con antisentido de STAT3 humana

Los oligonucledtidos antisentido direccionados hacia STAT3 humana fueron probados en cuanto a sus efectos sobre
la apoptosis en células A549 y H460, las dos lineas celulares de carcinoma de pulmén.

Las células A549 fueron obtenidas y cultivadas como se describié aqui. La linea celular de carcinoma de pulmén H-
460 fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA) y cultivadas en medio RPMI
suplementado con suero bovino fetal al 10%, 100 unidades/mL de penicilina y 100 pug/mL de estreptomicina (medios
y suplementos de Invitrogen Life Technologies, Carlshad, CA). Ambos tipos fueron sembrados a una densidad de
10,000 células por pozo en placas de 96 pozos.

Las células fueron tratadas con oligonucleétidos antisentido mezclados con LIPOFECTIN™, a una concentracion de
3 ug/mL de LIPOFECTIN™ por 100 nM de oligonucleétido. Las concentraciones de oligonucleétido fueron 10, 20, 40
y 80 nM. La ISIS 29848 (NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN, donde N = A, T, C 0 G; SEQ ID NO: 453) es una
secuencia aleatoria y fue utilizada como control negativo. Las células no tratadas sirvieron como control contra el
cual fueron normalizados los datos. Las células fueron transfectadas con oligonucleotidos antisentido y los niveles
de ARNm de STAT3 fueron medidos 24 horas después del tratamiento mediante PCR en tiempo real usando
PP2033.

Para evaluar los efectos de la inhibicion antisentido de STAT3 sobre la apoptosis, se llevo a cabo un ensayo de
caspasa 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleétido antisentido. La actividad de la caspasa 3 fue
evaluada con un ensayo fluorométrico HTS Caspasa-3 (Catadlogo #HTS02; EMD Biosciences, San Diego, CA) que
detecta la escisién después de residuos de aspartato en la secuencia de péptidos DEVD. El sustrato DEVD es
marcado con una molécula fluorescente, la cual exhibe un desplazamiento de azul a verde en fluorescencia tras la
escisién con caspasa-3. La caspasa-3 activa en las células tratadas con el compuesto oligomérico fue medida
mediante este ensayo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después del tratamiento con oligonucleétido
antisentido, se agregaron 50 mL de regulador de prueba que contenian ditiotreitol 10 M a cada pozo, seguido por la
adicion de 20 L del conjugado del sustrato fluorescente de caspasa-3. La fluorescencia en los pozos fue detectada
inmediatamente (excitacion/emision 400/505 nm) utilizando un lector de placas fluorescentes (SpectraMAX™
GeminiXS™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La placa fue cubierta e incubada a 37°C durante 3 horas
adicionales, después de lo cual se midié de nuevo la fluorescencia (excitacion/emision, 400/505 nm). El valor en
tiempo cero fue sustraido de la medicién obtenida a las 3 horas. La medicién obtenida de las células de control no
tratada fue designada como 100% de actividad. La actividad de la caspasa-3 en células tratadas con los compuestos
oligoméricos fue normalizada con respecto a la de las células de control no tratadas. Los valores de actividad de
caspasa por encima o por debajo de 100% fueron considerados como indicativos de que el compuesto tiene la
habilidad de estimular o inhibir la actividad de la caspasa, respectivamente.

La apoptosis también fue evaluada detectando la escision de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) en células
A549 y H460, las cuales fueron sembradas a 250,000 células por pozo en 6 pozos tratados con 150 nM de
oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 humana. La proteina fue aislada 48 horas después del
tratamiento con oligonucle6tido y sometida a analisis por transferencia Western. Se detecto PARP con un anticuerpo
comercialmente disponible (Cell Signaling, Beverly, MA), seguido por deteccion con ECLplus™ (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). La sefial fue detectada con un Chemidoc™ EQ System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). Se cuantificaron tanto el PARP como de longitud completa como el PARP escindido.

La apoptosis fue evaluada adicionalmente por la medicién de la hipodiploidia en células A549 y H460, las cuales
fueron sembradas a 50,000 células por pozo en placas de 24 pozos y tratadas con 20, 80 y 150 nM de
oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 humana. La ISIS 226844 (GCCCTCCATGCTGGCACAGG, SEQ
ID NO: 454) no direcciona a STAT3 vy fue utlizada como control negativo. La ISIS 183891
(CCGAGCTCTCTTATCAACAG, SEQ ID NO: 455) es direccionada hacia la inhibicién similar quinesina 1 de lo cual
resulta una detencion en el ciclo celular, y se utiliz6 como control positivo una dosis de 100 nM. Las células fueron
recolectadas 48 horas después del tratamiento y se usaron procedimientos de rutina para preparar células para
andlisis por citometria de flujo. Las células fueron sometidas a tincién con yoduro de propidio para generar un perfilo
de ciclo celular utilizando un citémetro de flujo. El perfilo de ciclo celular fue analizado con el programa ModFit
(Verity Software House, Inc., Topsham ME). La fragmentacién de ADN nuclear es un hito de la apoptosis y un
produce un incremento en células con un contenido de ADN hipodiploide, las cuales se categorizan como “subG1”.
Un incremento en células en la fase G1 es indicativo de una detencion del ciclo celular antes de la entrada en la fase
S; un incremento en células en la fase S es indicativo de la detencion del ciclo celular durante la sintesis de ADN; y
un incremento en células en la fase G2/M es indicativo de detencion del ciclo celular justo antes o durante la mitosis.
Las células aneuploide (A) tienen un contenido de ADN superior a las de las células diploides. Los perfiles del ciclo
celular de las células tratadas con compuestos oligoméricos fueron normalizados con respecto a los de las células
de control no tratadas. Los valores por encima o por debajo de 100% fueron considerados como indicativos de un
incremento o disminucion, respectivamente, en la proporcion de células que tienen un contenido de ADN de la etapa
del ciclo celular indicada.
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Los datos de estos ensayos en células A549 se muestran en las siguientes Tablas. Los niveles de ARNm de STAT3
en células A549 se muestran en la Tabla 36 como porcentaje de la expresién de ARNm con relacion a células de
control no tratadas. La actividad de caspasa-3 a 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleétidos se
presenta en la Tabla 37 como porcentaje de las células de control no tratadas. La cuantificacion de PARP se
muestra en la Tabla 38 como un porcentaje con respecto a las células de control no tratadas. Los perfiles de ADN se
muestran en la Tabla 39, como porcentaje en cada fase del ciclo celular.

Tabla 36
Inhibicion antisentido de STAT3 en células A549
% de control
Dosis de oligonucledtidos (nM)
ISIS # SEQ ID NO 10 20 40 80
106707 58 37 40 27 26
113176 115 42 35 21 16
113196 135 2 1 1 2
337332 246 24 3 5 18
337333 247 17 16 16 17
337348 262 44 19 10 12
345778 326 8 12 9 14
345781 329 6 1 2 8
345785 333 7 4 4 9
29848 453 76 75 71 70
129987 404 62 58 49 41
Tabla 37

Actividad de caspasa-3 después de inhibicién antisentido de STAT3 en células A549

Actividad de caspasa-3, % de control 24 Actividad de caspasa-3, % de control 48

horas horas
ISIS # Dosis de oligonucledtidos (nM) Dosis de oligonucleétidos (nM)

10 20 40 80 10 20 40 80
106707 | 54 60 70 64 67 73 83 71
113176 | 77 87 88 83 56 38 124 125
113196 | 76 108 97 93 165 506 674 597
337332 | 155 243 195 208 494 1782 1608 766
337333 | 52 70 63 102 118 121 147 200
337348 | 39 51 72 66 73 82 2167 2649
345778 | 31 34 45 70 146 134 124 207
345781 | 220 258 240 279 1917 2766 3434 3428
345785 | 69 84 90 97 516 889 1307 1364
226844 | 86 81 78 75 153 400 2114 843
29848 72 70 85 68 16 18 8 14
129987 | 58 52 66 66 67 61 53 61
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Tabla 38

PARP de longitud completa y escindido después de inhibicién antisentido de STAT3 en células A549

PARP % de control
ISIS # Longitud completa Escindida
106707 89 104
113176 87 97
113196 8 2171
337332 6 2532
337333 11 1828
337348 16 975
345778 7 665
345781 2 823
345785 1 313
29848 84 127
129987 106 119

TABLA 39

Perfiles de ADN después de inhibicion antisentido de STAT3 en células A549

Perfiles ADN % de células por perfil

Tratamiento | Concentracion oligonucleétido (nM) Sub G1 Gl G1/S G2/M A
uTC Ninguno 0 51 29 20 13
uTC Ninguno 0 49 32 19 14
20 0 51 30 19 15
106707 80 0 53 28 18 17
150 0 55 26 20 17
20 0 54 28 18 16
113176 80 0 54 29 17 16
150 5 53 29 18 15
20 3 50 28 22 12
113196 80 34 67 21 13 7
150 32 63 23 14 4
20 10 47 29 24 10
337332 80 39 67 18 16 3
150 42 69 18 13 5
20 0 52 29 20 12
337333 80 22 56 30 14 7
150 20 57 25 18 8
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Perfiles de ADN después de inhibicion antisentido de STAT3 en células A549
Perfiles ADN % de células por perfil
Tratamiento | Concentracion oligonucleétido (nM) Sub G1 G1 G1/S G2/M A
20 0 54 28 19 16
337348 80 1 51 30 19 16
150 27 53 24 23 12
20 1 51 26 23 14
345778 80 25 63 21 16 5
150 30 60 24 16 5
20 20 47 28 25 13
345781 80 43 62 27 11 5
150 39 61 30 9 5
20 3 50 27 23 14
345785 80 33 61 18 21 8
150 32 59 23 18 7
20 0 52 30 18 16
29848 80 0 52 30 17 15
150 2 58 22 20 12
20 0 52 29 19 15
129987 80 0 49 31 20 16
150 0 54 28 18 16
183891 100 2 7 7 86 11

Es evidente a partir de estos datos que la inhibicién antisentido de STAT3 dio como resultado la apoptosis en células
A549, medida por 3 ensayos diferentes. Como ejemplo, el tratamiento con ISIS 345781 a 20 nM, el cual inhibio la
expresion de ARNm de STAT3 tanto como en 99% (Tabla 36), e increment6 dramaticamente la actividad de la
caspasa-3 a 48 horas hasta un nivel de aproximadamente 30 veces mayor (Tabla 37) que el observado con el
control no tratado. Adicionalmente, el PARP de longitud completa fue reducido a 2% del control, y el PARP escindido
fue aproximadamente 8 veces el del control (Tabla 38). Adicionalmente, la poblacién subG1 de las células tratadas
con ISIS 345781 fue aproximadamente 20 veces mayor que el control (Tabla 39), indicando que ocurrié
fragmentacion del ADN. En general, la distribucion de las células en otras fases del ciclo celular, subG1, G1, G1/Sy
G2/M, no cambio marcadamente. La ISIS 337332 produjo un incremento en la poblacién de G1 en las dosis de 80 y
150 nM, lo cual es indicativo de una detencion del ciclo celular G1. Juntos, estos datos demuestran claramente que
la inhibicién antisentido de STAT3 por ISIS 345781 induce la apoptosis en células A549. Otros tratamientos con
oligonucledtidos antisentido causaron de la misma manera un descenso en la expresion de STAT3 concomitante con
una induccion de la apoptosis.

Los datos a partir de los ensayos PCR en tiempo real, caspasa-3, PARP y perfilo de ADN en células H-460 se
muestran en las siguientes tablas. Los niveles de ARNm de STAT3 en células H-460 se muestran en la Tabla 40
como porcentaje de la expresion de ARNm con respecto a células de control no tratadas. La actividad de caspasa-3
a 24 y 48 horas después del tratamiento con oligonucleétidos se presente en la Tabla 41 como porcentaje de células
de control no tratadas. La cuantificacion de PARP se muestra en la Tabla 42 como porcentaje con respecto a las
células de control no tratadas. Los perfiles de ADN se muestran en la Tabla 43 como porcentaje en cada fase del
ciclo celular.
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Tabla 40

Inhibicién antisentido de STAT3 en células H-460

% de control

Dosis de oligonucledtidos (nM)

ISIS # SEQ IDE NO 10 20 40 80
106707 58 49 49 33 30
113176 115 52 50 22 17
113196 135 12 4 4 6

337332 246 21 18 12 15
337333 247 26 20 14 22
337348 262 41 25 16 12

Inhibicion antisentido de STAT3 en células H-460

% de control

Dosis de oligonucleétidos (nM)

345778 326 11 7 8 9
345781 329 13 6 5 9
345785 333 15 8 7 15
29848 453 85 83 85 68
129987 404 53 61 65 48
Tabla 41

Actividad de caspasa-3 después de inhibicién antisentido de STAT3 en células H-460

Actividad de caspasa-3, % control 24 Actividad de caspasa-3, % control 48

horas horas
ISIS # Dosis de oligonucledtidos (nM) Dosis de oligonucledtidos (nM)

10 20 40 80 10 20 40 80
106707 | 83 81 70 83 37 24 27 57
113176 | 97 85 80 143 37 44 121 235
113196 | 241 291 285 264 101 130 163 140
337332 | 132 416 431 487 205 364 399 393
337333 | 84 84 88 87 93 113 111 116
337348 | 55 54 71 125 58 62 297 440
345778 | 65 83 91 119 111 125 139 170
345781 | 218 361 426 493 509 586 630 654
345785 | 76 84 112 154 210 237 279 313
226844 | 84 78 128 138 81 89 293 269
29848 112 86 90 92 59 41 46 55
129987 | 98 93 76 96 85 67 75 87
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Tabla 42

Escision de PARP después de inhibicién antisentido de STAT3 en células H-460

PARP % de control
ISIS # Longitud completa Escindida
106707 188 146
113176 144 112
113196 14 47
337332 29 97
337333 36 120
337348 74 247
345778 30 100
345781 4 13
345785 43 143
29848 129 100
129987 165 128

Tabla 43

Perfiles de ADN después de inhibicion antisentido de STAT3 en células H-460

Perfiles ADN % de células por perfil

Tratamiento | Concentracion de oligonucledtidos (Nm) | Sub G1 G1 G1/S G2/M A
uTC Ninguno 2 52 31 17 16
uTC Ninguno 1 50 33 18 17
20 2 50 32 18 20
106707 80 1 51 32 17 19
150 2 52 30 18 20
20 2 50 33 18 21
113176 80 8 47 35 17 19
150 18 49 24 27 13
20 11 42 41 17 16
113196 80 32 46 39 15 9
150 27 47 37 16 11
20 13 44 40 16 15
337332 80 28 41 45 15 7
150 28 43 45 13 7
20 7 42 40 17 18
337333 80 15 43 40 17 14
150 14 43 41 15 14
337348 20 2 56 27 16 23

88




10

15

20

ES 2521599 T3

Perfiles de ADN después de inhibicién antisentido de STAT3 en células H-460
Perfiles ADN % de células por perfil
Tratamiento | Concentracion de oligonucleétidos (Nm) | Sub G1 G1 Gl/s G2/M A
80 11 46 38 16 19
150 7 47 37 16 19
20 22 49 35 16 12
345778 80 20 48 36 15 11
150 13 44 40 15 17
20 25 41 39 20 10
345781 80 26 43 39 18 8
150 8 48 38 15 18
20 22 47 39 14 10
345785 80 20 48 37 15 15
150 2 49 34 17 19
20 3 47 35 19 18
29848 80 10 41 41 17 15
150 2 49 33 19 20
20 2 50 32 18 21
129987 80 2 49 32 19 19
150 16 17 44 39 16
183891 100 2 52 31 17 16

La inhibicién antisentido de STAT3 en células H-460 indujo la apoptosis. Por ejemplo, el tratamiento con 20 nm de
ISIS 345785 inhibi6 la expresion de STAT3 en aproximadamente 92% (Tabla 40). Esta reduccion en la expresién
objetivo fue acompafiada por un incremento de aproximadamente 2.4 veces en la actividad de caspasa-3 (Tabla 41),
con respecto al control no tratado. EI PARP de longitud completa fue reducida a 43% del control, mientras que el
PARP escindido se incremento a 143% del control (Tabla 42). Ademas, la hipodiploidia en células tratadas con 20
nM de ISIS 345785 fue incrementada aproximadamente 4 veces con respecto a las células de control (Tabla 43).
Asi, la inhibicién antisentido de STAT3 por ISIS 3456785 en células H-460 dio como resultado la induccién de
apoptosis. Otros tratamientos de oligonucledtidos antisentido causaron de la misma manera un descenso en la
expresion de STAT3 concomitante con una induccién de apoptosis.

Ademas de inducir la apoptosis, la inhibicion antisentido de STAT3 por ISIS 113176 dio como resultado una
detencion de la fase S, indicando que se bloqued la replicacion de ADN.

Ejemplo 26
Inhibicién de STAT3 y crecimiento tumoral in vivo en un modelo de ALCL

Ratones transgénicos NPM-ALK desarrollaron espontaneamente linfomas de células T y tumores de células
plasmaticas (Chiarle et al., Blood, 2003, 101, 1919-1927). Asi, se utilizan como modelos in vivo de linfoma de células
grandes anaplasticas (ALCL) y mieloma mudltiple, estando los dos asociados con la activacion de STATS3.
Adicionalmente, cuando las células de los linfomas de células T y tumores de células de plasmas son inyectadas en
ratones receptores, se desarrollan tumores subcutaneos en los ratones receptores. Los linfomas de células T y
tumores de células de plasma trasplantados sirven como modelos animales para ALCL y mieloma multiple,
respectivamente.

Los oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 fueron probados en cuanto a sus efectos sobre la expresion
de STAT3 y el crecimiento tumoral en ALCL in vivo. Aproximadamente 2 X 10° células derivadas de tumores de
células T de ratdn NPM-ALK fueron inyectadas en ratones singenéicos (genéticamente idénticos). 7 dias después de
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la inyecciéon de las células tumorales, los ratones recibieron diariamente inyecciones subcutaneas de ISIS 17152
(SEQ ID NO: 99) o un oligonucleétido de control no coincidente de 3 bases ISIS 28084 (SEQ ID NO: 151) a una
dosis de 20 mg/kg. Los oligonucledtidos fueron administrados durante 14 dias a seis animales por tratamiento con
oligonucledtido. Los oligonucledtidos fueron inyectados subcutaneamente de manera contralateral a los lados del
tumor. Los volimenes tumorales fueron medidos diariamente y se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44
Volumen tumoral en un modelo de ALCL : células de raton NPM-ALK
Volumen tumoral mm®
Dia de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control
1 30 30
2 30 80
3 50 500
4 90 1300
5 110 1480

Se observo un minimo o ningun crecimiento tumoral en animales tratados con ISIS 17152. Por el contario, en
animales tratados con el oligonucleétido de control, se desarrollaron grandes masas tumorales en todos los 5
animales al cabo de los 14 dias de inyeccion de las células tumorales. La proteina STAT3 fue medida por
transferencia Western como se describi6 aqui utilizando un anticuerpo monoclonal STAT3 (Zymed Laboratories, Inc.,
South San Francisco, CA), el cual fue detectado con un sistema de quimioluminiscencia (ECL, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ). La proteina STAT3 se redujo en el tumor asi como en el higado de los animales
tratados con ISIS 17152. Adicionalmente, el examen histolégico de la masa tumoral residual revelo que ademas de
ser sustancialmente mas pequefios, los tumores de los animales tratados con ISIS 17152 desplegaron aéreas
significativas de necrosis y muerte celular individual.

Se llevo a cabo un experimento similar in vivo en el cual aproximadamente 1 X 10" células tumorales NPM-ALK
humanas (provistas por Dr. A. Lorenzana, Van Eslander Cancer Center, Gross Pointe Woods, MI) fueron inyectadas
en ratones inmunocomprometidos. Este estudio fue llevado a cabo tal como se describié para la células de raton
NPM-ALK, utilizando ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115) o un oligonucleétido de control no coincidente (129987, SEQ ID
NO: 404) a 20 mg/kg. Los oligonucleétidos fueron inyectados subcutaneamente de manera contralateral a los lados
del tumor. Los oligonucleétidos fueron administrados durante 14 dias a grupos que contenian 3 animales cada uno.
Los volumenes tumorales fueron medidos y se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44

Volumen tumoral en un modelo de ALCL utilizando células NPM-ALK humanas

Volumen tumoral mm®
Dia de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control
0 50 50
2 100 100
4 100 240
6 100 520
8 260 1310
10 330 2670
12 360 3140
14 790 4810
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Se observo minimo o ningln crecimiento de tumores en animales tratados con ISIS 113176. Por el contario, se
observo crecimiento tumoral en animales inyectados con un oligonucleétido de control no coincidente. Estos datos
demuestran que la inhibicion antisentido de STAT3 inhibe la expresion de proteina de STAT3 en tumores e inhibe el
crecimiento tumoral in vivo en un modelo de ALCL. Estos hallazgos demuestran que la inhibicion de STAT3 es una
metodologia terapéutica en el tratamiento de ALCL humano.

Ejemplo 27
Inhibicién de crecimiento tumoral in vivo en un modelo de mieloma mdltiple

Las células de mieloma mudltiple derivadas de ratones transgénicos NPM-ALK, que se caracterizan por la presencia
de STAT3 activada constitutivamente, fueron inyectados por via subcutanea en ratones singenéicos, los ratones
recibieron inyecciones subcutaneas diarias de ISIS 17152 (SEQ ID NO: 99) o un oligonucleétido de control no
coincidente (SEQ ID NO: 151) a una dosis de 20 mg/kg. Los oligonucleétidos fueron administrados durante 14 dias.
Los oligonucledtidos fueron inyectados subcutaneamente de manera contralateral a los lados del tumor. Los
volumenes tumorales fueron medidos cada 2 dias y se muestran en la Tabla 45.

Tabla 45

Volumen tumoral en un modelo de ALCL usando células NPM-ALK humanas
Volumen tumoral nm®

Dia de tratamiento STAT3 ASO Oligo de control

0 80 170

2 80 830

4 80 1170

6 170 1670

8 250 3500

10 500 6670

12 500 8580

14 1170 11000

16 1330 13670

Como se muestra en la Tabla 45, la ISIS 17152, direccionada a STAT3 inhibi6 el crecimiento tumoral en este
modelo, mientras que el oligonucledtido de control no lo hizo. Estos datos demuestran que la inhibicién antisentido
de STAT3 evita el crecimiento tumoral in vivo en un modelo de mieloma mdiltiple.

Ejemplo 28
Efectos de la inhibicién antisentido de STAT3 en lineas celulares ALCL

La inhibicién antisentido de STAT3 fue evaluada en cuanto a sus efectos sobre el crecimiento celular y supervivencia
en células ALCL humanas (células TS ALCL o células SU-DHL, provistas por el Dr. A. Lorenzana, Van Eslander
Cancer Center, Gross Pointe Woods, MI). Las células TS ALCL fueron transfectadas con 0.02, 0.3, 1.5, 3, 6, 12 y 15
M de ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115) o la ISIS no coincidente de 3 bases 129987 (SEQ ID NO: 404) por
electroporacion. Se sometieron a electroporacion 2 X 10° células utilizando una unidad de electroporacion Amaxa®
(Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 24 horas, se
recolectaron las células. La viabilidad celular fue evaluada por tincion con azul de tripano, la cual es tomada
solamente por células no saludables o muertas. La viabilidad celular y la proteina de STAT3 no se redujeron en
células tratadas con el control no coincidente. Sin embargo, las células tratadas con ISIS 113176 desplegaron una
reduccion dependiente de la dosis en la viabilidad celular, la cual fue 97%, 87%, 67%, 60% y 29% del control a dosis
de 0.03, 1.5, 3, 6 y 12 M. la viabilidad celular fue reducida al 36% del control en células que recibieron una dosis 15
M de ISIS 113176. Ademas de una reduccion en la viabilidad celular, la transferencia Western de células tratadas,
llevada a cabo como se describid aqui, revelo que la expresién de la proteina de STAT3 disminuyo de una manera
dependiente de la dosis.
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La incorporacion de timidina tritiada en ADN recién sintetizado sirve como una medida de la proliferacién celular. El
crecimiento celular después de la inhibiciéon antisentido de STAT3 fue evaluado midiendo la cantidad de timidina
tritiada (3H) incorporada en las células transfectadas con ISIS 113176 (SEQ ID NO: 115). Las células SU-DHL fueron
transfectadas con 7 uM de ISIS 113176. Las células fueron transfectadas con un STAT3 constitutivamente activado,
STAT3c, el cual tiene una sustitucion de aminoacidos que hace que la STAT3 espontaneamente dimérica, se enlace
al ADN vy active la transcripcion (Bromberg, J.F., et al., Cell, 1999, 98, 295-303). Las células fueron cultivadas en la
presencia de 1 Ci de ®H-timidina durante las Gltimas 18 horas de cultivo. 24, 48 y 72 horas después del tratamiento
con oligonucledtido, las células fueron recolectadas. La incorporacion de ®H-timidina fue medida por recuento de
centelleo de rutina y se muestra como conteo por minuto (CPM) en la Tabla 46. Se usaron células Jurkat (las cuales
pueden ser obtenidas de ATCC, Manassas, VA) como control para células no afectadas por la activacién o inhibicion
de STAT3.

Tabla 46
Proliferacidn celular reducida después de inhibicién antisentido en células ALCL humanas
®H-timidina incoporado, CPM
Tiempo después de transfeccion (horas)
Tipo celular Tratamiento 24 48 72
ISIS 113176 770 1530 1680
SU-DHL STAT3c 2000 3150 3590
No tratado 1350 2530 3090
ISIS 113176 2670 5330 8000
Jurkat STAT3c 1560 3780 5940
No tratado 1940 3830 6440

Como se muestra en la Tabla 46, la inhibiciébn antisentido en células SU-DHL humanas inhibe marcadamente la
proliferacion celular. Las células Jurkat, las cuales no expresan STAT3 activado constitutivamente, no fueron
afectadas por el tratamiento con oligonucledtido antisentido. Asi, los efectos de la proliferacion celular son
especificos para la inhibicién antisentido de STAT3.

En un ensayo similar, se transfectaron células TS ALCL con 7 pM de ISIS 113176. La expresion de STAT3 y la
escisién de PARP fueron evaluadas por transferencia Western 24, 48 y 72 horas después del tratamiento con
oligonucleétido, usando procedimientos descritos aqui. La expresion de la proteina de STAT3 fue reducida y la
escisién de PARP, un indicador de la apoptosis, fue observada, ocurriendo ambas de una forma dependiente del
tiempo. El crecimiento celular fue evaluado midiendo la incorporacion de *H-timidina en estas células.

Tabla 47

Proliferacion celular reducida después de inhibicién antisentido de STAT3 en células TS ALCL

®H-timidina incorporada, CPM

Tiempo después de transfeccion (hora)

Tratamiento 24 48 72

ISIS 113176 770 1530 1680
STAT3c 2000 3150 3590
No tratada 1350 2530 3090

Estos datos demuestran que la inhibicién antisentido de STAT3 redujo la proliferacion celular en células de linfoma
anaplastico

Ejemplo 29
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Efectos de oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 en ratones normales: seleccion de toxicidad

Los oligonucle6tidos antisentido direccionados a STAT3 fueron evaluados en cuanto a sus efectos en ratones
normales. Ratones C57B1/6 fueron inyectados subcutdneamente con una dosis de 50 mg/kg de oligonucleétido, dos
veces a la semana durante un periodo de 4 semanas. Los oligonucleétidos antisentido de STAT3 administrados
fueron ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 345781, ISIS 113196, ISIS 345815, ISIS 345794, o ISIS
345823. La ISIS 335099 (GAGTATCACTATGGCTGGCC, SEQ ID NO: 456) no direcciono a STAT3 y fue utilizada
como oligonucleétido de control. Los animales que recibieron inyecciones salinas fueron usados también como
grupo de control. Cada grupo de tratamiento contenia 5 animales. Se recolectaron muestra de sangre antes del
tratamiento (WkO) y después de 2 (Wk2) y 4 (Wk4) semanas de tratamiento. Se midieron la glucosa, colesterol y
triglicéridos en sangre por andlisis clinico de rutina. Estos datos se muestran en la Tabla 48.

Tabla 48
Efecto de oligonucle6tidos antisentido direccionados a STAT3 en glucosa, triglicéridos y colesterol en plasma
en ratones normales

. SEQ | Glucosa (mg/dL) Triglicéridos (mg/dL) Colesterol (mg/dL)
Tratamiento ID Wk 0 Wk 2 Wk 4 Wk 0 Wk 2 Wk 4 Wk 0 Wk 2 Wk 4
Solucién salina :/2 175 206 192 112 70 124 68 65 73
113196 135 | 165 185 192 87 75 62 67 69 54
337332 246 170 184 217 110 59 64 75 115 103
337333 247 | 180 177 213 93 81 71 72 52 55
345778 326 | 168 182 187 133 104 89 73 62 55
345781 329 186 180 190 102 58 71 77 149 121
345794 342 | 186 193 201 81 100 84 81 91 94
345815 363 178 175 157 87 154 108 81 142 178
345823 370 183 194 239 123 99 106 81 81 96

Las transaminasas de higado ALT y AST, cuyos incrementos pueden indicar toxicidades, también fueron medidas en
sangre por andlisis clinicos de rutina. Estos datos se muestran la Tabla 49

Tabla 49
Efecto de oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 sobre niveles de transaminasa en higado en
ratones normales
Tratamiento ﬁgQ ® CvlT(To(IU/L) Wk 2 Wk 4 CvaTo(IU/L) Wk 2 Wk 4
Soluciéon salina | Ninguno | 39 30 33 57 44 64
113196 135 33 49 76 48 52 109
337332 246 34 191 123 48 168 159
337333 247 32 43 44 50 53 60
345778 326 36 44 102 47 53 106
345781 329 32 223 204 43 170 211
345794 342 30 34 48 40 40 63
345815 363 31 48 85 45 47 81
345823 370 33 37 44 44 44 57

Después de 4 semanas de tratamiento, los animales fueron sacrificados y se prepar6 su ARN a partir de tejido de
higado. La expresién del ARNm de STAT3 fue medida por PCR en tiempo real tal como se describié aqui. Los datos
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se muestran en la Tabla 50 como porcentaje de inhibicion de la expresion de ARNm con respecto a los ratones de
control tratados con solucion salina.

Tabla 50
Reduccion de direccionamiento de STAT3 en higado
Tratamiento SEQ ID NO % de Inhibicion
Control 0
113196 135 45
337332 246 75
337333 247 45
345778 326 45
345781 329 20
345794 342 55
345815 363 0
345823 370 35

Como se muestra en la Tabla 50, el tratamiento con ISIS 113916, ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS
345794, e ISIS 345823 produjo una reduccion del ARNm en STAT3 en higado.

Los pesos del higado, bazo, capa grasa y rifion fueron medidos al final del estudio. El peso de higado promedio por
cada grupo de tratamiento se da en la Tabla 51.

Tabla 51

Efecto de oligonuclettidos antisentido de STAT3 en el peso del higado
Tratamiento SEQ ID NO Peso (g)
Solucion salina n/a 1.3
113196 135 1.7
337332 246 1.5
337333 247 1.5
345778 326 1.8
345781 329 1.4
345794 342 1.7
345815 363 1.5
345823 370 1.5

Los pesos de la capa grasa para animales tratados con solucién salina promedié aproximadamente 0.33 g. Los
pesos de la capa grasa promedio para los grupos de tratamiento de ISIS 337333, ISIS 345778, ISIS 345815, ISIS
345794, o ISIS 345823 variaron desde aproximadamente 0.29 g a 0.36 g, y no fueron significativamente diferentes
en comparacion con los medidos para el grupo tratado con solucién salina. El promedio para los pesos de la capa
grasa para animales tratados con ISIS 337333, ISIS 345781, e ISIS 113196 fueron ligeramente inferiores a los
controles tratados con solucion salina en aproximadamente 0.23 g, 0.22 g, y 0.26 g, respectivamente.

La medicion de los pesos de bazo de los animales tratados con ISIS 337332, ISIS 337333, ISIS 345778, e ISIS
113196 dieron como resultado promedios entre aproximadamente 0.09 y 0.1 g, lo cual no difiere del promedio para
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animales tratados con solucion salina (aproximadamente 0.09 g). El peso de bazo promedio para animales tratados
con ISIS 345815, ISIS 345794, o ISIS 345823 fue aproximadamente 0.08, 0.07, y 0.08, respectivamente. Asi, el
tratamiento con oligonucleétidos antisentido que direccionan a STAT3 no produjo un incremento en los pesos en el
bazo de ratones normales.

Los pesos promedio de rifion medidos para los grupos de tratamiento variaron desde aproximadamente 0.29 g hasta
aproximadamente 0.34 g. En comparacion con los pesos de rifion promedio medidos para controles tratados con
solucion salina (aproximadamente 0.36 g), estos datos indican que el tratamiento con oligonucleétidos antisentido
direccionados a STAT3 no produjo ningln incremento en el peso de rifién en ratones normales.

Los pesos corporales fueron medidos a la semana 0, 2 y 4. Los pesos corporales promedio medidos para los
animales de control tratados con solucién salina variaron desde aproximadamente 24 g a 27 g, y los animales
mostraron una ganancia de peso con el tiempo. Los animales tratados con oligonucleétidos antisentido
direccionados a STAT3 mostraron incremento similares en el peso con el tiempo, y sus pesos promedios no variaron
significativamente de aquellos de los animales de control.

El tratamiento de ratones normales con oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 humana no dio como
resultado efectos adversos significativos.

Ejemplo 30
Evaluacion de oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 como tratamiento para el cancer.

La expresion y/o activacion inapropiada de STAT3 esté asociada con una variedad de canceres, incluyendo cancer
de prostata, carcinomas de células escamosas de la cabeza y el cuello, carcinoma pulmonar de células no pequefias
y carcinoma hepatocelular, mieloma madltiple, linfomas de células grandes anaplasticas, leucemia linfocitica crénica,
leucemia mieloide aguda y linfoma no Hodgkin. Asi, los oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 son
evaluados en pacientes con tumores sélidos o enfermedades malignas hematoldgicas. Los grupos de tratamiento
son de aproximadamente 30 a 40 pacientes. Durante un periodo de carga, los oligonucleétidos antisentido son
administrados por via intravenosa 3 veces en la primera semana, después de lo cual los oligonucleétidos antisentido
son administrados semanalmente. Las dosis varian de 2 mg/kg a 10 mg/kg. Los efectos de tratamiento con
oligonucledtidos antisentido son evaluados estableciendo la respuesta al tratamiento y midiendo los biomarcadores.
Ejemplos de marcadores biologicos en pacientes con mieloma multiple incluyen paraproteina en suero y apoptosis
en células de mieloma multiple circulantes. La proteina de STAT3 y la fosforilacién también se miden en células de
mieloma circulantes.

Los oligonucleétidos antisentido direccionados a STAT3 también son probados en pacientes que son refractarios a
los agentes quimioterapéuticos o que experimentan una reaparicion de un cancer.

Los oligonucledtidos antisentido direccionados a STAT3 también son administrados solos o en combinaciéon con
otros agentes, por ejemplo, el agente quimioterapéutico Velcade®.

Ejemplo 31
Apoptosis en lineas celulares de carcinoma de pulmon después de inhibicién antisentido de STAT3 humana

La citoquina IL6 es un regulador corriente arriba conocido de la funcion de STAT3 y también es sobrerregulado en
células cancerosas de pulmon. Puesto que la STAT3 esta implicada frecuentemente en la formacion de tumores y
en la supervivencia de células epiteliales, fue de interés delinear el papel de STAT3 en células de carcinoma
pulmonar de células no pequefias. Con este fin, se probé la inhibicion antisentido de STAT3 para sus efectos sobre
el crecimiento celular e induccién de apoptosis. Los ensayos fueron llevados a cabo como se describié (Song et al.,
Oncogene, 2003, 22, 4150-4165).

Las lineas celulares A549, H460, H358 y H1299, todas las cuales fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA),
fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 5%, glutamina 2 mM y 1% de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las células A549, H358 y H1299 exhibieron
STAT3 activada constitutivamente.

Los oligonucledtidos fueron transfectados en células de cancer pulmonar humanas usando bien sea liposomas
encapsulados o electroporacion. Las células A549, H358 y H1299 (100,000 - 200,000 células en una placa de 60
mm) fueron transfectadas con 500 nM de oligonucleétidos con 15 mg de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) en 1.5 ml de medio OptiMEM™ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las
células fueron incubadas con los oligonuclettidos durante 4 horas, la muestra fue retirada y las células fueron
lavadas una vez con RPM y mas suero bovino fetal al 5% y luego incubadas en medio de cultivo. Para las
inmunoprecipitaciones, los ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética y microscopia, las células fueron
recolectadas 24 horas después de la transfeccion. Para los ensayos Apo-BRDU™, las células fueron recolectadas a
48 horas después de la transfeccion.
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Para la electroporacion de las células H460, las células fueron cultivadas a aproximadamente 20 — 30 X 10° en
numero, tripsinizadas e incubadas con oligonucleétidos a una concentracion final de 10 um. Las células fueron
sometidas a electroporacion en un sistema de electroporacién Biorad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) a 1000
MF y 230V en medio OPTI-MEM, Eagle en un volumen total de 400 mL. Las células fueron resembradas
subsecuentemente en placas de 10 cm en RPMI con FBS al 5% y 1% de penicilina/estreptomicina y colocadas en
una incubadora de CO; al 5% y 37°C durante la noche. La mafana siguiente las células fueron lavadas con PBS y
se agreg6 nuevo medio con nuevo suero y antibioticos.

La apoptosis fue probada utilizando un kit Apo-BRDU™ (Pharmingen, BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron datos de 10,000 células por condiciébn experimental y se
analizaron para fluorescencia en un FACScan™ Immunocytometry System usando el software CELLQuest™ (BD
Biosciences, San José, CA). La apoptosis también fue detectada midiendo la escision de la poli-(ADP-ribosa)
polimerasa (PARP) la cual es indicativa de apoptosis, utilizando el anticuerpo PARP (Cell Signaling, Beverly, MA)
para detectar PARP de longitud completa asi como el fragmento grande escindido.

Los ensayos de enlazamiento de ADN de STAT fueron llevados a cabo como se describid previamente (Yu et al.,
Science, 1995, 269, 81-83; Garcia et al., Cell Growth Differ., 1997, 8, 1267-1276). Los complejos proteina-ADN
fueron resueltos por electroforesis no desnaturalizante en gel de poliacrilamida (PAGE) y detectados por
autorradiografia. Los anticuerpos policlonales anti-STAT3 (C-20) usados para identificar complejos de STAT3
especificos por el ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética (EMSA) fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnologies. Para uso en ensayos de superdesplazamiento, se incubo 1 g del anticuerpo C-20 con extracto
nucleares durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de la adicibn de la sonda radiomarcada y la
electroforesis.

Las inmunoprecipitaciones Western fueron llevadas a cabo como sigue. Los lisados celulares fueron normalizados
en cuanto al contenido total de proteina (50 mg) y sometidos a SDS-PAGE. Los anticuerpo primarios utilizados en
estos estudios consistieron de STAT3 (Transduction Laboratories, Lexington, KY), STAT3 Y705 fosforilado (Cell
Signaling, Beverly, MA) PARP (Cell Signaling, Beverly, MA), y beta-actina (Sigma, St. Louis, MO). La deteccion de
proteinas fue lograda utilizando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rdbano y el kit de
guimioluminiscencia potenciada (ECL) de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ).

Las células A549 fueron transfectadas sin oligonucleétidos, antisentido u oligonucle6tidos no coincidente y después
de 24 horas las células fueron recolectadas y se prepararon extractos de proteina total y nucleares. La transferencia
Western revelo una reduccion en el contenido total de proteina de STAT3 de las células por ISIS 113176, mientras
que no se vio reduccion en células tratadas con el oligonucleétido de control no coincidente o en células no tratadas.
La reduccion de los niveles de STAT3 fue acompafiada por la activacion de la apoptosis como lo evidencia la
escision de (PARP) tan pronto como en 24 horas después de la transfeccion, mientras que no se observo escision
de PARP en las células tratadas con el control no coincidente o no tratadas. Segin se ensayo con EMSA, la
inhibicion antisentido de STAT3 dio como resultado una inhibicién casi completa de la actividad de enlazamiento de
ADN a STAT3, mientras que el tratamiento con oligonucledtidos no coincidentes no afecto la actividad de
enlazamiento de ADN a STAT3. El examen fotomicroscoépico de células tratadas con ISIS 113176 durante 48 horas
revelo nimeros reducidos y apariencia de tamafio y forma celular alterados con incremento acompafiante en los
residuos celulares y en células vacuoladas. Por el contario, las células tratadas con el oligonucleétido de control no
coincidente parecieron no tener cambios en el niumero de células, tamafio, forma ni en tener residuos celulares
incrementados que sugieran muerte celular. Para proveer evidencia adicional para soportar el papel de STAT3 en
el control de la apoptosis en células A549, las células fueron recolectadas y probadas en cuanto a fragmentacion de
ADN por incorporacion de Apo-BrdU. Los resultados de los tres experimentos independientes fueron reunidos y se
determino el porcentaje de apoptosis por el porcentaje de células que incorporaron Apo-BrdU. Las células tratadas
con oligonucleétidos antisentido de STAT3 tenian una incorporacion de Apo-BrdU incrementada, aproximadamente
16 veces con respecto a la de las células tratadas con el control no coincidente y aproximadamente 48 veces la de
las células de control no tratadas, resultados que son indicativos de la apoptosis. Las células no tratadas y las
tratadas con control no coincidente tuvieron una evidencia minima de ADN mellado. Por lo tanto, la inhibicion
antisentido de STAT3 indujo la apoptosis, segun lo indica la escision de PARP y la fragmentacion de ADN, en
células de carcinoma de pulmén A549.

Para extender los hallazgos con células A549, se llevaron a cabo experimentos similares con células de carcinoma
de pulmén H358 y H1299. La inhibicién antisentido de STAT3 dio como resultado la pérdida de la proteina de
STAT3 en células tanto H358 como H1299 en comparacién con tratamiento con el oligonucleétido de control no
coincidente. La activacion de rutas apoptéticas fue demostrada en células H358, evidenciadas por la escision de
PARP en células tratadas con ISIS 113176, mientras que no se vio evidencia de apoptosis en células H1299, a
pesar de la proteina STAT3 ausente.

El efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido de STAT3 También fue establecido en células de
carcinoma de pulmoén H460 que tuvieron minima actividad de enlazamiento de ADN de STAT3. Las células H460
fueron transfectadas con hasta 10 m de ISIS 113176 o ISIS 129987 por electroporacion. La actividad de STAT3
medida por EMSA mostré una minima actividad de enlazamiento de ADN, la cual fue reducida por la inhibicion
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antisentido de STAT3 pero no por el tratamiento con el oligonucleédtido de control no coincidente. No fueron
evidentes efectos sobre la morfologia celular o el nUmero de células, la apoptosis no se incremento (0.53% y 0.27%
de células apoptoticas después del tratamiento con ISIS 129987 e ISIS 113176, respectivamente), y no se observo
incorporacion incrementada de Apo-BrdU. Estos datos soportan la conclusiéon de que la inhibicién antisentido de
STAT3 es especifica y no induce la muerte celular en células H460, las cuales tienen minima actividad de STAT3.

A partir de estos datos, es evidente que la inhibicion antisentido de STAT3 dio como resultado la apoptosis en
células A549 y H358 mientras que no se vio observacién de apoptosis en células H1299 o H460. Estos hallazgos
demuestran que la inhibicién directa de STAT3 lleva a la muerte celular apoptética y sugiere que la STAT3 controla
las rutas apoptoticas en ciertas células de cancer pulmonar humano.

Ejemplo 32
Inhibicion antisentido de STAT3 humana en células de cancer de préstata

La patogénesis de mieloma multiple involucra la activacion de STAT3 por la citoquina IL-6, la cual evita la apoptosis.
Obedeciendo a la asociacion de citoquinas, incluyendo la IL-6, con el cancer de préstata, se investigo la funcion de
la STAT3 en células de cancer de préstata. En una realizacion adicional, células DU145 sometidas a inhibicion
antisentido de STAT3 fueron evaluadas en cuanto a la actividad de STAT3, apoptosis y proliferacion. Los
procedimientos usados en estos ensayos fueron descritos en detalle por Mora, et al. (Cancer Research, 2002, 62,
6659-6666).

Las células de cancer de prostata DU145 fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA) y fueron cultivadas en medio
RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10%. Las células fueron tratadas con 250 nM de ISIS 113176 (SEQ ID
NO: 115) o ISIS 129987 (GCTCCAATACCCGTTGCTTC, SEQ ID NO: 404), un ollgonucleotldo de control no
coincidente que no direcciona a STAT3. Las células fueron sembradas a una densidad de 2 X 10° células en una
placa de 10 cm 18 horas antes de la transfeccion. Las células fueron transfectadas durante 3 horas con
Lipofectamine™ Plus (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) sola, con Lipofectamine ™ Plus e ISIS 113176 o
con Lipofectamine™ Plus con ISIS 129987. Las células no tratadas sirvieron como control.

Después de 24 horas de tratamiento las células fueron recolectadas para aislar proteina y preparar el extracto
nuclear. La actividad de enlazamiento de ADN de la STAT3 fue evaluada por el ensayo de desplazamiento por
movilidad electroforética (EMSA) en extractos nucleares. Se incubaron 5 ug de proteina celular total con una sonda
de oligonucleétido marcada con *’P que se enlaza a las proteinas de STAT3 activadas. Los complejos proteina-ADN
fueron resueltos por electroforesis en poliacrilamida no desnaturalizante y detectados por autorradiografia. Los
niveles de proteina de STAT3 fueron evaluados por transferencia Western, utilizando un anticuerpo de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Las células transfectadas también fueron recolectadas y fijadas en etanol al 95%
para la tincion inmunohistoquimica de STA3 fosforilada, utilizando un anticuerpo policlonal humano de conejo
(Phospho-Tyr705-Stat3; Cell Signaling, Beverly, MA).

La EMSA revelo una actividad de enlazamiento de ADN de STAT3 altamente disminuida en las células DU145
transfectadas con ISIS 113176, en comparacion con las células de control (oligonucleétido de control no coincidente,
Lipofectaminern Plus solo o sin tratamiento). Un anticuerpo de STAT3 bloqued y desplazé esta actividad de
enlazamiento de ADN, confirmando que la actividad corresponde a STAT3. La expresion de la proteina STAT3 fue
reducida grandemente en células DU145 transfectadas con ISIS 113176, en comparacion con células de control.
Adicionalmente, la tincion de STAT3 fosforilada fue abolida en células transfectadas DU145. Estos datos
demuestran que la inhibicion antisentido de STAT3 dio como resultado una reduccion en los niveles de proteina de
STATS, incluyendo STATS3 fosforilada, y en la actividad de enlazamiento de ADN de STATS3.

La apoptosis en células DU145 de control y transfectadas fue evaluada midiendo los niveles de caspasa-3, usando
un anticuerpo especifico para caspasa-3 activada, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Becton Dickinson
PharMingen, San Diego, CA). La tincion fue analizada por citometria de flujo. La proliferacion celular fue medida
contando el nimero de células viables utilizando un hemocitdmetro y exclusion por coloracién con azul de tripano.
Las caspasa-3 activada fue aproximadamente 5%, 7% y 18% de los controles no tratados en células que recibieron
Lipofectamine™ Plus solo, ISIS 129987 o ISIS 113176, respectivamente, demostrando un incremento en la
apoptosis después de la inhibicion antisentido de STAT3 La proliferacion celular también fue suprimida durante un
periodo de 48 horas y no se elevo por encima de 3 X 10° células en muestras tratadas con SIS 113176. El ntmero
de células tratadas con control no comudente y Lipofectamine-Plus se incremento durante el mismo periodo de 48
horas, a aproximadamente 5 X 10° y9X 10° células, respectivamente.

Ejemplo 33
Fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 de ratén con alas 2’-MOE y una brecha desoxi

De acuerdo con la presente divulgacién, se disefio una serie adicional de oligonucleétidos para direccionar a
diferentes regiones de la STAT3 de ratdn, utilizando secuencias publicadas (nimero de acceso GenBank® U06922,
incorporada aqui como SEQ ID NO: 82, el complemento de los nucle6tidos 12369484 a 12421464 de numero de
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acceso GenBank® NT_039521.2, incorporada aqui como SEQ ID NO: 461; numero de acceso GenBank®
NM_213659.1, incorporada aqui como SEQ ID NO: 462; y nimero de acceso GenBank® NM_011486.3, incorporada
aqui como SEQ ID NO: 463). Los oligonucleétidos se muestran en la Tabla 52. “Sitio objetivo” indica el primer
namero de nucledtido (méas cercano a 5’) en la secuencia objetivo particular al cual se enlaza el oligonucleoétido.
Todos los compuestos en la Tabla 52 son oligonucleétidos quiméricos ("oligdmeros con brecha") de 20 nucle6tidos
de longitud, compuestos de una regién “brecha” central consistente de diez 2’-desoxinucledtidos, la cual esta
flanqueada en ambos lados (direcciones 5’ y 3’) por “alas” de cinco nucledtidos. Las alas estan compuestas de 2’-O-
metoxietilo (2’-MOE) nucledtidos. Los enlaces internucledsido (esqueleto) son fosforotioato (P=S) a lo largo del
oligonucleétido. Todos los residuos de citidina son 5-metilcitidinas.

Los compuestos fueron analizados en cuanto a su efecto sobre los niveles de ARNm de STAT3 de raton mediante
PCR en tiempo real tal como se describié en otro ejemplo aqui. Los datos son promedio de 2 experimentos en los
cuales las células b.END fueron tratadas con 75 nM de oligonucleétidos antisentido.

La linea celular b.END endotelial de cerebro de raton fue obtenida del Dr. Werner Risau en el Max Plank Institute
(Bad Nauheim, Alemania). Las células b.END fueron cultivadas de manera rutinaria en DMEM, con alta glucosa
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas de rutina por tripsinizacion y dilucién cuando alcanzaron
aproximadamente 90% de confluencia. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria
#3872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de aproximadamente 3000 células/pozo para uso en
experimentos de transfeccién con compuestos oligoméricos.

Las sondas y cebadores para STAT3 de ratones fueron disefiadas para hibridar una secuencia de STAT3 de ratén,
utilizando informacion de secuencia publicada (nUmero de acceso GenBank® NMR_213659.1, incorporada aqui
como SEQ ID NO: 462). Para STAT3 de ratén los cebadores de PCR fueron: cebador de avance:
GCCACGTTGGTGTTTCATAATCT (SEQ ID NO: 464) cebador inverso: GATAGAGGACATTGGACTCTTGCA (SEQ
ID NO: 465) y la sonda de PCR fue: FAM-TTGGGTGAAATTGACCAGCAATATAGCCG-TAMRA (SEQ ID NO: 466)
donde FAM es el colorante fluorescente y TAMRA es el colorante de detencion.

Tabla 52

Fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 de raton con alas 2'-MOE y una brecha
desoxi
Isis# | Region E(E)Q i c?gjigtivo Secuencia hibicion | 1D No

Objetivo
106747 Codificacién | 82 2017 GCCCATGATGATTTCAGCAA 70 58
133003 3'UTR 82 2527 AAAAAGTGCCCAGATTGCCC 76 99
337269 Codificaciéon | 82 339 TTCTCAAGATACCTGCTCTG 41 183
337270 Codificacién | 82 344 TTGGCTTCTCAAGATACCTG 76 184
337287 Codificacién | 82 627 TGGTTGTTTCCATTCAGATC 60 201
337289 Codificacién | 82 660 TCCAGCTGCTGCATCTTCTG 65 203
337294 Codificacién | 82 783 CTCTTCCAGTCAGCCAGCTC 51 208
337298 Codificacion | 82 873 AGTTGAGATTCTGCTAATGA 35 212
337299 Codificacion | 82 878 TCTGAAGTTGAGATTCTGCT 69 213
337302 Codificacién | 82 1110 TTGACCAGCAACCTGACTTT 30 216
337303 Codificacién | 82 1134 AGCTGATAATTCAACTCAGG 76 217
337304 Codificacion | 82 1139 TTTTAAGCTGATAATTCAAC 1 218
337317 Codificacion | 82 1412 CTAGGTCAATCTTGAGGCCT 50 231
337319 Codificacién | 82 1425 AAGGAGTGGGTCTCTAGGTC 9 233
337320 Codificacién | 82 1430 CTGGCAAGGAGTGGGTCTCT 55 234
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Fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 de raton con alas 2'-MOE y una brecha

desoxi
Isis# | Region EE.Q. g Sliotjigtivo Secuencia mhibicion | 1B NO
Objetivo
337322 | Codificacién | 82 1457 TCTGACAGATGTTGGAGATC 32 236
337323 | Codificacién | 82 1462 TGGCATCTGACAGATGTTGG 54 237
337328 | Codificacién | 82 1686 CATGTGATCTGACACCCTGA 51 242
337329 | Codificacién | 82 1691 TAGCCCATGTGATCTGACAC 52 243
337331 | Codificacion | 82 1721 CCTTGCCAGCCATGTTTTCT 57 245
337332 | Codificacién | 82 1726 GAAGCCCTTGCCAGCCATGT | 77 246
337334 | Codificacién | 82 1736 CCCAGAAGGAGAAGCCCTTG | 47 248
337337 | Codificacion | 82 1992 ATGTTGTTCAGCTGCTGCTT 62 251
337338 | Codificacion | 82 1997 ATGACATGTTGTTCAGCTGC 77 252
337339 | Codificacion | 82 2002 AGCAAATGACATGTTGTTCA 53 253
337340 | Codificacién | 82 2007 ATTTCAGCAAATGACATGTT 44 254
337341 | Codificacién | 82 2012 TGATGATTTCAGCAAATGAC 42 255
337342 | Codificacién | 82 2022 TTATAGCCCATGATGATTTC 10 256
337343 | Codificacion | 82 2027 TGATCTTATAGCCCATGATG 70 257
337344 | Codificacién | 82 2032 ATCCATGATCTTATAGCCCA 70 258
337375 | 3'UTR 82 2704 ACCAGGAGGCACTTGTCTAA 59 89
367289 | Intrén 461 3664 CTTAATTCTTAGAGATCCAC 66 467
367290 | Intrén 1 461 13469 CACACTAATGCAAGATGCTA 51 468
367291 | Intrén 461 24761 | AAAAAGTGATCTACCAACAG 25 469
367292 Fn’t‘?é”ng 81 461 34889 CAACTCTTACCAGTTTTCCA 0 470
367293 | Codificacién | 82 2253 ATCAATGAATCTAAAGTGCG 18 471
367294 ﬁ?c?g” de | 462 147 CACTGAGCCATCCTGCTGCA 50 472
367295 | Codén  de | 462 156 AGCTGGTTCCACTGAGCCAT 60 473
INICIO

367296 | Codificacion | 462 380 TGTGCTGATAGAGGACATTG 70 474
367297 | Codificacion | 462 475 AGACTCTTCCCACAGGCATC 63 475
367298 | Codificacion | 462 864 CAGTCAGCCAGCTCTTCATC 52 476
367299 | Codificacion | 462 940 AGTTATCCAGTTTTCCAGAC 40 477
367300 | Codificacion | 462 990 TCCAGTTTCTTAATTTGTTG 44 478
367301 | Codificacion | 462 1016 TGTAGGACACTTTCTGCTGC 62 479
367302 | Codificacion | 462 1169 ACTGGACACCAGTCTTGATG 14 480
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Fosforotioato u oligonucleétidos quiméricos direccionados a STAT3 de raton con alas 2'-MOE y una brecha

desoxi
Isis# | Region EE.Q. g Sliotjigtivo Secuencia mhibicion | 1B NO
Objetivo

367303 Cadificaciéon | 462 1231 TTTAATTTTAAGCTGATAAT 0 481
367304 Codificaciéon | 462 1236 CACACTTTAATTTTAAGCTG 40 482
367305 Cadificacién | 462 1241 CAATGCACACTTTAATTTTA 15 483
367306 Cadificacién | 462 1300 GCCCAGAATGTTAAATTTCC 54 484
367307 Cadificacién | 462 1379 CCCTAAGGGTCAGGTGCTTG 69 485
367308 Codificaciéon | 462 1398 CCATTCCCACATCTCTGCTC 55 486
367309 Codificacién | 462 1458 AAGGTGATCAGGTGCAGCTC 44 487
367310 Codificaciéon | 462 1505 GGGTCTCTAGGTCAATCTTG 46 488
367311 Codificacién | 462 1525 CACCACAACTGGCAAGGAGT 75 489
367312 Codificacién | 462 1588 GGTCAGCATGTTATACCACA 69 490
367313 Codificaciéon | 462 1647 ACTTGGTCCCAGGTTCCAAT 54 491
367314 Codificaciéon | 462 1763 GACACCCTGAGTAGTTCACA 58 492
367315 Cadificaciéon | 462 1803 CCAGCCATGTTTTCTTTGCA 50 493
367316 Codificacién | 462 1842 ATGATATTGTCTAGCCAGAC 49 494
367317 Codificaciéon | 462 1868 CCAAGATATACTTTTTCACA 30 495
367318 Codificaciéon | 462 1883 CTTCATTCCAAAGGGCCAAG 23 496
367319 Codificaciéon | 462 2005 CCAAGTGAAAGTGACCCCTC 25 497
367320 Cadificaciéon | 462 2023 ACTGATGTCCTTTTCCACCC 50 498
367321 Cadificaciéon | 462 2033 GGGTCTTGCCACTGATGTCC 50 499
367322 Codificaciéon | 462 2043 GACTGGATCTGGGTCTTGCC 67 500
367323 Codificaciéon | 462 2273 CACAGATGAACTTGGTCTTC 32 501
367324 Codificacién | 462 2283 GTTGGTGTCACACAGATGAA 35 502
367325 Codificaciéon | 462 2303 CAATGGTATTGCTGCAGGTC 50 503
367326 Codificaciéon | 462 2308 CAGGTCAATGGTATTGCTGC 64 504
367327 Codificacién | 462 2341 CATCAATGAATCTAAAGTGC 72 505
367328 Codificacién | 462 2346 AACTGCATCAATGAATCTAA 50 506
367329 Codificacién | 462 2351 TTCCAAACTGCATCAATGAA 40 507
367330 Codificacién | 462 2356 GTTATTTCCAAACTGCATCA 46 508
367331 Codificacién | 462 2423 AGGTCAGATCCATGTCAAAC 61 509
367332 3'UTR 462 2893 AGTCCTAGCTTCTATGTGGA 70 510
367333 3'UTR 462 2307 ATCAATGAATGGTGTCACAC 0 511
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Ejemplo 34

Inhibicién antisentido de STAT3 lleva a muerte celular e inhibicion del crecimiento tumoral en un modelo de mieloma
multiple

En una realizacién adicional, fue investigado el requerimiento para STAT3 en el desarrollo de mieloma mdltiple y en
el crecimiento de tumores derivados de mieloma mudltiple. Ratones transgénicos NPM-ALK (NPM-ALK Tg)
desarrollaron espontaneamente mieloma mudltiple caracterizado por STAT3 activado constitutivamente. Para
determinar si la STAT3 es requerida para el desarrollo de mieloma mdltiple, la STAT3 fue perturbada genéticamente
en células B de ratones NPM-ALK Tg. El locus de STAT3 de ratén fue manipulado para contener sitios de
reconocimiento de Cre recombinasa (sitios loxP) como fue descrito previamente (Raz et al., PNAS, 1999, 96, 2846-
2851). Cuando los ratones que portaban este locus de STAT3 modificado fueron cruzado con ratones que alojaba un
transgen de Cre combinasa, la Cre combinasa corta la porcion del locus flanqueada por los sitios loxP, dando como
resultado un locus STAT3 borrado. Los ratones NPM-ALK Tg fueron cruzados para introducir el gen STAT3
perturbado condicionalmente. Estos ratones fueron cruzados entonces con ratones que portaban un transgen Cre
especifico de CD 19+, el cual expresa Cre bajo el control del gen CD19 restringido del linaje B (Rickert et al., Nuc.
Acids Res., 1997, 25, 1317). Las crias resultantes alojaban una eliminacién especifica en células B del gen STAT3.
Las células B pueden ser identificadas por el antigeno CD19, y maduran en las células de plasma responsables del
mieloma multiple, las cuales son identificadas por la presencia de los antigenos tanto CD19 como CD 138.

Los ratones fueron cruzado como se describié y la genotipia de las crias revelo que mas del 80% de todas las
células CD19+ o CD138+ (identificadas como se describié previamente, Chiarle et al., Blood, 2003, 101, 1919-1927)
sufrieron eliminacion de STAT3. Ademas, en 23 animales NPM-ALK Tg deficientes en STAT3 examinados, no se
detectaron células de mieloma mudltiple negativas a STAT3. Se prepararon extractos nucleares a partir de estas
células como se describi6é previamente (Mora et al., Cancer Res. 62:6659, 2002). La deteccion de STAT3 fosforilado
en extracto nucleares por transferencia Western como se describe aqui revelo que todas las células de mieloma
multiple CD138+ en estos ratones contenian STAT3 fosforilado nuclear detectable. Segin se determino por
transferencia Southern (como se describe en Raz et al., PNAS, 1999, 96, 2846-2851), el gen STAT3 en estas
células estaba intacto. Estos datos demuestran que el STAT3 es absolutamente requerido para la transformacion de
las células de plasma.

Las células CD19+ positivas para STAT3 dieron como resultado el desarrollo de mieloma mudltiple, y las células con
mieloma mudltiple fueron trasplantadas en ratones receptores. Los efectos de la inhibicion antisentido de STAT3
fueron probados en los tumores resultantes. Las células de mieloma mudltiple fueron inyectadas por via subcutanea
2 X 10° células) o intravenosa (1 X 10’ células) en ratones lampifios 0 singenéicos (ratones Balb/c). Los animales
con tumores de mieloma miltiple medibles (aproximadamente 0.5 mm3) fueron inyectados diariamente con ISIS
17152 (SEQ ID NO: 99) o el oligonucledtido de control ISIS 28084 (SEQ ID NO: 151) a una dosis de 20 mg/kg
durante 14 dias. Las inyecciones fueron administradas por via subcutanea, contralateralmente a los tumores. Cada
grupo de tratamiento incluyo de 3 a 9 animales.

Después de 15 dias de tratamiento con oligonucle6tido, el crecimiento tumoral en animales inyectados con ISIS
17152 fue reducido a 15% con respecto al de los animales inyectados con oligonucleétido de control. Segun se
juzga por el andlisis histolégico de rutina, los tumores tratados con ISIS 17152 desplegaron areas necroéticas
grandes a lo largo de los mismos, en comparacion con los tumores tratados con el oligonucleétido de control, el cual
muestra solamente cifras apoptéticas sencillas. Adicionalmente, los niveles de IgM en suero, los cuales se
incrementan en mieloma multiple, fueron medidos por ELISA usando un kit disponible comercialmente (por ejemplo,
OPT-EIA™, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) y se encontré que disminuyeron en animales tratados con
ISIS 17152, en comparacion con los animales tratados con el oligonucle6tido de control. Adicionalmente, la rata
global de supervivencia de los animales que recibieron el tratamiento con ISIS 17152 se incremento
significativamente, con respecto a los animales de control.

Se llevo a cabo un experimento similar en ratones en los cuales se habian desarrollado tumores de 1 cm?, para
probar los efectos de la inhibicién antisentido de STAT3 sobre tumores bien establecidos. Los ratones fueron
tratados diariamente durante 14 dias con 40 mg/kg de ISIS 17152 o del oligonucleétido de control. En este
experimento, se observo necrosis tumoral y detencion del ciclo de células tumorales como resultado de la inhibicion
antisentido de STATS3.

La apoptosis en tumores fue evaluada por la tincion con Annexin-V, utilizando un kit de tincién Annexin-V (Clontech,
Palo Alto, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, las células fueron resuspendidas en 0.2
mL de regulador de tincion (HEPES 10 mM, pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl, 5 mM) y 10 uL de yoduro de propidio (50
pg/ml) y 5 pL de reactivo Annexin-V que fueron agregados a 4°C durante 10 minutos. Las muestras fueron diluidas
con el regulador FacsFlow y analizadas sobre un Becton Dickinson FACScan™ (Mountain View, CA). En células
tumorales de ratones que recibieron el oligonucleétido antisentido direccionado a STAT3, se observo un incremento
de aproximadamente 2 veces en las células tumorales positivas a Annexin-V, en comparacion con el control. La
apoptosis también fue evaluada por tincion TUNEL, llevada a cabo usando un kit comercialmente disponible (por
ejemplo, APO-DIRECT™, Pharmingen, BD Biosciences, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En células tumorales de ratones tratados con ISIS 17152, estuvieron presentes grandes areas de células
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positivas a TUNEL, en contraste con los tumores tratados con el oligonucleétido de control. Estos datos demuestran
que la inhibicién antisentido produjo apoptosis en tumores de mieloma mdltiple trasplantados.

La detencion del ciclo celular fue evaluada por citometria de flujo. Se prepararon células como se describe aqui. Las
células de tumores tratados con ISIS 17152 (dosis de 20 mg/kg) exhibieron una reduccién del 45% en la poblacion
en fase S, en comparacién con células de tumores tratados con control. Asi, la inhibiciéon antisentido de STAT3 lleva
a una detencion en la fase G1 del ciclo celular.

Los tumores de mieloma mdiltiple primarios y tumores trasplantados fueron evaluado por transferencia Western para
la expresion de STAT3, STATS3 fosforilada, Bcl-xL, survivina, ERK, ERK fosforilada y c-myc. Los lisados de proteina
fueron preparados y sometidos a andlisis por transferencia Western, utilizando anticuerpos disponibles
comercialmente (anticuerpos de STAT3 y STAT3 fosforilada obtenidos como se describié aqui; otros anticuerpos
estan disponibles en Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Tanto en tumores de mieloma mdltiple primarios
como trasplantados, se observaron altos niveles de estas proteinas, indicando que las células del tumor
trasplantadas exhiben caracteristicas similares a las células tumorales primarias.

También se probaron tratamientos de combinacién en el modelo de ratdn de mieloma mdltiple. Animales que
portaban tumores originados de células de mieloma mdiltiple trasplantadas fueron tratados con ISIS 17152 en
combinacion con bortezomib (conocido comercialmente como Velcade®, Millenium Pharmaceuticals, Cambridge,
MA) o ciclofosfamida (conocida comercialmente como Endoxana®, AstaMedica, Frankfurt, Alemania). Un grupo de
tratamiento, consistente de al menos 10 animales, recibe una dosis subcutanea diaria de ISIS 17152 a 20 mg/kg, en
combinacion con bortezomib, durante 14 dias. El bortezomib es administrado por via intravenosa a dosis que varian
desde 0.05 mg/kg a 1.0 mg/kg, dos veces a la semana para el periodo de estudio de 14 dias. Un grupo de
tratamiento adicional, consistente de al menos 10 animales, recibe una dosis diaria subcutdnea de ISIS 17152 a 20
mg/kg, en combinacion con ciclofosfamida. La ciclofosfamida se administra intraperitonealmente a una dosis de 35
mg/kg, dos veces a la semana durante el periodo de estudio de 14 dias. En los grupos de tratamiento de
combinacion, se evallan los siguientes puntos finales: crecimiento tumoral, rata de supervivencia, niveles de IgM en
suero, apoptosis, detencion del ciclo celular, niveles de proteina de STAT3 y STAT3 fosforilada, y necrosis tumoral.

Estos datos demuestran que la inhibicion antisentido de STAT3 lleva a una detencion de la fase G1, muerte celular e
inhibicion del crecimiento tumoral in vivo. Asi, los oligonucle6tidos antisentido direccionados a STAT3 son agentes
terapéuticos con aplicaciones en el tratamiento de mieloma mdltiple.
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cagetggaat
agccgaggga
cecectegge
cgcgeagece
acagcagcett
aatggagcetg
cagcaaagaa
gtatagecge
gcagtttett
gtgectgtgg
ccaggccaac
ccttcaggat
teteccaggat
tctgaatgga
cactgcgetg
gatggagtac
acagattgee
aacgtcatta
gcaccaaaaa
gaggategtg
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taaagtcagg
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gggcacaaac
attcaaacac
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ccaaggtcte
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getggetgag
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gectgegette
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catgtcattt
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teggecagag
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tgcattetge
gtteccagatt
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<210>2
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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ggogeagact
accggatcct
cctteggect
gectetgecg
acctggagea
tggcccettyg
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atcttgagaa
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<400> 2

gtctgcgeceg ccgececcgaa 20

<210> 3
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 3

ggccgaaggg cctctccgag 20

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 4

tcetgtttct ccggcagagg 20

<210>5
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 5

<210>6
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 6

gccatccetgt ttctccggea 20

<210>7
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400>7

gggccatcct gtttctccgg 20

<210>8
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 8

ttgggccatc ctgtttctcc 20

<210>9
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400>9

cattgggcca tcctgtttct 20

<210>10
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 10

tccattgggc catcctgttt 20

<210> 11
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 11

attccattgg gccatcctgt 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 12

tgattccatt gggccatcct 20

<210> 13
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 13

gctgattcca ttgggccatc 20

<210> 14
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 14

tagctgattc cattgggcca 20

<210> 15
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 15

tgtagctgat tccattgggc 20
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<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 16

ctgtagagct gatggagctg 20

<210> 17
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 17

cccaatcttg actctcaatc 20
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 18

cccaggagat tatgaaacac 20

<210> 19
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 19

acattcgact cttgcaggaa 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 20

tctgaagaaa ctgcttgatt 20

<210> 21
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 21

ggccacaatc cgggcaatct 20

<210> 22
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 22
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tggctgcagt ctgtagaagg 20

<210> 23
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 23

ctgctccagc atctgcetgcet 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 24

tttctgttct agatcctgca 20

<210> 25
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 25

tagttgaaat caaagtcatc 20

<210> 26

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 26

ttccattcag atcttgcatg 20

<210> 27
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 27

tctgttccag ctgctgcatc 20

<210> 28
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 28

tcactcacga tgcttctccg 20

<210> 29
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 29

gagttttctg cacgtactcc 20

<210> 30
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 30

atctgttgcc gcctcttcca 20

<210> 31
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 31

ctagccgatc taggcagatg 20

<210> 32
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 32

cgggtctgaa gttgagattc 20

<210> 33
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 33

cggccggtgce tgtacaatgg 20

<210> 34
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 34

tttcattaag tttctgaaca 20

<210> 35
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 35

aggatgcatg ggcatgcagg 20
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<210> 36
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 36

gaccagcaac ctgactttag 20

<210> 37
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 37

atgcacactt taattttaag 20

<210> 38
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 38

ttccgggatc ctctgagagce 20

<210> 39
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 39

ttccatgttc atcacttttg 20

<210> 40
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 40

gtcaagtgtt tgaattctgc 20

<210>41
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 41

caatcaggga agcatcacaa 20
<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 42

tacacctcgg tctcaaaggt 20

<210> 43
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 43

tgacaaggag tgggtctcta 20

<210> 44
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 44

cgcccaggca tttggcatct 20

<210> 45
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 45

cattcttggg attgttggtc 20
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<210> 46
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 46

cacttggtcc caggttccaa 20

<210> 47
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 47

cccgcttggt ggtggacgag 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 48

agttcacacc aggccctagg 20

<210> 49
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 49

gttttctttg cagaagttag 20
<210>50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 50

atattgtcta gccagaccca 20

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 51

aacccatgat gtacccttca 20

<210> 52
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 52

gcttagtgct caagatggcc 20
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<210> 53
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 53

gctgctttca ctgaagcgca 20
<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 54

gtgaaagtga cgcctccttc 20

<210> 55
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 55

ctgatgtcct tctccaccca 20

<210> 56
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 56

actggatctg ggtcttaccg 20

<210> 57
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 57

aaatgacatg ttgttcagct 20
<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 58

gcccatgatg atttcagcaa 20

<210> 59
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 59

tattggtagc atccatgatc 20

<210> 60
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 60

atagacaagt ggagacaaca 20
<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 61

ttgggaatgt caggatagag 20
<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 62

ctcctggcte tctggecgac 20

<210> 63
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 63

acctgggtca gcttcaggat 20

<210> 64
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 64

cacagataaa cttggtcttc 20

<210> 65
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 65

atcggcaggt caatggtatt 20
<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 66

ccaaactgca tcaatgaatc 20

<210> 67
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 67

ggttcagcac cttcaccatt 20

<210> 68
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 68

gagggactca aactgccctc 20

<210> 69
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 69

caactccatg tcaaaggtga 20
<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 70

ttctcagctc ctcacatggg 20

<210>71
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 71

cgttctcagc tcctcacatg 20

<210> 72
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 72

tcegttctca getcctcaca 20

<210>73
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 73

cttcegttet cagcetectca 20
<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 74

agcttccgtt ctcagctcct 20

<210> 75
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 75

agaatgcagg taggcgcctc 20

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 76

accacaaagt tagtagtttc 20

<210> 77
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 77

tgctcaaaga tagcagaagt 20
<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 78

attcactcat ttctctattt 20

<210>79
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 79

catttagata aaagcagatc 20
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<210> 80
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 80

acatccttat ttgcatttag 20

<210> 81
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 81

gatcatgggt ctcagagaac 20
<210> 82

<211> 2869

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 82
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gcecgegacca
gcagecaggat
tgcaccaget
ttgagagtca
ataatctctt
tctatcagea
caatggaaat
cggcageccac
cagagaagca
tagaacagaa
ccctcaagag
agaagatgceca
tgagtgaget
aagagctgge
tetgectgga
gccaacaaat
tegtgcagea
agagtgectt
tcatcaagac
tgaattatca
tcagagggte
agtctaacaa
gtgggaatgg
tgatcecacett
ccttgecagt
tgtggtataa
ttggaacctg
gagggctgag
actactcagg
gcttetectt
ceectttggaa
taagcacaaa
gggtcacttt
agccatacac
agatcatgga
ccaaggagga
acccaggtag
gcagcaatac
gaaataacgg
acatggatct
gcagagacgt
tegtetgaaa
atctttggge
tgttatgtaa
aaaggggaac
ttgttagaca
accccattcet
taggactaag

<210> 83
<211> 20

<212> ADN

gccaggcecgg
ggctcagtgg
gtacagcgac
agactgggca
gggtgaaatt
caaccttega
tgcecggate
ggcagceceag
gcagatgttg
aatgaaggtg
ccaaggagac
gcagctggaa
ggcggggetce
tgactggaag
cegtetggaa
taagaaactg
ccggcccatg
cgtggtggag

tggtgtccag
gcttaaaatt

teggaaattt
cggcagectg
aggecgtgee
cgagactgag
tgtggtgate
catgetgacc
ggaccaagtg
catcgagcag
gtgtcagatc
ctgggtcetgg
tgaagggtac
gecaceggge
cacttgggtyg
caagcagcag
tgcgaccaac
ggcatttgga
tgctgecceg
cattgacctg
tgaaggtgct
gaccteggag
gacttgagac
ctectaactt
aatctgggca
agaggagaga
acctecetgte
agtgcctccet
gggaactcct

cccaggaggt

<213> Secuencia Artificial

ES 2521599 T3

ccagteggge
aaccagctge
acgttccceca
tatgcagcca
gaccagcaat
agaatcaagce
gtggcecccgat
caagggggcee
gagcagceatce
gtggagaacc
atgcaggatc
cagatgctca
ttgtcagcaa
aggcggcagce
aactggataa
gaggagctge
ctggaggaga
cggeagecet
tttaccacga
aaagtgtgeca
aacattctgg
tetgcagagt
aattgtgatg
gtgtaccace
tccaacatcet
aataaccceca
gcecgaggtge
ctgacaacge
acatgggcta
ctagacaata
atcatgggtt
accttectac
gaaaaggaca
ctgaacaaca
atcctggtgt
aagtactgta
tacctgaaga
ccgatgteccce
gagcccteag
tgtgctacct
acctgceceg
tgtggttcca
ctttttaaaa
cctetgagte
ctgeccegeet
ggtgcccatg
ggctetgeac
tectetttaa

tcageecgga
agcagctgga
tggagcetgeg
gcaaagagtc
atagccgatt
agtttctgeca
gcctgtggga
aggccaacca
ttecaggatgt
tccaggacga
tgaatggaaa
cagccctgga
tggagtacgt
agatcgcgtg
cttecattage
agcagaaagt
ggatcgtgga
gcatgcecat
aagtcaggtt
ttgataaaga
gcacgaacac
tcaagcacct
ccteettgat
aaggcctcaa
gtcagatgee
agaacgtgaa
tcagectggea
tggectgagaa
aattctgecaa
tcategacct
tcatcagecaa
tgcgettecag
tcagtggecaa
tgtcatttge
cteccacttgt
ggcccgagag
ccaagttcat
ccegeacttt
caggagggca
cceccatgtg
tgctccaccee
gatttttttt
gagagaaatg
tggggatggg
geccctecttt
gctacectgtt
tttcaacctt
attaaaaaaa

129

gacagtcgag
cacacgctac
gcagttcctg
acatgccacg
cctgecaagag
gagcaggtat
agagtctcge
cccaacagee
ccggaagega
ctttgattte
caaccagtct
ccagatgegg
gcagaagaca
catcggagge
agaatctcaa
gtectacaag
gctgttcaga
gecacceggac
getggtcaaa
ctctggggat
aaaagtgatg
gaccettagg
cgtgactgag
gattgaccta
aaatgcttgg
cttcttecact
gttctegtee
getectaggg
agaaaacatg
tgtgaaaaaqg
ggagcgggag
cgagagecage
gacccagatce
tgaaatcatc
ctacctctac
ccaggagcac
ctgtgtgaca
agattcattg
gtttgagtcg
aggagctgaa
ctaagecagcc
tttaatttece
agtgagtgtg
gctgagagea
ttcagcagcet
gceeccactet
gctaatatce
aaaaaaaaa

accectgact
ctgaagcagce
gcaccttgga
ttggtgttte
tccaatgtec
cttgagaagce
ctecetecaga
geecgtagtga
gtgcaggate
aactacaaaa
gtgaccagac
agaagcattg
ctgactgatg
cctececcaaca
cttcecagaccee
ggecgacecta
aacttaatga
cggeccttag
tttectgagt
gttgctgece
aacatggagg
gagcagagat
gagctgcace
gagacccact
gcatcaatece
aagecgecaa
accaccaagce
cctggtgtga
gctggcaagg
tatatcttgg

cgggecatece
aaagaaggag
cagtcetgtag
atgggctata
cccgacatte
cccgaagecqg
ccaacgacct
atgcagtttg
ctcacgtttg
accagaagct
gaaccccata
tacttctget
ggtgataaac
gaagggaggc
cgggggttgg
gtgagctgat
acatagaagce

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2869
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 83

gttccactga gccatcctge 20

<210> 84
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 84

ttcaggtagc gtgtgtccag 20

<210> 85
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 85

atgtgactct ttgctggctg 20

<210> 86
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 86

ccaagagatt atgaaacacc 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 87

gctccaacat ctgctgcttc 20

<210> 88
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 88

gctcttcatc agtcagtgtc 20

<210> 89
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 89

atctgacacc ctgagtagtt 20

<210> 90
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 90

gccagaccca gaaggagaag 20

<210>91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 91

cgctccttge tgatgaaacc 20

<210> 92
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 92

aacttggtct tcaggtacgg 20

<210> 93
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 93

atcaatgaat ctaaagtgcg 20

<210> 94
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 94

tcagcacctt caccgttatt 20

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 95

actcaaactg ccctccetgct 20

<210> 96
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 96

ggtttcagct cctcacatgg 20
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<210>97
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 97

taaaaaaaaa aatctggaac 20

<210> 98
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 98

aagatagcag aagtaggaaa 20

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 99

aaaaagtgcc cagattgccc 20

<210> 100
<211> 20

<212> ADN

134



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 100

atcacccaca ctcactcatt 20

<210> 101
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 101

cctttgcctc ccttetgcte 20
<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 102

tgaaaaagga gggcaggcgg 20

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 103

caccaggagg cacttgtcta 20

<210> 104
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 104

aacctcctgg gcttagtect 20

<210> 105
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 105

aaaaagtgcg cagattgccc 20

<210> 106
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 106

aaaaagtccg ctgattgccc 20
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<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 107

aaaaactccg ctgaatgccc 20

<210> 108
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 108

atgtgattct ttgctggccg 20

<210> 109
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 109

agctgattcc attgggccat 20

<210> 110
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 110

ccaggagatt atgaaacacc 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 111

accgtgtgtc aagctgctgt 20

<210> 112
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 112

ccattgggaa gctgtcactg 20

<210> 113
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 113

tgtgattctt tgctggcege 20

<210> 114
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 114

gcggctatac tgctggtcaa 20

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 115

gctccagcat ctgctgcttc 20

<210> 116
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 116

gattcttccc acaggcaccg 20

<210> 117
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<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 117

tgattcttcc cacaggcacc 20

<210> 118
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 118

atcctgaagg tgctgctcca 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 119

cggacatcct gaaggtgctg 20

<210> 120
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 120

cccgccagct cactcacgat 20

<210> 121
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 121

agtcagccag ctcctcgtcc 20

<210> 122
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 122

ccagtcagcc agctcctcgt 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 123

cgcctcttcc agtcagccag 20
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<210> 124
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 124

ggccggtgct gtacaatggg 20

<210> 125
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 125

atcctctcct ccagcatcgg 20

<210> 126
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 126

ccgctccacc acaaaggcac 20

<210> 127
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 127

cgtccccaga gtctttgtca 20

<210> 128
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 128

ttgtgtttgt gcccagaatg 20

<210> 129
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 129

gctcggeccc cattcccaca 20

<210> 130
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 130

aggcatttgg catctgacag 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 131

cttgggattg ttggtcagca 20

<210> 132
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 132

ctcggccact tggtcccagg 20
<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 133

ccccgcttgg tggtggacga 20

<210> 134
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 134

cccecgcttg gtggtggacg 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 135

ggagaagccc ttgccagcca 20

<210> 136
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 136

ttcattccaa agggccaaga 20

<210> 137
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 137

cccgctcctt gectgatgaaa 20

<210> 138
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 138

gtgctcaaga tggcccgcte 20

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 139

cccaagtgaa agtgacgcct 20

<210> 140
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 140
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acccaagtga aagtgacgcc 20

<210> 141
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 141

ccgaatgcct ccteettggg 20

<210> 142
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 142

gccgacaata cttcccgaat 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 143

gatgctcctg gctetctggce 20

<210> 144

<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 144

tcaatgaatc taaagcgcgg 20

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 145

gactcaaact gccctcctgce 20

<210> 146
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 146

atcacccaca ttcactcatt 20

<210> 147

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

148



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<400> 147

aaaagtgccc agattge 17

<210> 148
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 148

aaaagtgccc agattgctca 20

<210> 149
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 149

taaaagtgcc cagattgctc 20

<210> 150
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 150

aagcagatca cccacattca 20
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<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 151

aaaaagaggc ctgattgccc 20

<210> 152
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 152

tctggcaaag tgtcagtatg 20

<210> 153

<211> 74424

<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 153
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agagcgggea
caggaactca
cttctgtgece
teggaacage
gctcectectea
gggtggccga
ggggctggge
cgcagactgg
cggatcctgg
tteggectga
ctetgecgga
cecgggggete
cagtggggec
atgacaggag
gaaacagaac
gagtgaggga
ggagcgactg
tececegeeceg
ttcaggagac
tacgggctgg
attgacagac
cceeccacgt
cecgtcaagee
tggtaaagtce
cttaattgeca
gatcttgggt
tgtgcaaact
cgtcgeccaa
tgttaagtgt
gtgtacctge
gtaaattttt
tecatectecaat
tatcttattt
acatgttcca
aacaagtctg
tattagecaca
agttcatttg
acctetgate
gtectggtetg
cataatgaga
agaaataccc
acataacaat
ggccaacgeca
aaagtatecag
aggctagagt
gattectectg
ctaatttttg
actcctgace
gccaccgege
ccaataggcet
acaaatggag
actgtttttg
actaatctag
gtgcattgtg
cctectacgtg
agacgccetga
aatatatact
gtgcagtgge
cacctcagce
tgtattttta
ctcaagagat
tgcectggeca
tgtatcttgt
aatgtaacat
tgttctacat

ggagggagct
gctgagtttt
caagtccteg
cagcacaggqg
ttggtcagtg
acgagctgge
gaggattgge
gagggggagc
acaggcaccc
gggagecteg
gaaacaggtg
cgcageggea
gggagagatg
cgggcctegg
gcgctegagg
cagtcceecy
tcacgccgac
gteggegget
agectgtgece
ctggtegtgg
cggtactett
cceegecttg
agctctagag
ggccagaaga
taggacggaa
aaatgcagag
ttacatgecat
gttggtattt
ggtgacaaaa
tggtettact
ggctggetgt
cttttatatg
tatattaaat
gacaggagtg
gaatttaaaa
tcecatcacaa
agaagaataa
ccagcetaatt
ggcaacatgg
acccatcttt
acagcacagt
taccctaata
gcagagtgee
tgaaattctt
geagtggege
cctcagecte
tatttttagt
ttgtgatttg
ccagtaagta
gaaagacttc
cttgettaga
gtcagcataa
gtttgtttta
gettgatcag
tctettgaca
gtccaaacct
tttttttttt
atgategtgg
tectgagtag
gtagagataa
ctgeecacet
acatatatat
tcacagaaat
gttgtecateca
aaaagaacat
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gtatcagggg
cagcaggaca
gctetteeet
gcgtatcagt
ggeggggett
ctttcatgaa
tgaaggggct
cgggggttec
cggcttggeg
ccgecegtee
aagggggtge
gggggectcet
aagagacgcg
aagggacteg
gggcacegtg
atttecctget
ggggatcacec
ccegetgage
ttttggagge
gtaggcttta
tectaaattce
taaaaaagag
agagaaataa
taaataattg
tgaaccaatt
gagagggaaa
ttggggggtg
ccatgttitgg
tcagtggtta

gtatgtgcaa
gctgataaag

tggatttaga
atgtctgtgt
ctagcccagt
aaaaatgttt
agaaccatta
tcacttagaa
gaaggctgag
tgagaggcca
aagaaagaaa
tatgaattaa
tegtagataa
atagtggtgg
tttttttttt
aatcttggcet
ccaagtaget
agagaccggg
cccaccteta
tcagtgaaat
atgggaggta
ttatttttcet
tttaccatca
gattaaggac
tggtcattte
ttcagatatg
tcttagetta
tttttttgag
ctecactgeaa
ctgggattac
ggtttcacta
cagcectceaca
accttttgea
tgecagtctac
aagagatggt
acagtacaga

catttaaagt
ttcecggtcat
cgetgtggeg
ctectettgg
cggctgtace
ttatgcatga
gtaattcage
gacgtegeag
ctgtctectce
ccggeacacg
agggtgggge
gggaccttgg
gagggtcgee
gggcgetgga
gggcgaggge
ccetggggee
ggcgcgagtg
cacttcectee
aggaataggt
ttgcataaga
ctegeatett
aaaaaaagac
acctettgac
agccattgea
gagagtggga
caaagacagqg
tggttgcact
tacacatcac
gtcatttttt
ctaaaggttt
cattgggctt
ctgtgttatg
tetetgagte
ttttgttcag
tagaggttgg
gtaaattcat
atatccacag
gtgggaggat

ggaattgggt
gaaaggaaag

cccacaaaqgqg
gaaaattgag
aatttgtgece
tttttgagte
cactgcaace
gggactacag
gttttaccat
tcteccaaag
tctaacatat
aatattcaat
aattgctatg
gaatttagct
agtcatgace
tgtctctaga
aggtggggta
tggttttett
ttggagttge
ectectecete
aggtgcecege
tattgaccag
aagtgctggg
actttgtcag
tgggggagcet
gagactttac
tgtagaactt
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gccttgacgt
ctteecectece
gagggaggag
cteecgeeett
gcacacgcac
cggegtgect
ggtttecgga
ccgagggaac
cccteggete
cgecagcecceqg
egttggggag
ggatgttgtg
ctgagggaag
gggaagttte
gcacteggtt
ctggggacgt
gggggtcgga
gcttgecetg
gtgtctgteg
atcaagttte
tttctaggtt
aaaataaaat
attgtecettt
tttactggat
gttttetgte
ctggecttga
gaagttaaca
tetgtgecat
taattaaaaa
acatagtctg
gaataaageca
acttggttca
agcacattta
tttgcacagt
agcecttgatt
gaatcttttg
tgecaggecat
teecttgagte
ctagagtcta
gaggaagaaa
acttgtgagg
geccaaaggat
teccttetgta
agagtettge
tetgectect
gegtgegeca
attggecagg
tgctgggatt
atctgaacag
aaacaggtga
tctaacttgg
atttactaat
taaatgtcat
aagttgettt
gaggtggtga
aggtgatgtg
actctatcac
ccgggttcaa
cactacgeee
getggtcetea
attacaggcg
agttgctatg
gataaatgtt
acttgtgeta
ttetgttate

cacgcactge
teccceccogag
caccgaactg
tctectaget
tgggacctet
cggccagget
gctgeggegg
aagccccaac
ggagaggccc
gcctctegge
gectggggac
atggacgcetg
actetteggg
gttettegga
geggeggeag
teceggecace
aagcgectcee
ttecegetece
cctgeagect
ctgtagggaa
aaattatget
cceccatcaac
teccaaatacce
tgtggtgttg
tecagagccaa
aaaaaccatg
agattcaaac
atcaggtegt
tgtgtatagt
tgtatgggtt
aagcagaaaa
gecagtttte
tttccttatt
gggatgggga
ttagtctcta
ttttttatgt
ggtggtgecac
caggagttga
gtctaagcac
ggaaagaaaa
tgggtagtte
caagacactt
tattttgtga
tetgttgece
gggttcaage
ccacgccecag
ctggtcttga
acaggtgtga
taaaatacca
aaaaagaaat
gaagtgagga
gaaaagaaat
ttaaaccaga
aacttctetg
ccaactttee
caaatcaaca
ccaggetgga
gtgattcteg
ggctaatttt
aactectgac
tgaaccacct
aagaataagt
ttaaccatce
acaaggtage
atagaacgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900



ctattggaca
ctggagttgt
ggtggaattt
gggaggctga
ggtaaaacte
gtagtcecag
ctgcagtgag
ctccaaaaaa
gtgattactt
aggggaagcet
cactttggga
acacggtgaa
gegtetgtag
cggagcttge
ctecegtetea
agcactgatg
tgotggttaa
aactggagtc
gtgaaaaaag
caaaccacca
catttataaa
ggtgttctgg
cttattgatt
ggcttacaag
ttggtggtaa
agcagtggcet
agcccaggag
aaaaaaaaag
tgaggcagag
gtaaaaccece
agttecaget
gcagtgagce
cagtgectaca
aacatatgga
gecaactetta
tgtgggcgga
cctctactaa
actcaggagg
gagategtge
agaaaaaaaa
ggtattgegt
gatgttgeag
agggcagtga
ggatctgeca
ataacagtge
cttagcatag
caagaaaaga
atcagatggg
tgegttacaa
gccttgtgtyg
ggaaaggagg
gtcattaaaa
aaagacttgt
tattcagatt
aaattecttt
cagtggcget
ctcagectee
ttttttatat
ctcacattgt
gcacgectgg
atctgecect
ccataagaat
tgegtcagee
aaacacttgg
agtggactat

‘gtgctagget
ctagaaagtc
gataggtgta
ggcaggagga
cctetecect
ctactggtga
cegtgatece
aaaaaaaatt
acaaaagaca
tttaaaactt
ggcccagacqg
accccatete
tceccagectac
agtgagccga
aaaaaaaaaa
tttaatcata
tttgtacaaa
tgacattgta
tatagtgtge
ctcatatttt
aaccactgaa
agcagccteca
atggtgtaaa
acgtaagcgt
attgtttgag
catgcectata
ttcaagacca
gcaaaaacaqg
gtgageggat
gtctctacta
actctggagg
aagatcctge
ctgaatgeta
agaatgaatt
cocagecggyg
tcacgaggte
aaatacazaa
ctgaggcagg
cactgecacte
aaggattacc
caggcaggat
ggaccgaggt
gtggttcaag
cttectagte
ttatcttgta
tgectggeac
gattaattet
aacacctgaa
aaagttgcat
ttcagggage
ccaaggaace
taagttattt
aggaatataa
ttttgecagee
tttttttttt
atcttggcte
cgagtagctg
ttttagtage
gatcegectg
ccttcecaaat
acaagaaaat
aaatgacctt
aaagaactta
ttggtatgtt
caggtcagac
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gaatgctaca
tttttgeccaa
aagaatttge
ttgettgage
aaaaataaaa
gactaaggtg
gocacogeac
cctggtagec
ttgaatacag
tcggggegec
cgeggatcac
tactaaaaat
tegggagget
tatcgcacca
aaataaataa
gagtgcttac
gtaaatcagt
caaaggtagg
ttaagtgcag
atgtctttgg
agagtacttg
gtgagatcca
gaattaatat
aaagtgtagt
atgectceag
atcccageac
gectgggeaa
getgggeatg
cacttgaggt
aaaatacaaa
ctgagecagg
cactgcacte
catgtetteca
tetgttatgg
tgtggtgget
aggagatcga
aattagceca
agaatggeat
cageectggge
gecaactcttt
ccaaggataa
gtgtgctatg
actectggete
agaatctgag
ggtactgttg
atagtaagag
tttcaggagt
tagggtttta
tcaaggetga
tataagtaga
acagttetta
tgtecttttt
aatgtgtgtt
ctttctgttt
ttttgagatg
attgcaagct
ggactacagg
gacagggttt
ceteggecte
tececttttaac
aatgettega
getcatcact
tattttgagt
tgagggttte
ctattgggcet

gatcttcaga
agagggattt
ggtggtttat
ccaggagttt
aaaattagece
ggaggatcac
tccagectgg
cggtagacta
gaccaaggaa
gggcgeggtyg
gaggccagga
acaaaaaaaa
gaggcaggag
ctgcactcca
ataaataaat
tatgtgttag
gcatatgcec
tatecctgact
aagtgttttt
cacttaaaaa
agggacatce
ggaggatgge
ggtggttata
gcegetttagt
tttttaaaag
tttggaaggce
catagtgaga
gtggctgatg
caggagtttg
aattagccag
agaattgett
cagactgggg
gaggaaggag
tcagttctea
catgectgta
gaccatcctg
gegtggtgge
gagtcetgga
aacagagtgg
aattcagatc
tgaaatattg
ccagtatgga
tgaagtcaaa
cctetatttt
acgattcaat
cteggtaaat
gagagaaagt
taggatgaat
aggaacatga
agttettaat
teecettttet
agaaaagtaa
ttacatgtat
accaggttat
gagtcteget
cegecteceg
cgeccegecac
caccgtgtta
ccaaagtget
agectagcaa
cgatcegget
gaaattttac
attectaagg
atggtccaaa
ttaatcccag

gaaaggagag
caactgggte
gectgtaate
gagaccagct
aggcctggtg
ccaagcceaqg
gtgacagagt
ggagggtaag
tttecagttet
gectcacgect
gategagace
gtagccggge
aagagcgtga
gcctgggega
aaataaaact
gcacaggcct
tetgeectag
agtttgattt
tgaggatttt
tttcaccata
ccgaatectg
attgctggge
tactetttgt
cagtatggece
gagtagecata
cgaggcaaga
ccactttgtt
cectgtaatece
agaccagect
gtgtggtgge
gaacctggga
gacagagtga
aggttatgag
tttgtcatgt
attecageac
gctaacacqgq
agacgectgt
ggcggagett
gactececatet
agcaaacatg
tecgtttteca
agtaggacag
cagatctggg
cttatctgta
aagataatgt
ctaagttett
catcattatt
aggaattcett
gggtgcagag
ttaggagaac
gttaataatt
taacatgecta
cectgttaatt
cttggagaca
ctgtcgecca
ggttcacgee
cacgeccage
gcecaggatgg
gggattacag
aagaataata
ttecttectyg
ctgacetttyg
tgattgctat
gttactatag
tteotgeoctte
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gttatgagge
ccaaataatg
ccagcacttt
tgggcaacgt
gegtggacet
ggggttaagg
gagaccctgt
taggggagaa
gttettttgt
gtaatceccag
atecctggeta
gttgtggegyg
actcgggagg
cagagcgaga
ttggagcega
gattgectga
gggagttatt
ggtactttgg
tgattggata
acttttgagt
aagaacttet
tggcccagee
tagacacctt
acatggtect
tegggecagyg
ggattgettyg
tetttaaaaa
cagcgetttyg
ggccaacatg
acacgecctgt
ggtggagget
gacattctga
gectgggaat
taggattact
tttgggagge
tgaaacteeqg
agtcccaget
gcagtgaget
caaaaaaaaa
ttgagagecea
tgaaactgga
gggagacgac
actgaatect
aaagaagatt
ggataaaatg
actaaatate
gaggggettt
tccacgaagt
gettaaaaca
taaaccaagg
gggtttaaat
ttataaaaaa
gacttgettt
tatttattee
ggctggagtg
actctectge
taatgttttt
tctcaatete
gcgtgageca
aggaaggtaa
ctacceccag
aatttttaac
tgtagttttg
cagttaaaag
tcttagacct

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
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800



tgggectgtt
ggteccacttg
tagtgeccggg
tttgagacag
tgacagcctt
ggctacaggt
gtecacgttge
ggctcacgee
ggagttcaag
aaaattagcc
ggataatcge
tacagectgg
ttagggtggt
catggtgget
agaccagcect
ttgtggtgge
ttgaacccag
gagacagage
aactaaaatg
ccactaatga
actaaatgaa
aaaggaatag
tetgeattge
aaaaatggat
gtttgagggg
aaccttattt
tgaagctggyg
tgtgtgtgeg
tttecetgtec
agaaccacce
aggcaggaaa
gecagecagag
ttgtggagga
tectgaaaact
ggtgtcagee
cctetcattt
tgaaagcttc
ttttagecaaa
tectetececa
taaaccaaac
tttttctact
atcagttttg
acattaacca
cagcactttg
tgeccgacttg
cgegtgectyg
aggcagaggt
tcegtetcaa
taggggcagg
aatctggctg
gagaatecget
ccagectggg
ctgecagaaat
ccctaagttt
tgggaatgag
ttectetttg
atcagttttg
agtaaatttt
cttateccttg
tacttecatat
cagcaaatac
tgcaaataca
atggtagtgt
accctgagat
aacaaaaaca

gttttcactt
tagagtaatt
cagacaggta
gttetcacte
gacctectag
gtgtgctacc
ctaggctgaa
tgtaatecea
accagectge
agttgtggtg
ttgaaccegg
gtgacagagt
aacgcttata
cacgectgta
gcccaacata
gggtgectgt
gaggtggggg
aagacteegt
gtaatatetg
cccaaaggag
tagggatggg

gtaaggcaaa
ccac a.gt cca

taccacccaa
aagaggaatg
tgagtcaggt
agetgattge
tacatgcaaa
tgtaactttce
agettgtcca
gaaaaggcag
cttgaaagag
ggagtgcaaa
gatttggatt
acctgtttec
ttattacaaq
ctaaaatgeca
cactttttet
caatgtaate
aaagtgcaat
tgtggtttag
catttgggcc
aaatgaaaca
ggagaccaag
gtgaaatcct
taatecceage
tgcagtgagt
acaaccaaaa
tggaataatt
ggtgcggtgg
tgaacctggg
ctatggagca
atceccaggtg
teccaatggga
attggagatg
cctaggaaag
tcattcagtt
gaaatgaatc
ggactcttte
gtatgcatge
accaaactect
tgtgtatata
gtgcctgtaa
cacaccactg
aaaacaaaaa
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ctetggtttt
gagaggatga
acattcaagt
tgtcacctag
gctcaagtga
accctcaget
ttactcttat
gcactttggy
ccaacagagt
gtgggcacct
gaggcggagg
gagactctgt
cataggggca
attccagcac
gtgagaccce
agteccaget
ttgecagtgag
cacaaaaaca
ttagatatta
agaaagaata
ggacttacat
ctgtaaattce
tgattaccte
ggaattgetc
attagagttg
aaagaaggtg
tgcacattac
tgtacatgtg
ctttgcaaac
tgaaacaggt
tgettttett
aaagtaaacce
ttattagggg
agtgaaggta
cgetttgttt
agttggaaga
tgttttttca
gacagaatct
ttgaaaacce
attgcattga
acataataaa
tcttttcate
taattaggag
gcatgtggat
gtttctactg
tactetggag
cgagategtg
aaacaaaaac
gaagcattct
ctcacgectg
aggtggaggt
agactccate
teectgggteca
gttcatacct
tagggtagag
attaatgecta
ctagactcca
agtacaaaag
ccagggacag
aaacatgtta
gtattttget
cctcatgttt
tccecagectac
gacteccagee
aactacagag

cagtttectct
agcaagatga
gctaataatt
gctggagtge
tecctectgee
aattttctaa
taaaaactat
aggccaagge
gagaccccece
gtaatccecag
ttgceggtgaa
ctcaaaaaaa
ggtggaataa
tttgggagge
gtectectacta
acececgggagqg
ctgagatcege
aaaaacaaaa
caaagtcagg
attagcagat
tctgttagag
ctgtttacac
tcecettattt
cocgacceaga
gttgtgtcte
ggagtgagga
tcagectgaat
tatgagttag
taatctgtat
tectetecacece
ttttectgge
ttectgggaaa
gatgtttggg
agcccaattt
gattgatttg
tttgagtetg
cattttttet
aaaageatta
aaatgttage
gttagcattg
tatttcatet
agtatgttta
gccgggageg
tgecttgaggt
aaaatacaaa
gctaaagecaa
ccactgeact
aagcataatt
ggagccagaa
taatcccage
tgcagtgage
tcaaaaaaaa
gcagtgecce
ctatacccag
aagatccata
atecttaacca
gttttettta
atatgtagta
ctagttacct
ttetetgggt
ttttgtecact
aaaaaatcta
tegggagget
tgggecacag
tagtattcta
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gtccacaatt
tgcatatcaa
actattatta
agcggtgaga
tcageccttcg
tttttttgag
aatatcagge
gggtggatca
ccgtetetac
ctactecggga
ccgagategt
ccgaaaaaca
aacataatta
cgaggcgggt
aaaatataaa
ctgaggcagg
gecegetgeac
aactgteata
caaattatga
tetaacctaa
gaaattgagg
aaatgccectt
taagtaatat
aagtgecaggt
aggaagaagc
ggcatccegg
taaatgtgece
ttggaggggt
tcagaacagt
catctccececa
cgtatgeggg
taaacggett
tagtttttgt
aggaaaacecc
attagtttgt
aacttgageca
catgttcatt
gacttttett
tgtgtaaatt
aaatagtcgg
cagactgact
gggaaagcac
atggctecacg
caggagttca
aaactagctg
gagaatecget
ccagectggg
agggtggtaa
ataatcaact
tactcaggag
cgagatcgeg
aaaaaaaaaa
atagattceca
tgagaatatt
cagtctttgg
cagatttgta
ttgtaatacc
agtggaaagt
actatttatce
gttgttecctt
ttatettaga
catagtaaaa
gtggtgggag
agcaagattce
ggctatgeat

gtggaaacga
gtactttgca
ctatttattt
tcacagctca
gggtagetgg
tcaggatcte
cgagtgcggt
cctgaggteca
taaaaatata
ggctgaggea
gccactgcac
aaaagcataa
ggaggtcggg
caggagttca
atttagecctg
agaattgett
tecagectgg
tcaaaaacta
ttcatggcag
tgggaaaaaa
ctgtcatata
ctgataaatc
ttaacacatt
agtgttgaag
caacaggagg
tggccaggta
ctcacatctg
agacctttat
gttgcagtta
gttttagaga
gcaggaagaa
ggettececta
agaagccatt
tgcccagtcet
ggtattctga
cctgettegg
ttgttttget
gttttcecect
accteteccg
cectttgaatt
ttetegacaa
atttattgaa
cctgtaatee
agaccatcct
ggtgtggtga
tgaacctggg
caacagagac
cgettataca
gattaagaat
gctgaggcag
ccattgcact
aatcetgttt
cggacgttta
ttctgagtaa
gttaaacttt
gtaagaatgt
aatattttag
tagtccgecac
tetectgagt
ccatatatag
gaatacteaa
ttageccagge
aatcacttga
tgtctcaaaa
atcataaatt

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
9860
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700



tgattteccta
ctcaggaaga
tgtctgacat
ttaategtaa
taccccecattg
gcaggaattyg
ctcattectgt
ctccegggtt
cgtcacaatg
ccaggatggt
gaattacaqqg
cttgetetgt
tececegggtte
gccaccacge
taatattaga
ttactctaaa
agacagcettce
aatecattett
gcagtggeat
cctcagecte
catttttagt
catgatatge
cggetctatt
ctettgttge
ccgaattcaa
caccacacce
getggteteg
attacagttt
ataaataaag
taagaatcce
gtectgatgta
gteccttggte
tttggattag
gtaagtggaa
tectgtttact
acattaccag
ctacagacga
tgtettaata
tttattcteg
gatagcagag
tccaagtttg
aacacctact
tgattgactg
tttttgagat
tcactgecaac
tgggattaca
gggtttcact
tecagtctece
tctatatggg
atgtttettt
acttcactta
tgtgtgggag
ctatgatgtg
tcatagaaaa
actttatggg
tttttttttt
teggeteact
ctagatggga
gacggggttt
ggectcocecaa
tttaaaaatt
tctgtecacce
ggctecaagtyg
cataccegge
tttttgagat

atgataggca
agecaacagyg
ttgtttttgg
tatgtatact
cacttaaaca
taccccccac
tgcccagget
catgccatte
ceceggetaat
ctetatetee
tgtgageccac
tgeccaggetg
aagtgattct
acagctaatt
caactgtcag
gctcaaattt
ccttectttea
tetetttttt
gatctegget
ccgagtagcet
agagacaggg
ccaccttgge
atttetttte
ccaggctgga
gtgattectet
gtetagtttt
aactecccaac
tgageccacet
gggccatgag
tgggttattt
gtttatctgg
cttagtttga
tgaagtcatg
gagtagacat
cttettggta
attaatgttg
ttectggtaaa
aagttaactt
ttaattgttt
atgagattta
catccatgtg
tgatagggtt
gaaaacgcaa
ggagtttecac
ctetgectece
ggcatgcacc
gtgttggtca

aaagtgctgg
tgtgcttttt

ctagattcte
cattgtggga
ctgaaggaca
taatgaggte
gettgteteae
tcagatttat
tgagacggag
gecaagetetg
ctacaggege
caccgtgtta
agtgctggga
aatagacttt
aggetgagtg
attctectge
tagtttttgt
ggagtttcac
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tagatgattt
aggaacctta
gettatatga
atttggaaat
ttaacttggg
aaacccataa
ggagtgcagt
tcetgectea
tttttgtatt
tgaccttgtg
egeacetgge
gagtgcaatg
cctgectecag
tttgtaattt
actcacagtg
tatcattgge
tttttgagaa
tttttgagac
cactgcaace
gggattacag
ttttaccatg
ctecccaaagt
tttetttett
gtgcaatgge
tgeetaagee
gtatttttat
ctcaggagat
gaceccggttt
agcgaagagt
gettaaaaag
ggteatecte
gaaatgtgge
tccacagggt
gtagtgaatg
tgcacgtacc
gttttgtttt
gaatagectt
ccagttatta
gcataacaaa
aaaacaggta
tagtcactta
gttacattat
tgtgaatteca
tettattgee
caggttcaag
accatgectg
gactggttte
gattacagge
agaatttaga
tetaagegtg
ttataattte
aaatgagata
acttagtttt
ttggggagat
ctttttaaaa
tetegetetg
ccteccaggt
ccgeccacgat
ggatggtctc
ttacaagegt
attattttta
cagtggtgtg
ctecagectee
aattttagta
tetttttgee

gcctgggegg
ttttgagtca
ataaatctgt
gtggcettttt
gataattaaa
accgecaatt
ggtgcgatct
gccteccaag
tttagtagag
ateegecege
cggttttett
gecatgatcectce
cctcctgagt
tagtagagat
gtggatacaa
aacaaatatt
aatatctgec
ggagtcteac
tecaccteee
gggctagcag
ttggccagge
gctgggatta
tttetttttt
gcgatctegg
teccgagtag
tagagatggg
ctgectgect
gettattatt
ttgagaaagg
aagaaagaat
acaggcatag
tttacaaggc
ttagaaaatg
agggaaaatg
tgaatattaa
aaggtacttt
taagttttaa
catgtaacgt
ttcaaaggga
atttggctac
acatttetgt
cttggecace
tgettecagac
caggctggag
cgattctect
gctaattttt
aaactcctga
atgagccace
tcatgggcta
tattetettt
atgagtagtg
ttctectgaag
ctaagtacat
cactcatctt
acttaaccat
ttgeccagge
tecatgececatt
gccecggectaa
gatctcectga
gagccaccge
ttttatttta
atettggete
taagtageta
gatacgtgtt
caggctggag
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caaattagcg
ggttccaaag
acacatatat
agttaacaga
tgagtetgte
tttttttttt
gggcccactg
tagctgggac
teggggttte
tttggcctee
tttttttttt
cgetecactge
agctgggact
ggggtttcat
actttctecaa
gtecagttget
agtatcccag
tetgtecacece
aggttccagc
ccacacctgg
tgatcttgaa
caggtgtgag
ttttttgaga
ctcaccacaa
ctgggattac
ggtttcteca
cagectccca
tecttttaaat
ttggtctaaa
ctatggatet
cagatattet
ccatagaata
tttttgtttt
ttttagagat
ggatatttta
ctgactgetg
aagtgttgac
atataaaget
aatttgettg
tagcetggga
ccttatetgt
tecaggttete
tgggttettt
tgcaatggea
gecectecagget
ttgtattttt
cctcaggtga
gcacccagece
tceccaacac
ctttecetagg
gaattteett
agtggttaca
tatacatttt
ccatcttgac
aaagctcaat
tggagtgtag
cteectgecte
ttttttgtat
cctegtgate
gececeggetea
tttttgagge
actgcaaact
ggattacagg
ttetttettt
tgcaatggeca

ttggetgtgt
acagaaacat
ttttaatgtt
gtgecatgttt
acttggacag
gagacagagce
taagctcage
tacaggegee
accatgttag
caaagtgetg
gagatggagt
aacctocacce
acaggegtgt
taataatcat
attectgattt
ttecectgaac
ttggtttate
aggctggagt
aattctcctg
ctaatttttg
ctecctgaccet
ceattgegee
tggagttteg
ccteecgecte
aggeatgtge
tgttggtcag
aagtactggg
ttaaaaaata
ggttttaaca
gcetgagagg
gattcagatg
taaagtcttc
agagataaag
ttetttttat
tgaagtcatg
gggttaatte
ttatttcaga
cteattttee
gcagagatca
gtttgaagat
aaatgggaat
tttggetgag
tttttttttt
cgatetecage
cecgagtage
agtagagacg
tccacctget
caggctaggt
aaactggata
cacagccace
aaccttetet
tecatgcaaaa
gataagattt
tattatttaa
taattttttt
tggegegate
agcctecetga
ttttagtaga
caceccgecte
attaatatat
agagtectege
cecaccteceg
tgecetgocac
tettttettt
tgatctcgge

11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600



tcactgcaac
tgagattata
ggtttcacta
cecteccaaag
taaagcagtg
cettacttte
caactaatga
tatttttatt
ggttgeagtg
cctgecteag
gtccatagtt
gatgatgtat
ctgtgetceca
tctecatagt
tcagattgge
cttgataggt
ttgtttatca
tatgaataaa
tcaaggagtg
caaactatat
ctgttactee
taatgggtgt
gtttcactcet
cgecteceag
gcacgecace
taccecagget
tgttaggatt
agacagagtt
caacctcege
tataggegee
ttcoctecatgt
gcctoccaaa
actgtgaaga
ctgggctece
gttgtcteet
gectectetee
gtgcaageca
cattcaaage
cttgactcat
ttgtacaaaa
ggctcacgee
ggagttccag
aaaaaattag
geggaggttg
attctgtete
accaaacaat
teccageact
tcaggaatte
aaattagecca
gagaatcget
ctagectgga
tecatgectat
gaacatggeg
tgcectgtaat
aggttacagt
cgtctcaaaa
tataatccca
accagcctgg
ttggcagecat
gcccaggagt
ctgggccaca
aattaaaaac
ttgagggtaa
gcagcactat
tggataaaga

ctcegectee
gttgtetgee
tgttagccag
tgetgggatt
ttagttttac
tecececacaact
accaactecga
ttattattat
gcatcatcat
tcteoccaaag
tacattacat
atttgccagt
cctattcatt
tttgtetttt
ttetttcagt
tgtttetttt
aacattcacc
gctgetataa
caattgctag
tcaaagtgac
acatcttcac
ataatggtat
tgttgccetg
tttcaagtga
atgttetget
ggtcttgaac
acaggcatga
ttgetcetgt
ctectgagtt
cgccactacg
tggtcaggcet
gtgctgagat
cgtgttagee
agctecctgea
gtctacttge
ctgtetgact
gaaatctagg
atcagcaaat
cctgactttt
cacctagaaa
tgtaatccea
accagectgg
ctgggtgttg
cagegagetg
ttaaaaaaaa
ctcaccaaag
ttgggaggee
gagaccagcec
ggtgtggtgg
tgaacctggg
cgacagagca
aatcctagea
aaaccecatce
cccagetact
gaaccgagat
aacaacaaca
atgttttggg
gcaacataga
gtacctgtag
ttgatagttc
gagtgagacc
aacaagaaca
agcattgaaa
tcacaatage
aaatgtggta
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caggttcaag
accacgcctg
gatgtctcga
acaggcegtga
agaaaaatta
tctattatta
tacattatta
tattttttag
agcttgctat
tgttggaatt
tteactetgt
acacaattat
cctetgetga
ccagaatgtc
aaatgatatg
cattggtgag
tgaaggatag
acattccagt
atcatatggt
tgtaccatta
cagcatttag
acctattaaa
getggagtge
ttectectgee
aatttttttg
tcctgagete
gccacecgeac
tgaccaggcet
caagcgattc
cetggectaat
ggtcttgaac
tacaggtgtg
gctgtgatga
tectgectgea
ccaaaatata
tcccecatecta
aatcatecctt
cectgttggtt
gtttctgett
tactggataa
gaactttggg
ccaatacgta
tggtgcacac
agatecgegec
aaacaaaaaa
aaatgagaag
gaggegggea
tggccaatat
caggegectg
aggcggaggt
agactctgte
ctttgggagg
tctactaaaa
cgggaggcega
ctegecacceg
aaaaaccaac
aggctgagge
cctcatcace
tcctagetac
gaggttatag
ctgtctctta
aaaatgctge
agcaggcagt
aaagacatgqg
catacactgt

tgattectcet
gctaattttt
tctettgace
gccactgegg
tgtggaaagt
acatcttgea
ttaaccaaat
aggtagggtc
agcctgaaac
acaggtgtga
tgagecattet
ataaaatagt
accactggeca
atatagttgg
catttcaggt
taatacteta
acatettggt
gcaggacttt
aagagtatgt
tacattcecca
tggtgtcagt
attggttttt
aatggcgcaa
tcagecteee
tattttagta
aggtaatcca
ctggectcaa
ggagtgcagt
tcctgecaca
tttttttttt
tceeccegttet
agccacegtg
ctagcaagtg
aacttgacat
actcttaaac
aataaatggt
aaattcectg
ctacctctga
tatgttaggce
actgggctta
aggccaaggt
gtgaaaccce
ctgtaggtgg
actgcacttc
agaaaaacag
atggetggge
gatcacccga
ggtgaaaccc
taatcecage
tgcagtgagce
tcaaaaaaaa
ccaaggtggg
atactaaagt
ggcaggagaa
cactctagte
acatggccaa
aggaggatcg
Zdaaaaaaaaa
tcaggagget
tgagctatga
gaaacaaaac
tttttgttat
aatagatttg
aatcaaccta
ggaatactat
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gcctcagect
tgtatgtttg
tegtgateeg
ccagtctaga
acagagagtt
ttagtatagt
tectgagttt
tcactgtgtt
tectgggete
gccactctgt
atggattttg
tttactgecce
accactgate
acatacagtg
ttecttecatgt
ttgtatggat
tgcttccaag
tcacctecte
ttagttttgt
tcagcagtga
gttttggatt
tttggagaca
tcteggetca
aagtagctgg
gagatggggt
cctgecteag
tttttttttt
ggcacaatct
gcectectgag
tttttaatta
caggtgatce
ccececgectgt
tggccecteeca
cttcectcaa
ttttectctet
agaccacecat
ttetgtetta
agtttteteca
taaatgcecct
acagggaggc
gggtggatca
acctectacta
tgcatgettg
agcetgggtg
gaaaatctte
gcggtggete
gatgggcaga
cgtctetget
tactcaggag
cgagatcatg
aaaaggctgg
cggatcactt
tagetgggea
tcgecttgaac
tgggcgacag
agtgcagtga
cttgagtecca
tattttttaa
gaggtgggag
tecctgecact
aaaacaaaaa
tgagttgtag
ctgtttaaag
aatgcceate
gcagccataa

cccaagtage
atagagacag
cctgecttgg
ctttattttt
tecatatacce
acgtccctta
attttattte
gtccaggcca
aagcaatcct
ccagectgaa
acaaatgtgt
tagaaacccc
ttttataata
tgtagecttt
ttttttgtgg
ataccacatg
tttgagcagt
tggataaata
aagaagctat
gtgagagttc
ttageccattt
gagtttcaca
ctgcagectce
gattacaggt
ttcactgtgt

cttecccaaag
tttttttttg
cggctecactg
tagctgggat
gagacgaggt
gectgectea
tttggetttt
cccagteget
gtaacttgta
gecaagtttgt
ctactecttt
tctetgettt
aatactgtta
gaaaactctt
ccggtgtggt
cctgaggtea
aaaaaaaaaa
aacttgggag
acagagcagg
agaagcaaaa
acgcctgtaa
tcaccegagg
aaaaatacaa
gctgaggceag
ccactgtact
gtgtggtgge
gaggccaggt
tggtggtggg
caggaggtgg
agcaagactce
cttacatetg
ggaatttgag
ttagctgggt
gatcacttag
gcactccagce
aaagaaactg
cccaagttte
agatttactt
agtgacaaat
aaaacaacga

15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
15020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500



gatcatgttt
cccaggetgg
aagcaattct
tggctaattt
gaactcctga
gccacegtge
atecttageca
gggagctaaa
cttgagggtg
cttaatactt
cctatataac
aaaggctggt
ccagettgge
tggtggtgea
ctecaggagge
agggegagac
atatctcaaa
agtgtgatct
gtcttttaga
tgtaacagtt
ttagattttt
tgaattectg
tcecactactg
ttgtatgttt
taaggaaggg
ttetctatge
attcaaatat
ttgttcttat
aaatatatga
tgctgtttta
agcaagccat
agaaacggge
tgtagggaag
taggactttg
ggtttttttt
gcaatctcegg
tccecgagtag
ttatttttta
ggctggagtg
acttetectg
ctaatttttg
ctectgacet
agecacegtyg
tagagggaca
gatgctggtg
ctttettttt
gcagtggtge
ccteagecte
tatatttegt
caagtgatce
cecggteact
gcaggaggag
gtttttagee
aggagaagcc
gacatgcatt
atgttcatat
ttgttttgaa
tactattaaa
ttgggagget
ggtgaaacce
tagtcccage
tgcagtgage
tcaaaaaaaa
taaaattatg
atcactatgt

ttgtttgttt
aatgcaggtyg
ctgcctcage
ttgtatttet
ccteocatgate
teggetgaga
aagtaatgea
tgataaggac
gagagtggga
aatattttat
aaacttgcac
tgcattggga
taacgtggag
tgectgeagt
agaggttgea
cttgtcteaa
cctagtecate
actttcttag
ggacaagaga
taactttata
atttttatgt
ggctecaagtg
ctectggetg
getttacecace
cagtttatge
taaaagtgtg
ttgagecattce
ggggcttaag
acaatggagg
gatagagggg
ggagatatct
aaggtgtgtt
gaggcaaaga
gattttttee
ttttttggag
ctcattgcaa
ctaggattac
tttattttta
cagtggegeg
cctecagecte
tatttttagt
taatttatet
ceagecagga
aggatgaaag
gectggatta
tetttttttt
aatctecagct
ccaagtaget
agagacaggg
accegectea
tecagatttt
ggggaggaag
tcaacatgtg
ggctgggaga
ttagacatcc
tageggatgg
agaaagtggg
atagetttaa
ggggtgggca
tgtectetact
tacttgggag
caagatcacg
aaacaaaaaa
aattttttte
tagtaaaaat
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gtttgtttgt
gcacgattte
ctcececgagta
agtagagatg
ctccecaccte
tecatgttttt
ggaacagaaa
ttgtgaacac
ggagggagag
caaaataagc
gtgtaaccec
ggctgaggea
aaaccctgte
cccagetace
gtgagectgag
aaaacaaaac
caagtggttg
attctcaaat
gtgctaaagt
ggaaatgecct
ttttagagat
atettectge
gaagtttaga
ttaacatttg
tgttatatga
ttetagattt
tgtagttgct
ttectagttg
gcgatgagta
tgtcaagaga
agggaaagag
ccaggageaqg
gagacatctg
tgagtgggtt
acaaaatctt
catctacttce
aggcttggge
tgtttatgtt
atcteagete
cegagtaget
agaaacggga
gctegeettg
ctettatttt
catccaggee
aggctgegte
tttttgagac
tactacaacc
gggatcacag
ttttgececatg
gectectaaa
gaagacagag
agagagagag
caggaatgga
ggtttttaat
aggtggagat
ggctagagac
gectgaataat
caggeeggge
gatcaaaagg
gaaaatacaa
gttgaggcag
ccactgcact
aaacaaaaaa
ttatggaagt

gttgttctag

ttgtttttga
agctcactge
gctgggatta
gggtttcace
ggecteoccaa
gcaggaacat
accgaagacce
aaagaaggaa
gaacagaaaa
tgtacaacaa
aaacctaaaa
ggcagagcac
tctactaaaa
agggaggctg
attgcaccac
aaaacaaaac
tacgatttta
actgecaatg
ctcattattg
tttgtttatt
ggggtcttec
ttecagectee
ttttaattta
catgcattat
agtgaattaa
ttgaaaaact
ggggaaatag
atcatattgg
ctgtaaagga
cattgtgecag
cetatecaggt
agaggggaca
gggcaaaatg
ttgagcaggg
gectetgttge
ctgggttcaa
caccatgeeg
ttttgagacg
actgecaacet
gagattacag
tttecacettyg
gecteccaaa
gaaaggatet
agttagecta
agtgggaggt
aggatcttac
tecgeectect
gcttgegeeca
ttgectagge
gtgetgggat
ccaacaggat
actggagttg
gttgtcactt
gaaggggttg
attgaagagg
ataaatttga
ttagaaagga
acggtggete
tcaggagttt
aaattagecca
gagaatcact
ccatcectggg
aaaaaacttt
tggactcottt
ttgccgaatg
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gatggagtet
aaccteegec
caggtgccct
gtgttgggca
agtgccggga
ggatggagcet
acgtgttete
accacagata
gataactatt
acccectetga
taaaagttaa
ttgaggeccag
attcaaaaat
aggcaggaga
tgcattccag
aaaaaccetgt
gtgtetgeat
ggcacatgte
cagtttaaga
tatttttttt
tatgttacecc
tgagtagetg
aactecttcta
tgtacctatt
cectectatgg
tacttaattt
cagtgaactg
aaggagatac
gaattcagca
agacctgaac
ggagagaaga
gcetgtgagea
gattgactgg
gaatgaaatg
cgaggctgaa
getatgetee
gegaatttet
gagtcteget
ctgeceteecee
gegectgeca
ttggecagge
gtgctgggat
gtaatgtgga
gteocagetat
togtgagaaagqg
tetgtctece
gggctcaagt
ctatatceqqg
tggtctcaaa
tataggeetg
ttgttaatgg
aagttaagge
getagaatgg
gectttggata
cagttggcta
gaattgteag
gtgecatagag
atgectgtaa
gagaccagec
ggegttgtac
tcaaccecggg
caacagagca
aacagcaaag
cattattaag
caataaacca

tgetctattyg
tececcaggtte
ccaccatgece
ggctgttett
ttacgtgtga
ggaggetatt
acttataagt
ctggggttta
gggtattggg
catgagttta
aaaaaaaaaa
gaattcgaga
tagccaggtg
attgcttgaa
cctgggegac
cactttggga
atcaatattt
atgaaataat
aaaacaattce
cttttgagge
aggctggecet
ggactagacqg
ttgggaaact
gtetectact
tacttcagtt
tcattcattt
aagaatgtct
atgaaaaaag
ggggagatgt
gaagtgaggg
gtectaggge
aggggagagt
tgggecgtgg
atctgactet
gtgcagtgge
tgcctcagee
gtttttattt
gtgtcaccca

ggttcaageca
ctacacctgg

tggtctegaa
gacaggtttg
gaatagaagqg
ctaggtaaga
gctecaccette
aggctggagt
gataccccca
ctaatttttyg
cteetgaget
agecattgtg
attaggtgtg
teatttecaag
gggagactgg
cattaagttt
taagtgtctg
tgtataaacg
aaaataagtt
tececageact
tggecaatat
cgggcacetg
aggtggaggt
agactccgtce
cctectteett
totacattca
gcteagactt

19560
19620
19680
19740
19800
19860
19520
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400



agtggcctaa
taacagecagg
agcggctggg
gcgatgacte
cecttttgece
aaatcaggtg
ggacttaget
aatgagagaa
ctgectecaaa
gecccaggta
agtgacctga
cattgagececa
cgecagtgget
aggtcaggag
caaaaattag
taagagaatg
attaatgact
tttggccaaa
tggecctega
tettttgaaa
acagtttatt
tatatatagg
gtggccateca
gtgtgtgcaa
ggtacgtggt
aggaaagagc
ggactagggg
ccacccagag
ggtggggggce
tggaggctgg
aggacaactt
taccaaaaaa
gttactcagg
getgtgateg
tgaaagtcat
acagagccetg
ttgagetggg
aatcagtgat
attecteaga
actttagttg
ttatgagceca
agccaagact
gttaatggag
tgtgagggee
tgagtgeccag
aggatgtegg
ctgagtgcta
tgttetetee
ccagetacac
cttaagataa
agtaggggtg
aaaatggect
ccectatgea
cctgagggga
taaatateta
agggaatcga
attgecectet
catectgaata
gagtcacett
cagaagatgg
gacctccecac
acttgtetgt
atecttgacag
tacagtgtac
ctggeacctg

agcagcaatce
gatggettgt
ggtaataatc
aaaggctgat
ttgggtttet
gaaatgacat
agattcaaag
tttagggececa
agttecatagt
tattgttcca
ataaatttga
tattataggt
cacgectgta
tttgagaceca
ccaggtgtag
gettaagtte
tacatageat
gataacagta
gectggaaaa
agtttggcag
agaaaaatac
ctgatecttte
tetgtteagt
gtgtttattt
tgecagecaga
ctcagatget
tggggttagg
aaaaaagcat
aaggaggaga
gtgccatgge
gagcccagga
aaaaaaaaaa
aggctgaggt
tattattgea
ctgtaggcectg
agataagggt
gagtgctgtg
tettgatcat
atatttteta
taatteacte
gacactatge
cttettgtet
tecacagtact
agtggcagge
gaacttagec
tecatgcotagt
cgtgtteatt
cctttetata
gctaagtgat
caaatettgt
tggecaagate
ggaggcaage
ttttggetet
tggeaggttt
cttgetttte
gettgacagt
caatgttgge
ccaaatgeea
tgecectteag
atgtetgect
caggattatt
ttaaagettt
gagagectte
tgetteatta
getttgtaga
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atttgactat
ctttgetetg
atctggaatt
ttcagctgag
cacagaatgt
ctcgeegett
gaagggaaca
tgttatcecaa
tecetttgact
tgtaagtgac
gaaaagaatc
ttatgacttt
accccaacac
acctggccaa
tggegggecac
tetttatetg
tttagatcag
cccacaggtt
tectgacatga
cctgtttetg
tttgettete
aggatgecagt
aggggaggtg
ggtgtcttaa
gagctgctece
tatatatgta
gagagcctgt
tttaggcaaqg
taagttgact
tecatgectat
gttegagace
gaaaattatc
gggagggttg
ctecagectg
gagagaggaa
aaagattttg
attttactet
tettgaattt
attgggegea
cagtegttea
tggatgeecag
tecatgggget
tgggtgcaag
aggagcctgg
accagctggt
aatgagtaca
agctegatga
gatgaggaaa
cgaagtggtg
tttttagect
aagtttgtgt
acacagatgt
gatgtttetg
tacecatteag
ctacagtatt
aatttataga
actecctgeca
caggaacctg
tcagtcacea
caaaacactt
gcagectgag
tcazaagactt
tececageetee
gaaccctgga
gctccteagg

gttegaagat
cgatgtetga
ttetttacte
actgtagace
ggctggttet
tcagecatget
aagacccccet
ccaccacaaa
gaaggactte
caggactace
tteettectet
gagactcaga
tttgggagge
aatggtgaaa
ctgtaatcce
ctttatttea
tggatgtttt
tttteecaget
caatgtgett
actcctatga
tccaaacteg
tgtcatagttg
tacttetgta
gttagecctgt
tcaagtgaag
ccgtggggat
ctgacagaca
aacaaatatg
tgaaggaaga
aatecgcagea
atcectgggea
cagacatggt
cttgagecca
ggtaacagag
ctggaagggg
cattggacaa
tattgaagaa
ttcaaacage
gtgtecteac
ttecattecaat
ggttcagggt
ttcagtecag
tcatggtgat
tgtttttgag
accagccata
aacacttaca
atttgtacag
ttaaggcaca
gaaccaggat
aagaacagag
cttgaaaagg
tgggagacag
cctgattttt
ctggagtaca
attttgagtt
acaaacagtt
tgacatttac
ggaggttgtc
agtccecatea
acaatgetge
ggatettttt
accccattge
tettetgeeg
gattattatt
agattectgag
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geegtgggea
ggtctecactyg
ctgtatetga
acgtgeectac
ggagaatgag
ctattgagttyg
cctetcagag
tgecttetga
tatatatceca
ttagtattte
ccagtaagca
aatttaaatt
caaggcagge
ctecatetet
agctacttgg
gttgectete
tgtgattett
actegetett
gctcaaccta
aggtgaatte
aaattcaaga
atgeocatget
atgggaggtg
gggaagttet
gaggtagaat
tcagagtgaa
caagaaaggg
aaaaaggaac

caacacttat
ctttgggagg
acatggtgag
ggcatgtgec
ggaggttgag
caagaccctg
ctaaagttgg
tgagatgtta
tecactgaagg
aaaactggaa
ttgggagaac
acctattttt
aggacacgct
catagtggtt
ggtgatagaa
gacctgaaga
cgagaggggec
tgetgeacge
caaccctgtg
aagaggataa
tecaaatecat
cagtcatcag
tetetetace
ttaacagcte
ctettgecte
aacecctgaac
gctgtggetg
tttagagact
catgetgage
acttacteet
catgtagete
tacctaaatt
gaaatgtaaa
ccttggaaga
tggtectectt
tgctagttet
gegtattecag

ggaatttaga
agaaaactca
tgtcotggget
ttgtggecte
acttcecaatg
gaacagttat
agtggggcat
atttgaggtt
agcatcgtca
gtatagggaa
ctgaggtaag
cttggecagg
agatcacttg
acgaaaaata
gaggcetgagg
ttagatgaat
ttatttgage
ctecectteag
ccactgtttt
ctecageatte
taaccaaace
ttteagtate
gtggttatgt
aaatcaggat
caaageccaat
agecagteatt
atggataacg
aaagtctgtg
gaaagtcace
ccgaggtagg
actgagtcte
tgtaatecea
gctgeagtga
tetcaaaaaa
ctgagtagtt
gtgtgtgttt
attattcettg
gagttggeet
ctggctacac
tcagcaccta
agtgagcaaa
atgagtccaa
ggaaggeatg
aggagcagag
agagccagcece
tattgggete
aggtaagcac
ataactggea
gcetattetge
gagggtttta

cacagtgtgg
ttgecatgge

tgectetttt
cetttttggt
taatgtettg
gtgtggccca
atgtgaccge
cectttctet
tgtaatgtea
gggeagecac
tcaaactate
aagtgcagat
gtacagtete
gggetaagaa
agttgagece

23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300



tgatctetge
ttattattet
gttttgetet
cgectecegg
ateccaccace
ttggtcagge
gtgctgggat
ggteccactyg
gtatatattt
ttgggagaag
acagatttee
tcactecctgt
accctggttg
acacagaatt
aaaatccaag
ggttggtttg
ttttgetett
gccteoccagyg
tgtgccacca
tcaggctggt
tgggattaca
agtagetggg
ggatcgcettg
aatttaaaaa
agactgtgeg
atcacttaaa
caggctggag
ccattetect
gctaattttt
atctcctgte
agccaccgea
gggataaaaa
tgtcaagtgt
taatcattac
tgttttgaat
aggtgaaata
ctetecttaa
aagagtgtge
acacttaace
gtttaagata
tgggaggceg
atgaaacecece
gagtcccage
tgecagtgage
ctcaaaaaaa
gaacaataac
acaaccatta
tactgaagag
atgtcaggea
cacaccacac
ggaggtcatc
ttttgtagag
tgacaaateca
cttctttaga
gctcactgeca
agcatgggece
cggtgttgee
ctctecaaagt
tattcaaatt
teoatttttac
aattgaacat
tttgtctett
gtcttaaate
ataagtgtac
taattatgaa

tctgattteg
ttggecteac
tgttgeccag
gttcaagaga
atgcctgeta
tggttttgaa
tacaggtgtg
tecagaggtte
tttagtgtca
atgttgtgag
aggtatttga
tgecctgeate
tecectecctg
agaatagcat
tactagtatg
tgggttactt
gttgectaqag
ttcaagcaat
tggccageta
ctcgaactcc
ggcgtgagee
tacggtgggt
agcctaggag
aaagaaaaaa
ttatgattce
aatctttttt
tgcagtggeg
gectecagect
tgtattttta
ctecgtgatce
ccecggecaaa
tagtacctat
ttaaaacage
ttatttcgac
atcacttagt
cgtatggaga
attaacatge
attgaaatge
cctagtgaat
agaaatatct
aggtgggcag
etetttacta
tactcgggag
tgagattgtg
aaaaaaaaaa
tgcagetcetg
ttgattttaa
aaagcccatt
ggagttttgea
tgatacagag
tgatgcacaa
ctcagacctg
tgtttgttac
gatggggtct
gtctcaatct
accatgctag
caggctggte
gctagaatta
ttgtcatatt
aagcttgate
tacagtaatt
taggaaatca
ttacaaaggt
ttattttgag
tggttaaatt
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aggttctegt
tttagecateca
gctggagtge
ttctectgee
atgtttttgt
ctectgacgt
agccaccegtg
caatttggea
gccagggtgg
gagacaggtt
ggggecacte
ttcttgetga
gatgtgtttg
ccagatgtgg
tctattaaaa
aaaaatcaac
ctggaatgeca
teccetgect
attctgtatt
cgacctcagg
actgagectg
cacatetgta
ttcgagacca
caagactect
agcteecatge
tttttttett
cgatectegge
cccaagtage
gtagagacgg
accecgecteca
tcacttaaaa
ctgatagggt
gcetggette
tgctctttaa
gttttecacct
tatttgatca
caaatcacag
atgtatttta
ctgatggatt
ggctgggtge
atcacgaggt
aaaatacaaa
getgaggeaa
cccacageat
aagtaagaaa
aggatctgge
ctttacaaca
tggtagtgaa
cccaggecca
gaatgtgtet
atttggtcetg
ttcttaggea
ttttaattta
agctctgtca
gctcaagtga
gctaatttta
ttgaactcct
taggecatgag
agtagggaac
gtecattggtt
atagtaattt

aaactagatt
actatttgga
ttatgtttta
atgaatgact

tatatttatt
tctgaggaat
aatggegtga
tcagecctecee
attttttagt
cagctgatcece
cccagecgta
ctggtttggt
agacctctgt
ctagtectag
ttetgtaatt
gcaaaatatt
gttgttttag
gtetgttaca
taccataaga
taaaattett
atgacacaat
tagecctectg
tttagtagag
tgatccacct
gccaaaatte
atcecageac
gectgggcaa
atagtggtga
ctttactacce
ttttttgaga
tcactgcaag
tgggactgea
ggtttcaccg
gectcectecaaa
ttectgtgect
tgttacaatt
ttgtaaaaag
ccaaggttet
tttactettt
ggtcaccacc
catcactgac
cttagcaggg
aacctgettt
ggtggcttta
caggtgattg
aaattageeg
gagaatggtg
teccageectagg
tgtccatgaa
accagcagca
gttottcaaa
ataccattec
teccageteec
ggttggggaa
ttttgtgggt
gctttaacaa
gagggaatta
cccaggetgg
tectectgee
aaaaaatttt
gagctcaage
ccaccatgee
tataactcaa
tttaatttta
gtttecagatt
tatatataga
cttaaaacta
aacttgaaat
ctaatagttt
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aatgatcacg
tttttttttt
tetecagetea
aagtagctga
agaggtgggce
accecacctag
getttecgaaa
tececcaggeat
attacttcat
agtgatttat
catgttttte
caaggtctte
tgttecattt
gctagactac
tcacattgge
ttttettttt
cttggcetecac
agtagctggg
atgaggtttt
gectcagect
ccacttteta
ttttggagge
gatggccaga
agaacagaca
tgtgttgtga
cggagtcttg
ctectgectee
ggtgeeegece
tgttagccag
gtgttgggat
cagtttctec
atgaaatgag
tgctatataa
tattttteat
ttaggaccta
cagctcteet
teccttececte
aaagctgatt
ccaggacact
cgcctgtaat
agatcatect
ggtgtggtgg
tgaacccagg
gcaacagagt
agggagacce
ccagcacaga
ggagagagag
caaagacaaa
gtctctactg
gtggaagtgt
tttecttgttt
tcaactgtge
ggtttgttaa
agcgcagtgg
tcageccteea
tttgtagagg
aatcectett
tggecetttac
gttttettat
aagcaaatcce
gggcactcaa
cttcttattg
tgaaattgtg
tcecattetta
aaagctacag

aaaaaattta
ttttgacaga
ctgecaaccte
aattacagge
tttcacagtg
gcececcaga
tttgaaacct
ctttettget
ggggaagaat
cctttetegt
tetectaace
aactccteac
caattttgat
tagatcctte
tagttacaat
tgagatggag
tgeccacctet
attacaggca
tccatgttgg
cccaaagtgce
atactectgt
tgaggetgga
cgeceatetet
tteccgaaaac
ctttggataa
ctctgecgee
caggttcaca
actacaccty
gatggtctcg
tacaggcgtg
tctgtaaagt
caaataaqgta
atcatagcta
ctttttettt
gagcecateet
gacctecett
ccgatatgat
agtgattate
aaggaaatgg
cccagcactt
ggctaacacyg
cgggegeetg
aggcagagcet
gagactacat
tgggggaaag
gggatgetgt
tteccctgttt

tagctaataa
tecttteece
tececcaagtgg
tagttttagt
actcagtaat
getettgete
tatgatcaca
tgggactaca
caaggtctea
ccaccttgge
ttecttteata
agattgatgt
tgttatatgt
gtgttaatat
caagtatcta
tgecttactat
atgtctagag
tatttattta

27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27200
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200



tttatttatt
tagtggcacc
ctcagecetece
atttttagta
aggtgaccta
acagtatttt
ttatgaagat
ttccttecta
caaataaatt
gttgtattga
tettttecagg
caggcagatc
tctctactaa
ctccagagge
agatggtgee
aacaacaata
agcactttgg
ggcagetggt
atgtttacta
tgtaaaaaaa
tttaaaggaa
tcacecaage
tcaagtgate
caacatgtea
attttetttt
acatatetet
tttatacttt
aggcagcaga
taggtggtac
agatcacttt
cctecacccte
aagttttatg
tatatctttt
tttttcagte
cttgctgttg
agtctttgat
tacacccacc
ctttgaattg
ctctettatg
gttctgggge
ggcattgaat
caggcttaga
agattaactt
ggtcttttee
tggctagtca
aaggagaaga
gctttaagtt
attagactaa
tttttttttg
ggctcactge
agctgagact
agggtttcac
cagecctececa
ttttatggaa
tgacttgege
gagtttgaga
tagccgggeg
atcgettgaa
ccegggtgac
tacttactag
ttagttatgt
gttagtttga
tatagtggga
ctgcatttgt
atgcctgcag

taatttattt
atcttggtte
caagtggctg
gagacaggct
ccctectcag
aatgtggact
tgaatgtttt
atctacttge
ggggttteca
aaacaccaat
ccaggegeag
accteaggtce
aaatacaaaa
tgaggcatga
actgecactet
acaaaacatc
gaggeccaaaa
ctetatttga
cacaataaac
aaaaaatata
ttacatcaac
tggagtacag
cteceececcte
gtttttgtte
ttatattttt
taaaaggact
ggttgeecttg
taaaacacag
ccaaaggaaa
ctgttctgga
gttgtaaatc
aagctgtgta
ggtttcatta
atctttacgg
gtaggttatc
gacttgetgt
ttgcctttgt
agceccatat
cacccagagt
tcaatgaagt
gaagtgttge
attattecegt
gtaatttgaa
agtaaaacag
tectectgtga
ctatggaagt
atacttttat
gaagtaaaac
agacagagte
aacctctgee
acaggegecce
tatattgget
aagtgctggg
aaaactacta
ttgtactcce
ccagectgge
tggtggggca
cctgggaggt
agtatttecat
cectectetg
actggaaatqg
aaatgcaaat
tgetgtttea
atccaagaca
tcccageact
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tttgagatgg
actgcaacct
ggattacagg
tttgccatgt
ccteecaagg
ctctgtecate
tectetagegt
agatacttca
aatcttaata
agaaacaaaa
tggctcacac
aggagtttaa
attageceggg
gaatcacttg
agcctgggcea
tetttteagg
caggagggtc
acaaacaaac
tttaaaagaa
tatatatata
atgtcaattt
tggtgeaate
agcecteccaa
tgecatagtgg
ctaaatttte
ggttectata
atcactggge
gtatgetcta
atgtcatgac
ttattgtatg
cactagtgca
gtaaatccct
gattcaagta
taataagtte
cccaagggac
ttcatttttt
acagtgeatc
aatgtcctaa
ggtagttgge
agttattaag
ccaattctag
agatatgaag
aaaccaaaat
ttacagtaaa
ctgctgttaa
atttgcatat
ttteccectgt
atgaaatcag
tcactcetgtt
tccecaggtte
accaccacgce
aggctggtet
attataggtg
gctggtttct
agcagtttgg
caacatagtg
tgcctgtagt
ggaggctgea
ctcaaaaaaa
teccecageta
aattagataa
attcatgecat
tgatttaatt
aataattaaa

ttgggagget

agtttcgctc
ctgectegeg
tgtatttcac
tagcctgget
attacaagca
cattatgetg
gaattgettt
gattattttt
aattatgtgg
tagttetttt
ctgtaatcce
gacaagectg
tatgatggeg
aactcaggag
acagagtgag
ccaggtactg
gettgagace
aaacaaacac
tatgcagetg
tacacacaca
ttatttttte
acagctecact
agtgctgggg
gatggtggga
cacattgaac
gaattcagtyg
ctttectgac
tttaaaatge
acattgcaaa
agcctgattt
tggatgtgaa
tttgtaagtg
tataaatgag
ccaattagac
tgagaaattc
tcttttetet
tactatctge
ggcagectat
actcaagttg
tcacaggett
aatgtctaat
taatgtagtt
tgaaattgtg
gctgettgge
ttaaatatgg
tetetecttg
agaataacta
tcattgttgg
gcccaggetg
aagcgattct
ctggctaatt
caaactectg
ttagececactg
gttttaagaa
gaggccgagg
aaacccegte
cccagetact
gtgagccaag
aaaaaaaaaa
aaaataagaa
ttttcaataa
gaccccagtg
tggacectteca
tagtcetattt

gaggtgggag
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ttgtcgececa
ggttcaagtg
catgcctgge
ggtctcgaac
tgagecacca
tttatecctgt
ctettacttt
agaacgtggt
ccctecagtgg
atgegettta
agcacccetgg
gccaacatgyg
catgectgta
atggaggttg
attctgtete
tggctecacac
aggagtttga
aatactcttt
tattaatget
caaacacatt
ggagacaggg
gcagecttga
tcacagaceca
tatggatgtt
attattttat
caagaaatct
agcaaagaag
atgtatttat
gtggaacaga
tegtectctct
gtacaagtct
gtctigactg
aactgtaact
aatagttatt
ctgttttgaa
tcagttatag
tgacttaacc
atggagtaat
ttcctcagat
ggggagaaca
aaaatttttt
agaacttagt
aaataacatg
agtgatttte
tttgtageta
aaaatactac
ttaaagtatt
tgcectggtg
gagtgcaatg
cctgectcag
tttgaatttt
accttgtgat
tgeeccagect
ataacacagg
cgggeggatc
tetactaaaa
cgggaggetg
atcgeccecac
aaagaacaca
cagcaacaac
cttacacgtt
ttaatctatg
gggagtagac
ttggetggge
gatcgettga

ggetggagtg
attctectge
taatttttgt
tecectgacete
cacctggect
ggtgaaaatt
tetecattttt
atggtgagaa
gattagcagg
aataaaaatt
gaggctgagg
tgaagegecg
atcccageta
cagtgagctg
aaacaacaac
ctgtaatcece
gaccagettg
tcatagaaaa
atgactccaa
ctgaaataga
tetegetatyg
cttectggee
ccacacctgg
tttatetttt
aatettteaa
tetgtgttte
aggttagtgt
aataaaagta
agttatcttt
ttecegecttce
taactttaaa
cgtttctcaa
ttggacagac
tgttttatga
aagtccaaaa
aaaacaggat
tgagtaaatg
gaattgtett
aactttgtgt
ttecatectat
taaaaacceca
ggagttettt
ggctetttga
ctagacactt
agcagcctgt
ctggtetttg
acctatggtg
ccttettttt
gcacgatcett
ccteccaagt
tagtagagac
cegeecaccet
ggtgctttaa
ccgggtgeca
acgaggtcag
atacaaaaat
aggcaggaga
tgcacaccag
attattgtac
caaaaaatce
tttaggatat
atggagcagg
tgtgatgect
atgatgecte
ggccaggagt

31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31820
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100



tcaagatcag
ctgaacattg
gcttgagece
gtgacagaga
ctggagttta
cacegetttt
acatatgtaa
tectttettte
agtgcagtgg
ctgectecage
ttgtattttt
cctegggtga
atgcectace
gaagttaatt
acatgaacaa
attttatatt
catgtggecta
caatagaatc
gcatagcata
ttttgagaca
actgeaacct
atetaatgge
cagcatatag
accactgececce
taacattgct
gcgatctegg
tcetgagtag
gtagagacgg
accegecteg
atttttaaat
tgataagagt
aaaaaaaaaa
gaggcaggaa
ctgcactcea
aatatttagt
attctectcta
aggagggaaa
cttegtagea
gtggctcaag
gagaccagece
gtgegeatet
aagttgagge
cctgtcteca
taacattttg
ttettttett
gecagtggcac
ccteagecte
tatttttagt
catgatcege
cagcetettt
tattctattt
tgggaggtac
cagtagcaag
ctcaggttet
cagcactttg
gggcaacaca
agcaatgctg
caggagttag
ttgectgectt
tgaaaaagce
gtatgtttge
attggacctt
cttetetttt
ggcacgatet
acctettgag

tetgggeaac
tggettgtge
aggagttgga
gagaccctgt
ttacaaaaag
tggctacatt
tgttaagttt
tttcotttttt
cacgatcteqg
ctcccgagta
agtagagatg
tccacatget
aatgttaagt
ttaataatat
gatactttac
gacagcatag
gtgacteccat
tacataaatt
agtcaggtca
gagtctcact
cecatgtgagg
ctttgattte
tatgcacgte
aggcagcatt
tttttttgag
ctcactacaa
ctgggattac
ggtttcacta
gecteccaaa
taattaatta
tcaagaccag
ttagctggge
aatcgettga
gcctaggega
taatttatag
tttgctttac
ataccttgga
aaaaaaagag
cctatactet
tgggcaacac
gtagtceccag
tacagtgage
aaaaataaat
gatatattaa
tttttttttt
gatctcgget
cctagtaget
agagacgggg
ctgecttgge
taacttttta
ctgttggatg
tacctgeact
aggggtatte
gtcagaaaac
ggaggttgag
gtgaagaccc
cctgtactce
aggttgcagg
gagaacagaa
agtgctaact
gtgtgttcag
ggtctgtaca
tttttttttg
cagctcaccet
tagctgtaat
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aaaatgagac
cectagtece
ggttacagtg
ctcaaaaaat
cagttggttc
gtctagagta
tettttagtt
ttttttttga
geccactgea
gctgggacta
gagetttgec
ttggeetecec
tttctagtag
attttattta
attcttttgt
ttcagtttga
actggactgt
ggcatattat
tgatgetttt
tggtcaccca
cagattttaa
ttacagaggg
agccactget
tgtcctgtgg
agggagtctt
cctecaccte
agacggccac
tgttggecag
gttctgggat
taagcaggat
cctaggcaac
atggtggtge
accegggaga
ttecatetea
aagegtattg
tgagecttttt
gctgtgetge
tgtaaagtat
tggcacattg
agtaggacce
ttacttgaga
tgtgattgaa
aaataaataa
atgaaataaa
ttttttgaga
cactgcaace
gggattaaag
ttteacecata
cteccaaagt
agtatggcta
ctgetgectt
tecectgaata
tgagtctgte
ctgatceccag
gcaggaggat
tatctetaca
cagctgecttg
agttagaggt
gacctgctgg
aggtgettet
tectetecatta
taccttecate
gagacagagt
caacctctge
tacaggecatg

cttgteteta
agctactcag
atctatattt
aaagtctgtt
tttttttaaa
gcagtgtteca
tctttttett
tatgcagtct
acctcegeet
caggcatgtg
atgttggeca
taagtgctgg
ccatattaaa
acccaatata
ttttcactaa
agcagccaca
gtaggtttag
gcagatttet
agtctatgag
ggctggagtg
cttggeccta
caatcaatac
tttactctgg
caggtgaatc
getgtattge
ccgggttcaa
caccatgcte
getggteteg
tacaggtgtg
ctcactgtgt
atggtaaaac
gtgectataa
ctgaagttge
aaaacaataa
gcctaattgg
caccagtgga
acatgtaaag
ctecattaata
ggaggctgag
cgtetctaca
ggctgaggtg
ccactgeact
taatatgttt
atacattaaa
tggagtcteg
teetectect
gecatgtgeca
ttggeccagga
tectgggatta
ccagaaaatt
agattattaa
tatgettgag
ccccaaagag
gccaggegtg
tgettaagec
aaaatttttt
ggaggctgag
teccacgateg
ttttgttgee
tegtgeette
aatgttetca
tttggetetg
tttgetectag
cttecaggtt
tgeccaccacg
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caaaaactac
gtccctgagt
gccactgeac
tttaaaatta
tcattttttt
ataaaaataa
ttettttett
cactctgttg
cccgggttea
ccaccatace
gtctggtete
gattacagge
agaagtaaaa
tctaaaatat
gtcctcaaaa
tttcaagtge
agtttcagta
ttgtatgecac
gcagattttt
tagatgcaca
atgcaaatat
atgeccatggt
ctagtgetta
ttagggtgga
ccaggctgga
gtgattctece
ggctaatttt
aactcctgac
agceccacegtg
tggeccagact
cetgtetact
teccagetac
agtgaggtga
caacaaaata
ggcaaatacc
atttaagccc
tacacaggag
gtttttgtag
atgcatgagt
aaaataatca
ggaggatcgt
ccagectggqg
tgtatgttca
attaatttca
ctatgteate
gggttcaage
ccacacccag
tggtctegat
caggcgtgag
taaaatgcat
ttattcaatg
agctcecacca
ggagggagaa
gtagcttacg
caggagttecg
taaaaaaatt
gtaggaggat
caccttteat
agtttgetea
tectgagaate
ctatcccaga
acttgtaatt
ttgecagact
caagcaattce
cctggctaat

aaaaaattag
taggaggatt
teccagectgg
attttaaaca
ttaggagaac
gatccaagte
ttectettett
cccaggetgg
agcaattecte
cagctaattt
aaactectga
atgagccace
agaaatgggt
tatcattteca
tccagtgtgt
tecagtagececa
aatttgtatg
atcagttett
tttttttttt
atcttggctce
tgtaagagag
tacaatgett
gtgtacctgt
aggtggcaag
gtgcagtggt

tgecctcagee
tgtattttta
ctegtgatee
ceccagectac
ggtettgaac
aaaaaataca
ttgggaggct
gattgcacca
acattgttgg
ttattctgac
ttgatacatg
atttagaaaa
gctggacacg
ctaggagttt
gecagatgtyg
ttgagctggg
tgacagagtg
tatgttgcaa
cctgtttett
aggctggagt
gattcttctg
ctaatttttg
ctectgacct
ccactgeace
gtgtggectg
taaagactgc
gecgtettea
gtgeagecct
cctgtaatee
agaccagcct
agccaggtge
tgectgagece
tecegttacat
gtecattttta
aagaactcta
gaaccatctc
atttttagaa
ggaatgcagt
teectgectea
tttgtgtttt

35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000



tagtagagac
atctgceege
ctaattttag
ttcagaaaga
gggatgttce
tcccagacta
atcttectgg
cccaaccceca
taaaagggct
atgcactgag
ctetatttta
acttetggta
aaagagatgt
gaggcaggag
ctecacgaaac
tecectegggag
cctgggecac
caaggtgggg
gttggecttat
ccaggagtte
taaaaataaa
gtcacagacc
gacttgtgagt
tggcececaatg
tctacagtga
aagattggta
agacatgaac
atggggaaaa
tecttagaagg
atgtcttgaa
atccagtgat
ttgggttgat
ctgttetecaa
taatcggcte
gecctcageaa
acagcaagag
aagaactcac
cccacceccca
ttcagtatga
gattccatte
tatgetecagyg
tttccagaat
ataggccate
agggtttaaa
gattatgaga
tttttttttt
ggctcactge
gctgggatta
cgtttcacca
cagcctecea
ttaataatta
tgggttatag
ttetgtgttt
agggcatatg
gagattgace
ctacgaagaa
gacccgecaga
agtaacgaga
gctctgtata
agtaataaag
aggaagatga
taagtcagta
caggcatggt
cttgagectg
aatttttttt

agggtttcte
cttggectee
aacttgttaa
ggattacagg
tgaacctggg
agcaattttt
atccteattt
aacatecaat
gtggaggaga
ctggatgetg
tagacaaggg
gataatggat
gtggccagat
gatgacttga
attttttaaa
gctgaggtgg
agagcaagac
attgtgaatg
gcctgtaatce
aaggccacce
ataaactggg
tgacacctgt
gaacatatgce
gaatcagcta
cagcttcececa
agtccttctt
tecttaatgte
tgagatecagg
gecatgtggge
ggttgatttg
gtggtagaca
acttgtaatt
tttgctataa
atagttctge
gettecaate
caagagagca
tgtctegagg
tgatccagtc
gatttgggca
atagagcaga
cteactactg
geatactctg
ccagectggg
gcaaaacagce
gtgggtaata
tgagatggag
acctctgeet
caggtgcceca
tgttggecag
aagtgetggg
ttacattgat
catcaggttt
gtgtgtatge
cggecageaa
agcagtatag
tcaagecagtt
gtegggtgtt
atctatettyg
cttaccegtg
tgattgttat
ctetecactgt
gcttecctge
ggctecacgec
ggagttttga
aaaaactage
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caagttggtc
caaagtgctg
aacaacttgg
taattagetyg
acaactttta
aaaatagtta
atacttttaa
ttctacattt
aagaaaggaa
taggaatatc
aatagaaatc
tectagaaccet
ggggtggctc
geccaggagt
aaatgagtgt
gaggatctect
tectgtcttea
tgtttgtatt
tecagecacttt
tgggcaacag
agaaagaagc
gttgggcaat
acactttgagt
cagcagcttg
atggagctge
aagtgactct
atgcoettget
agataaaggg
aactgtcttt
gacctcattt
tattttttet
cececctttagt
agaaatacct
aggctatata
atggcggaag
agggggaggt
acagtatcaa
accttecace
gggatgtaga
taatggecaca
attttggttt
atttggtgaa
attacttatt
atatctgtet
atatctggaa
tectggetgta
cttggattca
ccaccacace
gttggtctgg
attacaggca
ggecattttat
getttgtttt
gteggettea
agaatcacat
cegecttectg
tettcaggta
agtgttettt
tattttcaat
agcatcatta
gttaatcata
tacatgttaa
aagaccagga
tgtaatcecca
gaccagettg
tgattgtggt

aggctggtet
ggattacagg
cctectattga
getgggttte
tgectggeat
ttatttgttg
acctgtagte
tggctacagt
ccgacatttg
tcaataccte
tgggagttaa
ggcataatag
acatatgtaa
tcaagaccag
ggcatggtgt
tgagececatg
aaaaataata
gttctaaact
gggaggccaa
gcaaaaaata
agggtcctec
ggctacttet
ttacagttgg
acacacggta
ggcagtttct
ccaaattgtt
gttcocattaa
gcacectttyg
gacacattga
acttgggcag
ctgaatgtga
taaaggaagg
gagactgggt
ggaagcatag
gcagagaggg
gccacacact
cagggatggt
aggccccace
tccaaactag
gatgteccage
aattecaggee
gggccaggag
tgtactaata
actttgctea
taattgtttt
gcccaggcetg
agcgattctc
tggctaattt
aactectgac
tgagccacea
tgectgagecaa
tetgtttttt
gagececattet
gccactttgg
caagagtcga
tgatgagaaa
cctggaagea
cacaggagaa
cctgagaate
catgttagea
atgtttgacc
tagtatactg
acaccttagg
ggcaacataa
ggcatgeace
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caaactcceg
cgtaageccac
tattteceatg
tecataccaga
ttttetttee
agtaggagaa
ttggaattag
acaggtttac
ttgggcatct
tgaggagtgg
gtaatttttt
ccacttgtca
tcccagcact
cetgggeatg
tgtgtgecta
atcatgececat
aaaaggagct
gggagaaaca
ggtgggagga
gagaccccat
ccagagcatc
agattgttta
gacccetgat
cctggagecag
ggccecttgg
aggtttcagt
aaaatgtatg
gtettgtaaa
aaccgectgt
atcctctata
attectgteat
agccacaggg
aatttataag
cagcatctge
agcaggcagyg
tttaaactat
attaaaccat
tcaaacagtg
atcacaggat
aactatttte
agtgttaata
gtgattcaca
aatctgacca
aatattttac
tttgttttgt
gagtgcagtg
ccgecteage
tttattttta
ctecaggtgat
tgectggect
gaagaatcta
tectetttet
ttatecattet
tgtttcataa
atgttctcta
ctgaggacaa
tctettttet
gtaattagece
acttctecttg
tgttaacgeg
ataatgggat
tgtaaagact
aggttgaggt
caagacacca

tgtagtececa

acctecaggtg
tgegectgge
acccatgeta
geatttecact
ttcoctectgttg
tctecaggeag
tgetetgtee
tgtgtataac
gttatgtgce
gaattattat
aatttcacac
teccagtgta
ttgggaagcc
ttttgtttgt
tagtcecage
tgcactcetag
gtgattatce
ggctgggtgt
tcacttgagt
ctetattttt
tttatceccta
cccctactgg
tttagecagga
ctececatcage
attgagagtc
ttgagtcaag
ggtacaggtg
geetttttta
atggtggtgg
tattctgata
agctagaact
gtgtattagt
aaaagaggtt
tgctggggag
tcacatggcee
cagatcteac
tecatgagaaa
ggggttacat
aagggaagta
ttecactttaa
tgacetggtt
gatgttggag
gagttaattg
aaatacaaca
ggtttttttt
gtacagtcte
ctececgagta
gtagagacag
cocgectgect
ggaataattg
acatgatgaa
tgatggtgat
teettttect
tetectggga
tcagcacaat
ggagaaacag
catttggcta
ctttetecaaa
tcacagttga
gteccactgat
acttettgac
cagacaagge
gggaggattg
tetctacaga
gctactecaga

39060
39120
39180
39240
39300
39360
38420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900



aggctgaggt
cgeccactgea
gactecagget
cgacagagag
cttteccttga
tgctgectgat
tggagattge
cagccactge
aaaatcaaac
aattaaatag
caccceccaa
cagacccaat
ttttttttet
ttggctcact
gtagctggga
cggggtttet
ccteagecte
caaactttca
caagggatgt
aacagcecagyg
agattgcectg
totttttttt
gecatettag
tccegactag
tttagtagag
atccaccgge
cttttttttt
atctecagete
caagtagetg
agagatgggg
ccgectegge
aaggatcttt
agtggtgaaa
tacttttetg
aaagcaaggqg
agaaacaaaa
agataaatat
gatgtaatga
tttgggagge
tgatgaaacc
gtagtcccag
ttgtagtgaa
aaaaaaaaaa
tttgeatata
aagtagtcgg
cctataatea
gtgaaataca
ttttttgaga
actgcagect
ggactacagg
atgggctctt
aaagagcetcet
ttgggagaag
ccacatgatg
aaggggccaa
aaacaatttt
attaattcat
aactgctttce
gggacccagt
gccggagtge
ttctecatgte
aattrtttgt
cctgacctea
ccactgtgte
cgaggtggta

gagaaaattg
ctccagecetg
aatgtgeett
ccttcaccca
tgaatacatt
ttttattete

ccggattgtg
ggceccaggtyg
aactttataa
atcaataatce
aatacattga
ggtttaaaag
gagacagagt
gcaacctcca
ttataggegt
tcatgttggt
ccacagtget
tagtacagat
tttcagetta
tgtagtaget
agcctcagga
tttttttgag
cteoactgecaa
ctgggactac
atggggttte
cacagcctece
tttttgagac
actgcaactt
ggactacagg
tttcactgtg
ctcccaaagt
ctaaacacaa
cactattete
agggatccag
acagaactect
ctaacaataa
ttttagaatec
aagtaaagat
caaggtggge
ccatetetae
ctactcggga
ccaagattge
aaaaaaaaaa
ctattggtat
tcataggaga
gggacatttt
cataacatta
cagtctcact
caaccacctg
cacatgecac
gccatgttte
ccaggcagaa
tgtagaaagt
ttttaattag
ctgctteggt
tactctetet
acatgtaaaa
tgetgetget
gaagaatttt
agtgacgega
tecagettece
atttttagtg
ggtgatccat
cggeectagt
ggtaacactt
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tttgagectg
gcggacagag
ctgttacaga
ggctctgaag
agttttaagg
ttteteteet
gceceggtgec
agacctgaga
tgagataaat
ataaaaatac
aaaactctaa
ttttgttttg
tttgetettg
cctecagggt
gtgecaccac
caggetggte
gggattacag
tattccaata
ttttatgagyg
cacgectgta
gttcgagace
acagagtcte
ccteegecte
aggtgtgtge
accttgttag
caaagtgctg
agagtettge
ctgeccteoeca
cgegegecac
ttagecagga
gctgggatta
gaaagaatat
agtaaaaaca
cctatgecaaa
tattatttac
caattggaac
tgecagttecc
ctgggecagg
agatcatgag
taaaaataca
agetggggea
gccactgecac
gaaagatctg
gtatgggaaa
cttttttact
ttetttttet
catttcaaat
ctgtcaccea
ggccctageg
catgcecage
ccaggcetggt
agaagatcat
tcagecatctg
tecatgectaa
ttgaaceccge
gttecteocaa
tgettagaac
gacatcacta
ttttttttet
ttteggeececa
aagtagctgg
agatagggtt
ccacctegge
gaggaatttt

actgtgcagt

ggaggtcgaa
tgagagccag
aatagtaacqg
cctttgttee
tgeccacagtt
acttatagag
tgtgggaaga
caaaacaaat
tattagatet
attgaaaaac
aaaaaagaaa
ttetgacaaa
ttacccagge
tcaagtgatt
acccagctaa
tegaactect
gegtgageca
tcattcaaac
ctggaaaaat
ateccageac
agctggggca
tectetgtegt
ccaggttcaa
caccaagcct
gcaggatggt
ggattatagg
tctgttgeca
ggttcaaget
cacacccage
tggtectegat
caggcgtgag
ttatcagaaa
gcaaaagata
aagaaaaaga
agatagatag
tagecaaggtt
ctaatcagta
cacgatgtct
gtcaagagat
aaaattaget
ggagaatcgce
tcectgggega
attecatagta
atatetggaa
ttetgtgagg
cegtgaccee
ttacctttgt
ggctggagtg
atectecectge
taatttittt
gttgaactce
gttcaaagac
attgggtcgg
cagtggggee
agccctgcca
tgggagtgat
agtatetgac
tecatcaccct
tttgagacag
ctgcaaccte
gattacagge
teaceatatt
cteeccaaagt
aagcagaaaa
gccctgtage
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gctgcaataa
tctcaaaaaa
accteceett
gttgtttect
cagtccacat
caggtatctt
atcacgecctt
cocetggtetg
actaaaaaaqg
tectaaaaaaa
gttccaccaa
ttttetttagt
tagagtgcaa
ctectgectc
ttttgtattt
gacctcaggt
ctgtgecegg
tttteccaaag
ccteatatea
tttgggagge
atgtagcgag
ccaggetgga
gegattetet
ggctaatttt
cttgatctce
catgagccac
ggctggagtg
attccocectge
taattttttg
ctettgacet
caaccgcacc
ccaaagggaqg
aggatgtett
aatgagggta
gtctteecteg
tagaaaggcc
gcagecagtaa
cacgectgta
tgagaccatc
gggtgtggtg
ttgaacctgg
cagagcgaga
gtaaaactaa
acacatatac
ggttttaceg
ctgettttta
aacctttgtt
cagtggtgtg
ctcagecctta
tttttttett
tgggctcate
agaaacagaa
ggaagacaagqg
ctggaagage
cttgetetgt
aacaatacct
acataaatge
caccattact
agtctecacte
tgeeteteag
atgagccacc
ggccaggetg
gctgggatta
ctgatatgct
ccaagaggtt

geegtgattyg
aaaaaaaaaa
cgececceege
agaataaatg
ctecatggte
gagaagccaa
ctacagactg
ggaggaatgg
aaggaaaaga
aagaaagtte
dagaatccaa
ttttettttt
tggegegate
agcctcaaga
ttagtagaga
gateegeceg
cctgttetga
tataggaaaa
aaacctaaaa
tgagacggge
accteatcte
gtgeagtggt

tgecteagee,

ttgtattttt
tgacttcatg
cacgccecage
cagtggegtg
ctecageectce
tgtttttagt
cgtgatceege
tggcttaatt
catgatgcac
ttaccattga
caaatattgg
aagatccaaqg
attgtataca
cctgttagaa
atccaagcac
ctggeccaaca
gtacgegect
gaggcggagyg
ctecgactga
atgtatgeaa
taaatcatta
tectttaatat
aaaaattgtg
tttttttttt
atcacagctc
tgagtagetg
tttggtagag
aactgatgag
atgtgtatte
ctagtcaagg
agtttaccac
aaccttaagt
tettcataga
aaaataattt
gtaggaaatg
tgtecacececag
gttcaagcga
acactgggct
gtctcaaact
caggcataag
caggtgtgag
agcacacagg

42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
43520
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800



catttgectca
ccacaagata
aggtaggaaa
aactgtgage
aacccagcca
gggctatttg
ttagagaaaa
cccaggecte
attggttaaa
ggattataag
tgtctaagga
tgagtgagtt
gaagagagtg
cacagggagyg
atgtttatag
ggtttctgtg
atagacatga
ggaaagtgtg
atcttggggt
tatggagcectt
tagaaaccag
ggaggcacca
teccatettac
cttcccaaaa
aagagaatgg
atccteccac
tagttaaaaa
gggceggtet
ggattatagg
gagatggagt
caacctccac
tacaggcatg
gtgteggtca
aaagtgctgyg
ttecatatget
atggggecte
acttcagect
ttetttttet
ccaagataat
ccctecagaaa
tgttttgaat
gctgaacatg
acctgtgtag
ctcaagccaa
ccccatagtt
caaccaccec
ggatgtcegg
taattttttt
ggcatgatca
tcocteoccaag
aaatttgtag
aagtgatcct
ctggecaaca
tgaggttttg
atectttettt
gaaagtggta
aggaggcaag
ttgaaagact
gtacgggtcc
tattcecteca
tattccctea
tattcecctea
tattcecteca
tattecetea
tattecectea

ggcagcacta
aaaataagtg
gecaaagtta
gtggcccaaa
cactcattta
tggecagggac
agtttgecaac
actgetattt
gatagaagag
tacacaaaca
agttgaataa
caggtgtgtt
tggaaacaca
gaaagttgaa
ctggaagcag
ggtgatcgtt
gaaaggaatg
gettgagectg
agagagactg
cagctgcecat
gectgetgete
gettaggtge
caatcagatg
cttectaagaa
ttgececataa
ctcagectee
aaaatttttt
caaactececa
tgggagctac
ttcacttttg
ctccegggtt
caccaccaag
ggcetggtete
gattacaggc
atttattttt
actatgttga
tcecaagtge
ttttccatgt
atettttaat
tatactggac
tttttgacat
tggtctetta
tgacagecace
acaagaaggg
ctgtgttcac
acagcagecg
aagagagtgce
tttttttttt
cagetcactg
tagecegggac
agatgggggt
cccaactcag
gggageette
getteatttg
acttetgttt
gagaatctce
tgaatattag
catttgtett
tcaaaggagc
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
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ggattttetg
gtttaagtca
tcccaaggat
tecageetge
tttatgecatt
tgtatgacce
cectgatata
tttetgttta
tggatgtaat
ctecaaagtga
gattteteag
tgggctgaag
ctgcatgcag
gttatcaatt
tggggagcca
aatcatgttt
aaggttaaaa
gtaaccatag
gatgtgcaga
agaccaacaa
ttgcttatgg
tgggttettt
agtcactgte
gtttgtatte
aactggetgt
caagtagcta
tttttttttg
gectecaagtg
catgectage
ttgcteagge
caggcgatte
ctcagectaac
aaactectga
atcagccace
tgttatttet
ctaggetagt
tgatattata
gctatttgac
atggaattte
accacgttta
acttgccecat
gtgccataaa
actgecctetg
tagttagggt
atgtgcattg
tggtgacgga
aggtgatgeca
gagacagggt
cagectegac
cacaggcatg
ctecetgtgt
cctctcaaag
tettggggat
aattectecte
ttttgtttge
aggatgactt
agatgttaaa
aactctgttt
ctggtcatta
tattcectea
tattcectea
tattceccteca
tattecececteca
tattecectea
tattecctea

ctgtggaasa
atttggatag
gttttecaate
tgettgtttt
atctgtggct
aggaaaccaa
aagctataag
caatacetgg
ccctgctace
gaaaaacaca
gaaaagaaac
cccaggecat
ggaagagttg
gtgtgaaaca
atacagtttt
tectceccttta
catcagctgt
gggcttteca
geagcacccc
ggcagaggga
taggccctag
gaagatetgt
actgtgggaa
tgtgggcttg
agtgtggect
gaactacagg
gttgagatga
atectectge
ccaagectgt
tggagtgcat
tecttectea
tttgtatttt
ccteaggtaa
gcacctggea
ttaattecatt
tttgaactee
ggtgtgaget
attttecaag
atcecctaggg
agtagacatc
gaggtttttg
gggggtttat
tttececttee
gggatggaag
acctcctttt
gaagcagecag
agttacaage
cttgctetge
cteteaggee
caccaccacg
tgtccagget
tgctggecatt
actgeectgea
agaaacttta
ttattttaaa
tgatttcaac
atctctagaa
agatcttaag
aggacaggag
ggtcaaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
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cotttgtatt
aggctccaac
gtacggatta
tgtaaatgaqg
getttggtge
aaatatttac
ttggttattt
catgetetta
aagggctgte
gaaaaggatg
atttgaactg
gctgagtgga
ggagtctggg
getttetgtg
ttacgaaggt
agtgtagtcc
attgttggta
atgecctgtge
caccecacee
taggcctcta
gaaggcaaga
gtgtacacag
gaagtagggg
gatagggacc
caaacttetg
tatatgecac
ggtectettte
cttggtttce
aatttttttt
ggegeagtct
gccteccgag
tagtagagat
tetgeecace
cgaacctgta
cattecattta
tggectecaag
gctacatceca
gtaccagcct
caggactttt
caacatctge
aaggcataga
ggtatgacct
tettgtgatg
ctgggtagag
tggcagcaag
atgectggage
ctegggeagg
cactcaggcet
caagcgatce
ccecagetaat
gatcatgaac
acaggcgtga
ggtecetgecat
tattttetgt
caggatctag
tataaaaccc
agtgagtttg
gcgggcgggg
tattcecctca
tattcecctca
tattcectea
tattcecctea
tatteccctca
tattecctea
tattececteca

ttatecectget
ttaccatggg
ggggtectgea
gttttttegg
tgcagtggca
cctetgtece
gtggecteaa
agtgtctaga
aggctagttg
tgtgteattt
aatttgaagg
tagcgggtgg
gtgaccaagg
ttggectgag
attagaggtg
tgcttgagaa
aaactagaat
cetgagttag
cageccatecca
gacctgcttc
gtgagaggag
agtectttecte
catgggtcac
atgggaaagg
gacttaaatg
catgececcage
tatgttcect
caaagtgecta
tettttbttt
tggcteacca
tagctgggat
gggtttectce
ttggectece
atttttaagt
ttcattecgag
cagteectece
geettettte
ccecttetee
tttttattat
tgtcataaat
ccatgtetta
gtgtagtgte
gcagcagegt
gtattectet
ggggceagge
agecaccttea
gagctttecat
gggctgcagt
tectaccetea
taaaaaaaaa
teectgggete
gccactgcac
gtatecttttt
tcecaaggaa
aacagaaaat
tcaagagtca
tgttgttgag
cgcaagggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
ggtccaggag

46860
46920
46580
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48900
48960
439020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49680
49740
49800
49860
48920
49980
50040
50100
50160
50220
50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
50700



tattcectea
tattecectea
tattcectea
tattcecetea
tattcectea
tattcccteca
caaccagtca
ccagatgegg
cgggatttca
ttgactaaag
tccaaccaga
aaaactecteca
ggaggcccge
tttectttet
ggtactatat
ttttacttta
ccaagatggg
aacacatcte
cececagetact
agtgagcgga
ctcaaaaaaa
aatgtattta
ggtttaactg
aatgacacat
aaaaattttt
ctagacatect
tacagtttat
ccecagtetag
ggcagtette
tggctaattt
aaattcctgg
tgtgagetge
ttacctteat
gttgecaccag
caactctaca
tactgaaage
tgggaggata
ctececetetee
accatcaaag
agtctcacte
ctecteecag
catgccacca
aaatttttgg
atagatttaa
attttgaaac
ggggattggg
aggatcactt
tacaaaaatt
actccatcte
agctactcag
agctatgate
aaaaaagaaa
ggatgctaag
gagetggete
atagacaagt
tgggctcaga
attttaatac
tagtaataaa
gccagtactt
ctggccaaca
gtgggtgect
gaggcggagg
aagactectat
gtaatctcte
tgagcegaga

ggtcaaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
gtgaccagge
agagtaaggg
gcgtettgtg
aatgtggtta
gcategtgag
cggacgagga
ccaacatctg
ttctecgaaag
ctccaacgtg
tttcggecag
cggatcactt
tactaaaaac
ctgggegget
gatcttacta
taaaaataaa
tattattata
tatttaacag
gececttttta
aaatgaaatc
gtcattatgt
attaggatca
agtacagtta
ccaccttage
ttaaattttt
gctcaaggga
cgtgcccage
ccagcatate
cttgecttag
tgagaatgce
agttttaaat
gaagtgccag
tttecacttte
aatgatggaa
tgtcacccag
gttecaagcga
tgcectggeta
gattacaggt
tgagettttt
ataatgtcat
tgttgtgget
gaacccagga
taaaaaacta
aaaaaactaa
gaagctgagg
atgccattge
gaaagaaaag
gceccatgatg
aaacccatct
taggatgagt
tgcttgteat
ttcttgtagtg
aggtaaaata
cgggaggtcg
aggcaaaatc
gtaatceccag
ttgcagtgag
ctcaaaaaaa
aggaggctca
ttgecaccact
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tattececetea
tattecectea
tattcecectea
tatteccctea
tatteccteca
ttttttette
agaagatgca
cataggtecgg
gcagaacttg
gagacagtct
tgagectggeg
gctggetgac
cctagategg
ctagattgaa
gggactttte
gcgetgtgge
gaggtcagga
ataaaaaaat
gaggcaggag
ccgcacacca
ataaagtttt
ttttaagtat
atagacaaac
agggaaaaaa
atcagcagta
atatacacat
tettttttte
tgcagtecatg
cttectecagta
tatagagaca
tcatceccact
ccaggatctt
ttactgcaac
gagaaacttg
tgtectattea
gecttectgac
aaaagagcte
tgtctttetg
tgatgctaac
gttagagtge
ttettagtea
tttttttgta
gtcageccact
ctcectetet
gtcetttgat
cacgectgta
gtttgagacc
gacatgtgce
actaaactaa
taggaggatc
actgcactag
aaagggctca
gtgaagggcc
ttgggagctg
aaagtaagtg
tttccagtga
cccageccec
aattatttte
aggcagatgg
cecatectetac
ctacttggga
ctgagactgt
aaaaaaaaaa
ggcaggagaa
gcactcecage

ggtecaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
cttegeagac
gcagctggaa
accacttece
cttggtttet
gaggaaatgt
aggettttgt
tggaagaggce
ctagaaaact
ttectgatctt
catattcaaa
tcacacctgt
gtttgagacc
tagccgggeg
aatcacttga
accagcctgg
tactttattt
attttactta
cttttaattt
ttcaaataca
ctagtagtta
tatgtatata
tttttttgga
gctcecactgga
gctgggacta
gggtcttact
tecggectete
cctttatatg
cettectgtg
agatacagag
tatcectcact
cagggaacga
aggagttcag
gtettttggt
ttctetettt
agtggcatga
caacctteca
ttttagtaga
gcacctggee
attcacttat
cagttgaagg
aatcccaatg
agectgggea
attacactte
acaggcatgg
actcatgtce
gecacagagt
tgtagttcaa
tggcaaagct
tetaatetet
ctaaattceca
taactccate
tcttagaaat
tggccaggeca
atcacctgag
taaaaatgca
ggctgaggea
gccactgcac
aaaaaaggec
tcacttgaac
tcaaaaaata
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tattceccteca
tattcecteca
tattcecctea
tattececctea
tattccecteca
atgcaagatc
cagatgcteca
cecatgtgtet
aagaagttcce
tttctgactt
cagcgatgga
ggcaacagat
ggtaaaggat
aactgcaggce
tttagcccaa
aatceccagea
agcctggeca
tggtggtgeg
acctgggata
gagacagagt
ggagaaactt
ataattcaat
tagttatttt
gaaaattaat
aaatttagtt
cacataaaga
gtcagggtct
gecttgacet
caggcatgeca
ttgttgecetg
aaaagctcectg
cttttectgta
caaggececta
cctgecactgg
aaccctgagt
agaagcttaa
aaatccctge
ctttgttaca
ttttaatttt
tettggetta
agtagctggg
tecgacctgec
taatatctet
tecettgtgea
ctgacattga
ctttgggagg
acaaagtgag
agectgggtg
tggcacacac
aggagttgga
gggaccctgt
gecccttetet
tgcacagata
ttttetgagt
tatttegtgt
aatgcctect
ttgagatttt
tggtggctea
gtcaggagtt
aaaattatec
ggagaatcac
tccagectgg
aggcgcagtg
ccgggaaatg
aataaataaa

ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtccaggag
ggtcaaggag
tgaatggaaa
ctgegetgga
cgetecacttg
tgctctggag
tgttttggtt
gtacgtgcag
tgectgeatt
gaaagaagct
ccacagaatt
gaattaaagt
ctttgggaga
acatggtgaa
cacctgtagt
tggaagttge
gagactccat
tgttttaaaa
taaggetttt
agtaatctaa
caagagaaga
gatgctcaat
tagaaattta
cactgtgtta
cctgggetca
ccaccacacce
ggctggtctce
gaattataga
atttgecactt
tagtgagecat
aaatttageg
gttgttaatt
gttctgggaa
agcggteecce
ctagtgataa
tttgagacag
ctgcaaccte
attacaggee
teggectete
attcttggag
tgttatcaat
aaaggcttat
cagagtcggg
atceccatecec
acagagtgag
ctatagttet
ggaggcagtg
ctcaaaaaaa
tcatgcaagg
gtgtgtgaca
ctttatgttc
tctgeatate
agtggtataa
aggaagggac
cacctgtaat
caagaccagca
gggagtggtg
ttgaacttgg
gcaacagagt
gettacacet
gaggttgcag
taaattattt

50760
50820
50880
50940
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51900
51960
52020
52080
52140
52200
52260
52320
52380
52440
52500
52560
52620
52680
52740
52800
52860
52920
52980
53040
53100
53160
53220
53280
53340
53400
53460
53520
53580
53640
53700
53760
53820
53880
53940
54000
54060
54120
54180
54240
54300
54360
54420
54480
54540
54600



tettttttta
atgtcactga
ccacaataaa
cccettetee
tggcaggata
ggaggagttg
gctggaggag
tgtececettte
tgacttetgg
gtggagegge
gtccagtteca
ctgagggaca
ggtgtcacag
ctctgattet
tectatgatt
ataatgtcat
agtaaggcett
gggtgaggtyg
cagcaaaatt
aaatgecage
cttttgtgaa
ggcttgaagg
aggctggtgt
gattcttgtg
ctaatttttt
caatctcaac
cecctgagtag
agacagggtt
ccacceegge
jAAAALAAALA
tagtgatctcg
ctcccaagta
agtagagacg
cacctgectt
attttaattt
cagcactttg
gaccaacatg
cgegectgta
gcggaggttg
ctgtctcaaa
agtgcagtgg
ttgeetecage
ttaaattttt
gctecaaggga
aattatagac
cttcaagaaa
ataggttgcet
acaagtaagt
ttgacagaca
caaaagtttt
getgggggta
tttagttttt
ttaattaacg
tgttgtagag
ctatgtggeca
atacegtagg
cttatgggac
ttccatacat
atataatgga
tgacgacatt
gcactttggg
aacacggtga
gcacctgtag
tggagtttge
atctcaaaaa

tttatttttt
actgtaaact
aaaattectt
atctecaccetyg
acgtcattag
cagcaaaaaqg
agaategtgg
cctcatctaa
tcatggcegt
ageectgeat
ctactaaagt
ctgttagggt
gcagtacact
gatgtcaaaa
gtagacctgg
ctattttetg
agtgatgggg
ttacttteac
tececetectea
tgcacageat
tetetcacaa
agtgatacte
gcagtggcat
cctecagecte
tttttttgag
tcactgcaac
ctggaccgge
tecteoecatgtt
cteccaaaagt
ttttttttga
gatcactgeca
gctgggatta
gaggtttecace
ggcctcecaa
ttttaaagag
ggaggccaag
gagaaactct
atcecagecta
cggtgaacgg
aaaaaaaaaa
catgatecata
ctecegagta
tatagatgtg
tcecteeccage
agettggect
aggttatggg
ggtcaaatte
actcctatet
tcatttgaac
caaaagcctt
cagatttgat
tacttgtaca
actgggatac
tatatagtce
gagectactg
caattgtaac
cacecatcata
agcatgtgga
atacgcaaaa
agaaaagaga
aggccgagge
aacccegtet
teccagetac
agtgagccaa
aaaaaaaaaa
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cagcateccac
taagatgaaa
gttcttattg
tatacatteca
cagaatctca
tttectacaa
agctgtttag
aaaataccta
ggcgcgtgag
gcecatgeat
caggtaggee
gagggtagag
gttgcggggt
gcaaaagagc
agtctcagge
ttetttgagg
aagctgagag
actcaagteca
gaaacttagt
gtgttectgt
ctttaagttg
atettttgtt
gatctcaget
ctgagtaact
acagagtcecte
ctecacctee
acactccace
ggccaggetg
gctgggatta
gatggagtct
gectetgect
caggtacctg
atcttggeca
agtgctggga
agagataggg
gtgggtggat
gtctctacta
cttgagagge
agattgegee
gagaaagaga
gatcactgta
actgecgacta
ggctctecact
ttggecectece
atttacctgt
agagttactg
cctgagttga
tagctetgtt
tagagactct
ggggtgcatt
ttgtggttge
tgtcattecat
gttectgeaaa
ttacacaaac
gtcgtaggct
acatctcaat
tatgcatttt
aagaatagat
tttecacaata
aaatgtggge
gggcggatca
ctactaaaaa
tcaggagget
gatcacacca
gaaaagaaaa

ccaacatggt
aattgtaaat
tagtggtcte
ctttggtaat
acttcagacc
aggggaccce
aaacttaatg
aagactcacg
cccatcttet
cctgacecgge
atgecactte
ttggtggeca
tgaaatttgt
agtcatcttt
cacagettet
ctactettec
gceeeaggge
gaacaggtgt

atggtgtteg
aatattttte

ttagttctta
tttgtttgag
cactgcaacec
gggaatagag
getcttteag
caggttcaag
atgeccegget
gtectcaaaac
cagatgtgag
ttectctateca
cctgggttca
ccacecatgece
ggctggtcte
ttacaggtgt
gccaggecacg
cacctgaggt
aaaatacaaa
tgaggeagga
attgcactce
gataggatct
gacttgaact
caggtacatg
ttgttgeccea
acagtgctga
tggaaatgaa
acttttttte
attatcaget
tttcaaatga
gtetttatte
gtcatttacg
tattgtgaca
gcatattata
atgtatcatt
ctgggtggcea
gtaaacctgt
gaagtaggaa
gttgttgacc
ctettttttt
cetttecagga
cgggegeggt
cgaggtcagg
tacaaaaaaa
gaggcaggag
ctgcacteca
gagaaaatgt
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gaaaaattcce
ttcatgetat
catgtcttea
tagecatcttt
cgtcaacaaa
attgtacage
aaaaggtaat
tggtagagtg
ctttectcag
cectegteat
cattteccagt
gggtcattet
tgccatacta
ttgaaggtac
ccttetgeece
ctgtggattt
aggtgggtgg
getggggttt
gtttcaggat
attatatgge
gatgttttet
acagggtcte
tccatetece
gtgcgtgeca
ccaggecaga
cgattetect
aatttttgta
tectgaccte
ccaccacget
cccaggcetag
agtgattcte
cggetgattt
gaactcctga
gagtcaccge
gtggetcteg
cgggagtteg
attagctgag
gaatecacttg
agcctgggta
cgetetgtea
cctgggeaca
ctaccacacc
gactgttatg
gattatagat
gaattatgaa
cttggatttt
taaaattaaa
ggaatagaaa
agagatectte
tgtctgaaca
accagtccct
tataagactg
aggcaatttt
gaacctactg
acagtatgtt
tttttecaget
gaaacgtegt
taattgttece
tgtaaaatac
ggctecatgee
agatcgagac
ctagetggge
aatggcatga
gectgggega
ggetgggege

tettttetta
atatatttca
gtatttecctt
cttaatttat
ttaagaaact
accggecgat
ttagecatcct
agaggcggge
tgcctttgtg
caagaccgge
agagatttta
ttccaggtgt
tectgettget
ctgggcatat
aagggacaaa
taagggaaag
tgggectgta
tgaccttctg
taatagaaca
tttgattate
cagtaccttt
actctecacce
aggttcaagt
ccacacecegg
gtgegtgttg
gecettageet
tttttagtag
agtaatcecac
cggeettttt
agtgctgagg
ctgectecage
ttgtattttt
ccttgtgate
acccagcect
cctgtaatec
agaccatect
cgtggtggeg
aacccaggag
acgagagaaa
tctaggctag
agtgatcectce
cegetaattt
gaactecctgg
gtgagcctgt
ttttacattt
ttetttttaa
gtgtgcattg
aatgagaact
attttgtgga
aagccacaaa
cttttecttg
agatcatgtg
gttgtgcaaa
cacacctacg
actgtgectga
ccatgataat
tatatattct
acactttacc
atataccett
tgtaatcecca
catcctgggt
gtggtggcgg
acctgggagg
cagagactce

ggtggctcac

54660
54720
54780
54840
54900
54960
55020
55080
55140
55200
55260
55320
55380
55440
55500
55560
55620
55680
55740
55800
55860
55920
55980
56040
56100
56160
56220
56280
56340
56400
56460
56520
56580
56640
56700
56760
56820
56880
56940
57000
57060
57120
57180
57240
57300
57360
57420
57480
57540
57600
57660
57720
57780
57840
57900
57960
58020
58080
58140
58200
58260
58320
58380
58440
58500



gcctgtaate
gaaaccagcc
gtgtgttgge
gaactcagga
aacaagagcqg
tatttttagt
taagggagtt
cececttecta
atcaactgta
gtaaataaca
acagtctgtg
ctagaggctt
catagttgat
caaaagtgat
tggtatgtgg
gagcectcaca
ggaatggggg
gttttccttg
acctgttectt
gaagttccat
ggctectcet
tataaagcag
tgaccctget
gggtgtaaaa
tgcttaggaa
cccecttatt
ctttaaacaa
aaaaattgtg
aaaatgtage
caggctggte
tetctactaa
ctggggagge
agattttgece
ataaaataaa
agtagectgt
taaaataatt
tgtattcata
gtgetgetgt
tgaatatatt
ttttttettt
cagctcactg
tagctgggac
cagggtttca
teggectecg
tttttgagaa
ttgttgtagt
acggtgccat
tatataaagt
caacattaga
aaaaggaata
tgaatcccaa
aacaatacct
acaagacaaa
gggaggaggyg
cttttecectta
tttacaaata
ttgaggatca
gtecctggea
ggcatgtcac
gtgtecttet
caggctggag
cgattctect
gctaattttt
cgaactcctg
tgageccatca

tcagecacttt
cgaccaacat
geatgecegt
ggtggaggtt
aaactatcte
tgatgtaatt
gacgaaggtg
tggggaggca
actgaatagt
ggtggtcaaa
ttcttacaga
cettttgtte
tgttccecetg
gaacatggaa
gaggagctcee
ggacacctge
ccgagccaat
agggagagag
tcagctgtag
gtgccatgga
taaggagaag
ctttecacet
tggctecatt
gcaacagatt
aagagtacat
ttetgetttt
acaaacaaaa
atgceceegtt
agtcctaget
acttgaggte
agatacaaaa
tgaggcatga
actgcactet
atgtagcagt
atgcaatgat
tgaatagtat
tgtatattaa
tggtatccat
acttttataa
tttttttttg
caacctectge
gataggtgca
ccatattggt
aaagtgetgg
ttcattgaca
cagtttggaa
teccaggatt
ggacatcage
atgaatacat
cactgcagat
aagaattcat
geattgetta
aagggctagg
aaggggatgg
aattgaatgg
accaattgga
cagcattgga
gtttgtttgt
tttcettgge
cttttttatt
tgcagtggeg
gectcagect
gtattettag
accatgtgat
cgetecageet
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gggaggetga
ggagaaacct
aatcecaget
gtggtgagcc
aaaaaaaaaa
atgtggaaat
gtaggtttaa
accaactgtg
ttaaagaaat
gtaggetttt
gactctgggg
cgtttaacct
tgattcagat
gaatccaaca
ccttecacaaa
ctttttettt
tgtgatgtaa
gggtaaagat
ttattccaaa
gcetetetgge
tggaaagtec
tgectgggge
tttagtgecece
tgagttaaac
aaaataaaat
cattgattca
aaaggtaaat
ctttttctta
gggegtgetg
aggagttcaa
attagetggg
gaatcgcttg
agectgggeca
cctttttaaa
atgggaaaat
tattagtata
gaaattctgg
ggctattceta
tcagaaaaat
agtcggagte
ctecctaggtt
tgecaccacqg
caggctggte
gattacagge
actcttactt
aacaatttgg
taatagcaga
ctgattataa
tatttgtggt
acacataacc
tggagtccat
gataaacaaa
aaatgataaa
ggttggggaa
tgggttecata
tctatgtaat
agttettggt
gaccacctgg
tgtggetgtt
gattgactga
tgatctegge
cctgagtage
tagaaacggg
ccacctgect
ttttttttat

ggtgggcaga
tgtectectact
acacgggagg
gagatcacac
aaagaaaaaa
ttcatgagga
taagtacata
cctgectacge
gccecaggage
tgaagaaaca
acgttgcage
aacttcatce
ccceggaaatt
acggcagect
gggcctctgg
tcttacagac
gttttgttgg
ccttcecttaat
aagtcactte
ttggaacatt
cttgetgagt
tttecaaatt
tgtttttete
tttaaaataa
gaacaaacaa
gattattgga
gtgacggaag
catttgteee
gctcacacce
gaccagecctg
tgtggtagty
aacctgagag
acagagtgaa
aatgtggaat
gtacatgaca
tgtgttttaa
aggaatatac
gactgtctet
agtattaaaa
tegttetate
caagecgattce
cctggetaat
ttgaacteoct
atgagccgct
aaaataaggt
cagtataaaa
gaaatctttg
gctctaaatg
atagacacaa
atgtggattc
aagtgtaagg
tatggtaaaa
cccaaaagac
gggcacccag
ttgttttgtt
attataatac
gttgaagaga
tggettacee
agtactgaat
ttgattgaga
tcactgcate
tgggactaca
gtttcaccaa
cggecctcecca
ttaatttaat
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tcacctgagyg
aaaaatacaa
ctgaggcagg
cattgecacte
gaaaagataa
tgcactggaa
tgcaatatga
agaggtgtta
acagaggttt
cagagcectat
tectecagaggg
tceggcetact
taacattctg
ctetgeagaa
ctgecggaga
cctgagggag
ggatgaaaga
cccecagaatt
aggccaaagt
tecgtgaata
tgttcteccac
ccecatececag
teoccactgag
atgaccacct
aaacccatet
ttettattgt
getagtttte
ctgaacaatt
cgtactttgg
gccaacatgg
cacgcctgta
gtggagettg
actctgtete
tttacttgac
tattaagaaa
aaatacacta
cagcagtgcet
gtgatatttg
atgaattata
ggattgeagt
tecetgtetea
ttttgeattt
gacctegtga
gtgeccagac
tgetgtactg
atgaacatac
catatatgtc
caacccaaat
tggaatactc
atttcacate
ttecacaaatg
ctgtaaaaaa
aaaatagcagqg
agaattttag
attectttgtg
aaactgagta
gtaagtgccg
ttettggtgt
geceattetet
cagagtctca
ctetgectee
ggcgeccact
attattggcee
aaatgcetgag
ttttttttaa

tegagagtte
aattagececag
agaatcactt
cagectggge
aatgcattct
aataatgaaa
aacataggtt
tgttgegetg
ttteatgaca
tttattaaca
taagttcage
tggtcaccta
ggcacaaaca
ttcaaacact
gggctaggga
cagagatgtg
caactggggt
agaaacatca
gacatgaaca
tetgggagtt
acccatgtgg
ctcctgegge
gtgggataga
tgcattaget
tgttetttat
caagaataaa
agtcattttt
cttectettt
gatgccaagg
tgaaagcccg
gteccagtta
cagtgagcca
aaaaaaataa
agtagagtga
aagcaaaatg
tactcttatg
atgtgtatta
cattttaaac
atttaatttce
ggtgcgatct
gccteeccaag
ttagtagaga
tcecacecate
tagaattcaa
atgtgagaca
ctgtaaacca
ccaggagaca
aaatacccat
cgcagetgtg
aagtgaaaag
teccaaacta
acaaaacaaa
ttatttectga
gagtgatgga
ccttacgtat
aaggattagg
agcaagttgt
ggtgaggctt
ctgaggaaaa
ctectgtecace
tgggttcaag
accacaceca
aggetggtet
attgtaggtg
gacagggtet

58560
58620
58680
58740
58800
58860
58920
58980
59040
59100
59160
59220
59280
59340
59400
59460
59520
59580
59640
59700
59760
59820
59880
59940
60000
60060
60120
60180
60240
60300
60360
60420
60480
60540
60600
60660
60720
60780
60840
60900
60960
61020
61080
61140
61200
61260
61320
61380
61440
61500
61560
61620
61680
61740
61800
61860
€1920
61980
62040
62100
62160
62220
62280
62340
62400



cactctgtea
cctaggeotea
ccaccacace
gactggtcte
gattacaggce
ccctgattgt
gecctcaagat
ggtgactcag
tttgettaac
tctggcaata
acttgatatg
aatceccageca
cctggeccaac
gocggacgect
gaggcagagg
gagactcegt
aagagtctta
teccaacttt
gattectgag
caaggtctta
tacaagggac
tecactatga
gtgtggttta
caaggctgtg
tecettgecag
ctgtggtaca
ccccgggate
taaacaagca
gaacctggga
gactgagcat
ctteteeccte
geeatgteta
aggaaacagqg
gatcattttt
tetatctaac
attececctgte
ttatttattt
gtgatctegg
tcecgagtag
gtagagacgg
gcccaccteg
gectagttttt
ttgttctaat
agtgagtget
gttatatecac
atagtgtttg
gattattttg
cttgacecca
gaattattca
attctegtgg
gecctgaact
tttgggtgat
tececcattact
ctggacaata
gttggacaga
ggatggatge
tgggetttat
tcectgectaag
aggacatcaqg
catcactgcet
cecetgtttea
ggattggttt
aattgtatte
atattcaagt
gaatatttce

cececcagetag
ageccateccte
cagctaattt
gaactecctgg
atgagccace
gactgaggag
tgacctagag
gacaaaaact
actgtgttta
aagtcttget
aaaatcteta
ctttgggagg
atgacgaaac
ataatcccag
ttgcagtgag
ctcaaaaaaa
gcagccagtg
cttgattttt
acctcectgt
aaaatgggga
cggtatattce
gtgeteactg
tggcatgtec
agagccecte
ttgtggtgat
acatgetgac
tettgegact
aatgtgttect
tcaagtggee
cgagcagctg
ccgeccacec
ctgageatta
ggagttgggg
gaggtgggag
tttagaagat
cattttttta
atttttttga
ctecactgcaa
ctgagactac
ggttttacca
gecctectaaa
aaaaaagaat
aaagctgttg
gcectgttggtt
ccteecatece
tectcatgtg
tggeccattg
agctgaaaat
gggtgtcaga
gaatgggaat
cttggtececag
gcactgcace
cttttctececa
tecattgacct
gtgtgcacag
cctgttagea
cagtaaggag
attcagtgaa
cggtaaggga
tctagttgea
ctecagacteg
getttgtttt
ttecatetett
ttatttteta

acagtgeccag
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agtgcagtgg

ccacctcage
ttgtattttt
gctcaggcaa
acacctggece
ctgcacctga
gtaagttetyg
tccactggga
tttttgetta
tgaatgctta
tttagaaatt
ctgaggeggg
ccegteteta
ctactcggga
ctgagattgt
aaaaaaagaa
tgtttagtat
aaattaagat
ttcatgtgaa
atctgtggat
cgactgcage
agctgactca
tttcattetg
tgcecteoecca
ctecaacate
caacaatcce
taggggtace
ttecaataga
gaggtcectga
actacactgg
gcccagaaaa
ggcecatgttt

agttggggtg
gtagatttet

cttttaagtg
ataaactata
gacgagtctt
cctecgectt
aggtgetcac
tgttggeccag
gtgctgggat
tagtggaata
ccaccaaata
cccagectac
tgectgggeta
cacacacaca
tgggatgaat
gtactacttg
tcacatggge
gectcacctge
cggccagtag
cctaggaagg
ggaaaacatg
tgtgaaaaag
atgtaaccaa
ataacaacat
cgggagcggg
agcagcaaag
ggcteccace
agcacctact
caaaacacat
gcttgcteca
tttctactta
tgacccaact
gccactgaac

cacaatcata
ctectecgagta
tgcagagatg
teectectgee
taagagtgte
tcacctttga
cagcagaatc
tttttacaag
ctttteteca
gaagatgtgt
gattggecegg
tggatcacga
ctaaaataca
ggctgaggea
gcecattgeac
attagaactg
acagaaaatt
atacctagaa
gatacagett
tgtgagtcaa
ctgagttgtg
ctcacactee
agccccegtga
getecagtece
tgtcagatge
aaggttagtg
tagtatagac
atgtaaactt
gectggecagtt
cagagaaact
gggatccgge
ctttectgag
cagagacagt
ttteteectgg
tgtgttggaa
ggctagttgg
getetgttge
ctgggttcaa
caccacgecc
gatagtctec
tacaggcettg
ttttatgtge
cacctgtcetg
caccecgaggt
ceccagcaaca
acagtgeccta
gtgtgtgtgt
actettttte
taaattttge
acggetgteg
gacctgecetg
gaagggctgg
gctggcaagg
tacatcctgg
gtcececctget
tgttectect
ccatcttgag
aaggaggcgt
cacccecaccet
gecccectggt
ttgegtgact
gtgactattt
accctgttaa
agtagcctcet
agggtgttca
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getegetgea
gctggggcta
gagttttget
ttggeccteee
cttetegtta
gaccgaggtg
ggtgagagge
agaaggtgga
aaaaaatcct
gtatattcag
gcgeggtgge
ggtcaggagt
aaaattagct
ggagaatcac
tcecagectgg
actttataaa
gtggcaatga
aagcaggaat
caagtcttgg
getttgagea
tggccacget
tecgectagag
gatgcgggtg
cacteectee
caaatgectg
ccccctectt
aatgagcacc
ttttaccaag
ctectecace
cttgggtecg
ccataggget
caaggegetyg
ttgecagtttt
ttgectgtete
ggtggcacta
ttttttttgt
ccaggetgga
gcgattettce
agctaatttt
gtctcttecac
agccactgtg
cacctgggcet
acaccecgatg
tgggaagagce
caagtgagte
ccttcaaaga
tectgttttaa
ttteecttecag
aaagtaagca
ttgagggete
aaggtagacg
gatggcagta
gcttetectt
ccetttggaa
ctcagcaagce
cecttggetee
cactaagecet
cactttcact
getggtgget
gggtggagat
tectaaateet
gttgagaatt
tatatcttac
tettaattag
gggtctcaac

geectecatet
taggtgtgca
gtgctgetta
aaagtgctgg
ctgtaggett
tatcaccaaqg
tacgtacagg
atgattactg
tggecatcececa
ctttcagcaa
tcacgectgt
tcgagaccag
gggtatggtg
ttgaacctgg
gtgacagagt
gtttgggecat
cattctectt
cctggtettt
agaatgecte
agtcaggttt
gggcattett
ttggcagecag
aagagattte
gcagacccac
ggegteeatce
ttagttggtg
atecccteate
ccecccaattg
accaagcgaqg
catttcaccc
gttcatttgg
tgetggtgece
cagtcgaggt
attcacccac
aaggcttgac
cttattttat
gtgcagtagt
tgcecteggee
tgtattttta
ctegtgatec
ccecagegtag
agaagtaget
tcagettgtt
agggggactt
aaatgatggg
tgtgaaagct
gaaataacct
gacctggtgt
atcttgttaa
tggcttgaag
ggcctgagga
gacttggett
ctgggtcetgg
cgaagggtag
cagtggeagyg
aggtacatca
ccaggcacct
tgggtggaga
gctgaggect
ggecttgact
tccagetgaa
ttgcaattta
gcaagtagtt
aagccagect
actagggtgg

62460
62520
62580
62640
62700
62760
62820
62880
62940
63000
63060
63120
63180
63240
63300
63360
63420
63480
63540
63600
63660
63720
63780
63840
63900
63960
64020
64080
64140
64200
64260
64320
64380
64440
64500
64560
64620
64680
64740
64800
64860
64920
64980
65040
65100
65160
65220
65280
65340
65400
65460
65520
65580
65640
65700
65760
65820
65880
65940
66000
66060
66120
66180
66240
66300



cttaagtctt
ctgtaggtte
cgtggaacca
ctataagate
cattcccaag
agctgaccea
ggaaattttg
tatttetect
tgagaggaga
gtctaaagag
aaaaaattac
gggaggatca
cteccagectg
atacacatac
caggatgcce
tcageccage
aagaaagggt
tagaagagct
gattagtatt
atgtacttat
cctagecactt
ctagacaaca
tggtggtttg
cccaggaggt
agagcaagac
ctgtaatcte
agcaggagga
actacacaca
taatctetge
tgctgttttg
ttetttgttt
ttttttttag
ctcactgcaa
tgggattatg
gtttegecat
agcectcececaa
ctttaatgtg
tgteccaaata
ccttetgagg
attgaccgtt
cteacttecet
tatcageccce
tggtecetttt
cattaccatc
gegtttecte
cecttgeecttyg
gggggtgtcc
tectetetat
ccaaqgactct
agggagaggt
ccacacaatg
gagtecteget
ctgectecea
catgcaccac
tggccagget
tgctgggatt
gacagtctgt
gectetgect
caggecgtgee
ttggtgagge
gtgcagggat
attaaatect
ttataagaca
tttettggee
cacatggtca

ttcoceccctteg
catgatcttt
tacacaaagc
atggatgcta
gaggaggecat
ggtagttgtt
ggatccttgg
tatgggaaag
atcagaatca
gggatacage
ceggtgtggt
cctgagecaa
gctgatagag
gteccecaaa
tgctggeaca
atatggettt
ttctggagga
gggagcateca
tagagtgtgc
atgttatata
tgggaggcce
tagtgagacce
tgcctgtagt
tgaggectgea
cttgactcac
agctgggeat
tcacttgagg
cacacacaca
agetgtecte
actcectotggg
gatttaactt
actaagtett
cectecaccte
ggettgtgee
gttggccagg
agtgetggga
atcectttagg
geacacacac
gatttettga
gecetttetee
gtctgecace
tgccacacgg
gactcatttt
geecttecetg
aggggccagg
ctgagaggag
ctgtgttatt
ttcecatcaca
tetetettec
teggagecac
aagtcatttt
ctategtceea
ggttcaagag
tatgectgge
ggtctegaac
ataggtgtga
cactectgtea
cccaggtteca
accacgecea
tggtcttgaa
tacaggeatg
tttectgteta
ctagagtctt
caaagtaaac
tecatgetete
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aggaaagaaa
cctteeccatg
agcagctgaa
ccaatatcet
tcggaaagta
gattttececat
aggatagata
aattgtagtg
cttagagtag
ctgggcaata
ggcacgcatt
ggagttcaag
tgagatactg
acatgcectga
gtgettetta
ttgectgtaa
aattattatt
cgtttgaagg
aactattgaa
taaattattt
aggcgggagg
ctatcectatac
cctagetact
gtgageccatg
caaaaaaaaa
gggggtteac
ccaggaacte
cacacacaaa
agtgtggagg
ttetttgtge
tectgtaateca
getctatecac
ceggtteaag
accatgecececa
ctggectega
ttacaggegt
gttggegect
agaaacctac
gatggggcag
tttgttgggg
tatctecett
ctetttgtte
gctttcaagg
tgggctggga
cactcatcag
tgtgeectga
ttaaaatggg
agagtattat
ttetctactg
ttacaaatta
tctecagettt
gactggagtg
attctecatac
taatttttgg
ccctgaccte
gccacagtge
ccecaggetgg
agtgattcte
gctatttttg
ctectggeet
agccactgtg
gggtgtcage

gecctcagtag
tcagatggea

tgatccocteca

aaatgggcag
tcectgtgaca
caacatgtca
ggtgteteca
ttgteggeca
gttectggea
ggcaaatgce
agtgecttttg
tgtagttect
tggtgaaace
tgtagtegta
gctgtagtga
tgtcaaaaaa
aacacgagaa
gtagatgcta
ctgaaccatg
agectgeatgg
ggaagacagt
aataaggtat
tagetgggtg
atcacttgag
aaaaataatt
cgggaggctg
atcgcaccac
aaaaaaaaaa
acctgeagte
aagaccagece
gaagagaaag
gagtagecect
aggtcttgat
taaagccaat
ccaagetgga
caattetecet
getgattttt
actecctgace
gagecactgt
tgcectagtt
caacttecet
aatggggett
tecctgagtet
tgcatgtgtg
cttetgeaga
teccecacctee
ggccaggtec
gagaaaggaa
gggacteeat
tgecctteagg
ggtatgaggg
gaagcccaca
gataaagtac
tttttttttt
cagtggegeg
ctcagectee
atttttagta
aagtgatectt
cecageettgt
agtgcagtgg
ctgtctcage
taattteatt
caagtgatce
cctggectea
tcectaaggg
ctcctttgaa
goccaagage
ggttctgtet
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ttttetetga
ggtaagacce
tttgctgaaa
ctggtctatc
gagagccagg
tttaattttt
tgaataacct
ttggggtgac
gctccacaga
tcgtetctac
gctacttggg
gcggtgatca
taaaaataaa
gggaaagtga
gaaggtttga
tcagtgtgee
gagtatggtt
gactgggtgg
attttaatgt
aagtggctea
cctgggagtt
ttttttaaat
aggtgggagg
tgcactccag
agagagagaa
ctagcacttt
tggcaacata
aaaaaaacga
gtctgttece
ggggagtcte
gatgggettt
gtgeagtgge
gceteagect
gtattttttg
tcaggtgatc
geetggecta
gctgttgaaa
ccecacttttt
ggaagaggga
tgttectget
cttcagttagg
ggacgttagg
cagtctgagg
tttectgeece
ctaattactt
gtgagtgtgg
acgatgagca
tctcaggtta
tagcatttce
atttacaatc
tttttttttt
atecttgette
tgagtagetg
gagaccgggt
ccegectgag
ttttgttttt
tgcgatectea
ctcctgagta
aaagacaggg
acctgettea
gctatcttga
ctgggccaaa
ttetgeactg
cactctgeag
aagcctcatg

gatgacctag
agatccagte
tcatcatggg
tctatecctga
agcatecctga
gggaaaagtt
gggggataat
cgatgggatt
gagtgcatga
aaaaaatcca
aggctgaggt
tgccaccgea
gaggggatca
gggcagttaa
ggcccagatt
agatggtetg
tacactagag
aggggcaagg
gtaagaggac
tgcctatagt
tgagaacage
tagccacgtg
attgettaag
cctgggtgac
attaaaaata
gggaggctga
gcaagaccce
aacaaaactg
cttecagecact
tggtttgeca
tttttttttt
accatctegg
ccegagtage
tagagaaagg
tgecccactte
atgatggget
aaactatttt
cctaggaatt
gttggageta
gtaagagtta
gagatctgtt
gtecccacgge
ctgecatecte
agcgatgtceca
gagtaatttg
tgacgggtgt
tgtgaccatt
gattatecte
ttatggettg
ttgtacaaag
ttttgagect
actgaaacct
ggattacaga
ttecacecetgt
ccteoccaaag
gttttgtttt
cctcacttea
gctgggatta
tttecccatg
gccecteococcaaa
atgectggaga
acagttggat
aattgatcag
tgecttettt
ttttatgace

66360
66420
66480
66540
66600
66660
66720
66780
66840
66900
66960
67020
67080
67140
67200
67260
67320
67380
67440
67500
67560
67620
67680
67740
67800
67860
67920
67980
68040
68100
68160
68220
€8280
68340
68400
68460
68520
68580
68640
68700
68760
68820
68880
68940
69000
69060
69120
69180
69240
€9300
69360
69420
69480
69540
69600
69660
69720
69780
69840
69900
69960
70020
70080
70140
70200



gtgctgttet
ttececagat
catctaaaat
tgacaaagct
aagagaatat
cagcactttg
ggccaacatg
gtggcagatg
tggaggcaga
gagcaagact
ctgtagtecece
ggttgeggta
tctcaaaaca
ttagetattg
tgecttacaa
agttactcat
gagatataac
ttggtgatat
atgcagagaa
aggectgttaa
ggtcaggtag
gaactgaagt
accctgaggg
atcagtectg
tcagtaagaa
atctgtgtga
agttatccct
gggetatgtt
ctgttggaga
attgtgtett
ctgcagcaat
tggaaataat
tgacagactt
acaccgagag
atggtatgaa
aacttaattt
catttcagaa
aggccgaggt
taaaatataa
getgaggtgg
ccactgecact
taaaaagaaa
cagtgggett
ggtggccacyg
aggacagccet
gaaaggacce
catccctgag
tgaagggctg
tgtetgtece
ceccceatgtyg
cattetgeca
tccagatttt
atagagaaat
ctectgagace
tcttgtgttg
tgttettaga
atgccacagg
tccaaataga
caattaaagg
agccgggeat
aaggtcagga
acaaaaaatt
ggcaggagaa
gcacactgea
aaaagaaact

cagcccacct
ttecatgecag
tcattttatt
catagaaaat

gggctgggea
ggagggtgag
gtgaaacctce
cctgtaatce
ggttgtagag
ccgtcetcaaa
agetgettgg
accgagattg
ataagaacaa
aagatgtace
agtcacatte
gccetecatee
ctttggettt
tggtatttag
gttatctaag
acttttacat
gaaaaggtta
tecacagctge
gcagatggag
ccgaggcaga
aactggtttt
caccgtaagt
gggaatggga
tagtactcaa
ccagagtttg
gteaacccec
accattgacc
ggtgaaggtyg
tgteccetata
ctggtcacte
tgccacatgt
ttacaatata
aaagttgagg
gggtggatca
aaattagctg
gaggatcgct
ccagectggg
aagttgagac
ttgacagecceca
tgtgtetegy
tagagettet
ttecegagge
ccttaagggg
ggggegtgge
tecagagtee
aggagctgag
cecccteacac
ttttaatete
gagtgaatgt
catgatcagg
ttttgttece
caagtgecte
ccacctatag
agataggact
gcaaaaaaca
ggtggctcac
gatcaagace
agctgggtgt
tegettgaac
ctceatectg
tcagttaaca
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caccetgece
tatccceccaag
cecgtecaacyg
tggcaccttg
ttgtggecaa
gecagatggat
atctctacta
agctactcag
agccaagatg
aaaaaaaaag
gagectaagg
tgeccactgea
cagcaacaaa
tggacccagg
tetttggtge
aaaaatgtgg
ggaaccacaa
getggacace
agatatgacce
aatctaggga
tgctgaaaag
tagtgectagg
cttteccagac
tggcttecte
cttctteecca
ggcttecttt
cactgggtga
agtgaccttg

atggcttgtg
cgtttecect

tgccgatgte
ctgaaccctc
agggaagttg
ggaatggtag
gtgagtataa
ttttatttaa
ctgggtgagt
cttgaggtca
ggcatggtgg
tgagectggg
cgacagagtg
ctttttttat
cagcacagct
ggctectgaa
gtaaacatgg
agggtcctee
caggagattg
ctgcecagttg
ctcacctttg
aacggaagct
agccaaaccc
ctacttctge
gggtgatctg
ggatgtggeg
ctgecectect
ctggtgectg
ctacatacte
atctaagece
ctgtatecage
gectgtaate
atcectggeta
ggtggtggge
ctgagaggceg
ggcgacagte
gecteccttgg

catgcecttet
gttecttgac
catttctaac
tetteececct
ggctgggeat
cacctgaggt
aaattacaaa
gaggctgatg
gegctactge
acaaaaatta
caggagaatc
cttgagectg
agagagagac
tetecggtet
tttttgattg
tagaggccag
gcattagcag
atgcaaagac
aggccggaat
aagaagggac
tetectgeage
gagatcaaat
aatcttggca
cagetetget
ggegetgeee
ccecgttttg
gagttaatct
tgtgtttaaa
tgtgtgtgtt
cctgetgeece
cccecgeact
agcaggaggg
gtceccetttg
gagattctag
atcttctage
ceccactaaat
ggectecatgec
ggagttegag
cgcatacctg
aggtggaggt
agactccatce
tetttttttt
cagtttggac
ttaaacagta
agctetggga
agggaggagg
gatagcagtg
cagagggtgg
acatggagtt
gcagaaagat
cagatcatct
tatetttgag
cttttateta
gggggtgget
ttctcagcag
cggeatectt
ctggeattge
taggtttett
atageccttte
cecagecacttt
acacggtgaa
gectgtagte
gaggttgcag
tgagactectqg
tgctttaage
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caatggtttg
ctcttggtgt
tgtagaacaa
cectettatt
gatagctcat
caggagttea
aaaaaaatta
aaggagaatc
actccaacct
gccaggcatg
gttttgacect
ggcaacagag
catgeccttge
tetagttgaa
acgtatttat
attagtgctg
tetecatgtt
tacacaggct
agaatgctca
acaaggtggce
tcaggacagce
agtataaatg
tgaggatgag
tactgaatge
catacctgaa
cetteattte
gccaaaggtt
aagcttgage
ttgttetttt
ccecatttect
ttagattcat
cagtttggtg
tgtgatgcte
agctttgett
agccacactg
ccaacatact
tgtaatccca
accagtetga
taatceccage
tgecagtgage
tcaaataaac
catactaagc
aaaccaaatc
gatcaagggc
atcagttaag
gtaaatctgg
gtagcctggg
acaactgaac
gacctecggag
acgactgagyg
gaaactacta
caatctggge
aatgcaaata
agagggagaa
ctttttgtta
ctgectgttt
actttttaac
tttaaattaa
tgtatttaag
gggaggccga
acccegtete
ccagctacte
tgagccaaaa
tetcaaaaaa
attcagette

ttcacctgaa
aagcattcag
gaattataaa
ttatacataa
acttgtaate
agaccagect
gctaggcatg
acttgaacce
gggcgaaaga
gtggtgccac
gggagtagga
tgagactctg
teccaggtete
gcaattgtac
ccaactagaa
gtaggaataa
ctttaaagac
cggttectge
gaccacgtgg
attagtctag
tttgtgcaaa
agggcagaca
tgagtttcaa
gaagtcacag
gaccaagttt
taatateccte
ggaagceccct
ttttattttt
tEttttttec
acagaacgac
tgatgcagtt
agtatttggt
tcacatgtac
tccaaaagag
gaaatagacg
ctcaatttaa
gcactttggg
ccaaaatete
tactcaagaa
agagatcgtg
aaaactaaac
ctttaaaatc
tcaaatgett
agaagatctc
gtgggaatga
cttttetgac
ceactgtecte
tagttttece
tgogetacct
cgectacctg
actttgtggt
acttttaaaa
aggatgtgtt
aaaggaaatg
ttgttgttgt
ctgtaagecaa
cttgetgaca
gaaataataa
aaacttaage
ggeggateat
tactaaaagt
gggaggctga
ttgecacecact
daaaaaaaaa
cttecaggetg

70260
70320
70380
70440
70500
70560
70620
70680
70740
70800
70860
70920
70980
71040
71100
71160
71220
71280
71340
71400
71460
71520
71580
71640
71700
71760
71820
71880
71940
72000
72060
72120
72180
72240
72300
72360
72420
72480
72540
72600
72660
72720
72780
72840
72900
72960
73020
73080
73140
73200
73260
73320
73380
73440
73500
73560
73620
73680
73740
73800
73860
73920
73980
74040
74100



10

gtaatttata
aacctggect
tttttataaa
gcagagggtg
gctaggttgt
cctgecccac

taatccctga
ttggtgttga
tagacttatt
cttacaacct

ttctgtgggt
cctecegace

<210> 154
<211> 3455
<212> ADN

<213> H. sapiens
<220>
<221> CDS

<222> (241)...(2553)

<400> 154
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aacgggctte
aataggaaqgg
ttcetttgta
tgactcectt
gccttatcag
ccag

aggtcaaacc
tttaaggaga
atgtattgge
tetecctgga
ggctgggata

170

cttaagacat ctgaagctge
atctaagecat tttagacttt
cttttagtga gtaaggctgg
cttgatctge tgtttcagag
cttctgattc tggecttectt

74160
74220
74280
74340
74400
74424
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ggtttecgga getgeggegg cgeagactgg gagggggage cgggggttce gacgtegeag 60
ccgagggaac aagccccaac cggatcctgg acaggcacce cggettggeg ctgtcetctee 120
cccteggete ggagaggece tteggectga gggagecteg cegeccegtec ceggeacacg 180
cgecagecccg gectctegge ctectgocgga gaaacagttg ggaccectga ttttagcagg 240
atg gcc caa tgg aat cag cta cag cag ctt gac aca cgg tac ctg gag 288
Met Ala Gln Trp Asn Gln Leu Gln Gln Leu Asp Thr Arg Tyr Leu Glu

1 5 10 15

cag ctec cat cag cte tac agt gac age tte cca atg gag ctg cgg cag 336
Gln Leu His Gln Leu Tyr Ser Asp Ser Phe Pro Met Glu Leu Arg Gln
20 25 30

ttt ctg geec cct tgg att gag agt caa gat tgg gca tat gecg gee age 384
Phe Leu Ala Pro Trp Ile Glu Ser Gln Asp Trp Ala Tyr Ala Ala Ser
35 40 45

aaa gaa tca cat gee act ttg gtg ttt cat aat cte ¢tg gga gag att 432
Lys Glu Ser His Ala Thr Leu Val Phe His Asn Leu Leu Gly Glu Ile
50 55 60

gac cag cag tat agc cgec ttec ctg caa gag tcg aat gtt cte tat cag 480
Asp Gln Gln Tyr Ser Arg Phe Leu Gln Glu Ser Asn Val Leu Tyr Gln
65 70 75 80

cac aat cta cga aga at¢ aag cag ttt ctt cag age agg tat ctt gag 528
His Asn Leu Arg Arg Ile Lys Gln Phe Leu Gln Ser Arg Tyr Leu Glu
85 920 95

aag cca atg gag att gee cgg att gtg gcoec cgg tge ctg tgg gaa gaa 576
Lys Pro Met Glu Ile Ala Arg Ile Val Ala Arg Cys Leu Trp Glu Glu
100 105 110

teca cge ctt cta cag act gea gee act geg gee cag caa ggg gge cag 624
Ser Arg Leu Leu Gln Thr Ala Ala Thr Ala Ala Gln Gln Gly Gly Gln
115 120 125

goe aac cac ccce aca geca gee gtg gtg acg gag aag cag cag atg ctg 672
Ala Asn His Pro Thr Ala Ala Val Val Thr Glu Lys Gln Gln Met Leu
130 135 140

gag cag cac ctt cag gat gtc cgg aag aga gtg cag gat cta gaa cag 720
Glu Gln His Leu Gln Asp Val Arg Lys Arg Val Gln Asp Leu Glu Gln
145 150 155 160

aaa atg aaa gtg gta gag aat ctc cag gat gac ttt gat ttc aac tat 768
Lys Met Lys Val Val Glu Asn Leu Gln Asp Asp Phe Asp Phe Asn Tyr

171



aaa
Lys

cag
Gln

geg
Ala

ttg
Leu
225

get
Ala

aac
Asn

tet
Ser

caa
Gln

ctg
305
ttt

Phe

cte
Leu

gte
Val

gac
Asp

aac
Asn
385

aac

Asn

aga
Arg

ace
Thr

teca
Ser

ctg
Leu
210

tea

Ser

gac
Asp

atc
Ile

caa
Gln

aaa
Lys
290

gag
Glu

gtg
Val

gte

Vval

aaa
Lys

aaa
Lys
370

att
Ile

gge
Gly

tgt
Cys

cte
Leu

gtg
Val

195

gac
Asp

gcg
Ala

tagg
Trp

tge
Cys

ctt
Leu
275

gtt
val

gag
Glu

gtg
Val

ate
Ile

tte
Phe
355

gac
Asp

ctg
Leu

agc
Ser

ggg
Gly

aag
Lys
180

acc
Thr

cag
Gln

atg
Met

aag
Lys

cta
Leu
260

cag
Gln

tece
Ser

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys
340

cct
Pro

tct
Ser

age
Gly

ctec
Leu

aat
Asn
420

165

agt

Ser

agg
Arg

atg
Met

gag
Glu

agg
Arg
245

gat
Asp

ace
Thr

tac
Tyxr

ate
Ile

cgg
Arg
325

ace
Thr

gag
Glu

ggg
Gly

aca
Thx

tct
Ser
405

ggg
Gly

caa
Gln

caqg
Gln

cgg

tac
Tyr
230

cgg
Arg

cgg
Arg

egt
Arg

aaa
Lys

gtg
val

310

cag
Gln

ggc
Gly

ttg
Leu

gac
Asp

aac
Asn
390

gca

Ala

ggc
Gly

gga
Gly

aaq
Lys

aga
Arg
215

gtg
Val

caa
Gln

cta
Leu

caa
Gln

g99
Gly
295

gag
Glu

ccc
Pro

gte
val

aat
Asn

gtt
Val
37s

aca
Thr

gaa
Glu

cga
Arg

gac
Asp

atg
Met
200

age
Ser

cag
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
280

gac
Asp

ctg
Leu

tge
Cys

cag
Gln

tat
Tyr
360

gca
Ala

aaa
Lys

tte
Phe

gee
Ala
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atg
Met
185

cag
Gln

atc
Ile

aaa
Lys

att
Ile

aac
Asn
265

att
Ile

cee
Pro

ttt
Phe

atg
Met

tte
Phe
345

cag
Gln

get
Ala

gtg
Val

aaa
Lys

aat
Asn
425

170

caa
Gln

caqg
Gln

gtg
Val

act
Thr

gce
Ala
250

tgg
Trp

aag
Lys

att
Ile

aga
Arg

cec
Pro
330

act
Thr

ctt
Leu

cte
Leu

atg
Met

cac

His
410

tgt
Cys

gat
Asp

ctg
Leu

agt

Ser

cte
Leu
235

tge
Cys

ata
Ile

aaa
Lys

gta
val

aac
Asn
315

atg
Met

act
Thr

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn
395

ttg

gat
Asp

172

ctg

gaa
Glu

gag
Glu
220

acg
Thr

att
Ile

acg
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
300

tta
Leu

cat
His

aaa
Lys

att
Ile

gga
Gly
380

atg
Met

acc
Thr

gct
Ala

aat
Asn

cag
Gln
205

ctg
Leu

gac
Asp

gga
Gly

teca
Ser

gag
Glu
285

cac
His

atg
Met

cct
Pro

gte
val

aaa
Lys
365

tece
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

tee
Ser

gga
Gly

190

atqg
Met

gcg
Ala

gag
Glu

gge
Gly

tta
Leu
270

gag
Glu

<cgg

aaa
Lys

gac
Asp

agg
Arg
350

gtg
val

cgg
Arg

gaa
Glu

agg
Arg

ctg
Leu
430

178
aac

Asn

cte
Leu

g99
Gly

gag
Glu

caeg
Pro
255

gca

Ala

ttg
Leu

ccg
Pro

agt
Ser
cgg
335

ttg

tge
Cys

aaa
Lys

teec
Ser

gag
Glu
415

att
Ile

aac
Asn

act
Thr

ctt
Leu

ctg
Leu
240

ccc
Pro

gaa
Glu

eag
Gln

atg
Met

gcc
Ala
320

cce
Pro

ctg
Leu

att
Ile

ttt
Phe

aac
Asn
400

cag

Gln

gtg
val

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



act
Thr

gge
Gly

tece
Ser
465

aac

Asn

cca
Pro

tce
Ser

gca
Ala

aca
Thr
545

tte
Phe

ctg

cgg
Arg

aga
Arg

gag
Glu
625

aca
Thr

tat
Tyr

cte

gag
Glu

cte
Leu
450

aac
Asn

atg
Met

att
Ile

tece
Ser

gag
Glu
530

tgg
Trp

tgg
Trp

gec
Ala

gag
Glu

tte
Phe
610

aag

Lys

aag
Lys

aag
Lys

tat
Tyr

gag
Glu
435

aag
Lys

ate
Ile

ctg
Leu

gga
Gly

acc
Thr
515

aaa
Lys

get
Ala

gtc
Val

ctt
Leu

cgg
Arg
595

agt

Ser

gac
Asp

cag
Gln

ate
Ile

cct
Pro
675

ctg
Leu

att
Ile

tgt
Cys

ace
Thr

acec
Thr
500

acc
Thr

cte
Leu

aaa
Lys

tgg
Trp
tgg
580

gee
Ala

gaa
Glu

ate
Ile

cag
Gln

atg
Met
660

gac
Asp

cac
His

gac
Asp

cag
Gln

aac
Asn
485

tgg
Trp

aag
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

ctg
Leu
565

aac
Asn

ate
Ile

age
Ser

age
Ser

ctg
Leu
645

gat
Asp

att
Ile

ctg
Leu

cta
Leu

atg
Met
470

aat
Asn

gat
Asp

cga
Arg

gga
Gly

tgc
Cys
550

gac
Asp

gaa
Glu

ttg
Leu

age
Ser

ggt
Gly
630

aac
Asn

get
Ala

cee
Pro

atc
Ile

gag
Glu
455

cca
Pro

cee
Pro

caa
Gln

gga
Gly

cect
Pro
535

aaa
Lys

aat
Asn

ggg
Gly

age
Ser

aaa
Lys
615

aag

Lys

aac
Asn

ace
Thr

aag
Lys
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acc
Thr
440

ace
Thr

aat
Asn

aag
Lys

gtg
val

ctg

520

ggt
Gly

gaa
Glu

ate
Ile

tac
Tyr

act
Thr
600

gaa
Glu

acc
Thr

atg
Met

aat
Asn

gag
Glu
680

ttt
Phe

cac
His

gec
Ala

aat
Asn

gce
Ala
505

agc
Ser

gtg
val

aac
Asn

att
Ile

ate
Ile
585

aag
Lys

gga
Gly

cag
Gln

tca
Ser

ate
Ile
665

gag
Glu

gag
Glu

tece
Ser

tgg
Trp

gta
Val
490

gag
Glu

ate
Ile

aat
Asn

atg
Met

gac
Asp
570

atg
Met

cet
Pro

gge
Gly

atc
Ile

ttt
Phe
650

ctg

Leu

gea
Ala

acc
Thr

ttg
Leu

gcg
Ala
475

aac
Asn

gtc
val

gag
Glu

tat
Tyr

gct
Ala
555

ctt
Leu

ggc
Gly

cca
Pro

gte
val

cag
Gln
635

gct
Ala

gtg
Vval

tte
Phe

173

gag
Glu

cca
Pro
460

tece
Ser

ttt
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

teca
Ser
540

gge
Gly

gtg
Val

ttt
Phe

gge
Gly

act
Thr
620

tece
Ser

gaa
Glu

tet
Ser

gga
Gly

gtg
Val

445

att
Val

ate
Ile

ttt
Phe

agc
Ser

ctg
Leu
525

ggg
Gly

aag
Lys

aaa
Lys

ate
Ile

acce
Thr
605

tte
Phe

gtg
val

atc
Ile

cca
Pro

aag
Lys
685

tat
Tyr

gtg
Val

ctg
Leu

acc
Thr

tgg
Trp
510

act
Thr

tgt
Cys

gge
Gly

aag
Lys

agt
Ser
590

tte
Phe

act
Thr

gaa
Glu

atc
Ile

ctg
Leu
670

tat
Tyx

cac
His

gtg
val

tgg
Trp

aag
Lys
495

cag
Gln

aca
Thr

cag
Gln

tte
Phe

tac
Tyr
575

aag
Lys

ctg
Leu

tgg
Trp

cca
Pro

atg
Met
655

gte
val

tgt
Cys

caa
Gln

atc
Ile

tac
Tyr
480

ccc
Pro

tte
Phe

ctg
Leu

ate
Ile

tcc
Ser
560

atc
Ile

gag
Glu

cta
Leu

gtg
Val

tac
Tyr
640

gge
Gly

tat
Tyr

cgg
Arg

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304
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15
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cca gag agce cag gag cat cet gaa get gac cca ggt age get gee cca
Pro Glu Ser Gln Glu His Pro Glu Ala Asp Pro Gly Ser Ala Ala Pro
6390 695 700
tac ctg aag acc aag ttt atc tgt gtg aca cca acg acec tge age aat
Tyr Leu Lys Thr Lys Phe Ile Cys Val Thr Pro Thr Thr Cys Ser Asn
705 710 715 720
acc att gac ctg cecg atg tec cec cge act tta gat tea ttg atg cag
Thr Ile Asp Leu Pro Met Ser Pro Arg Thr Leu Asp Ser Leu Met Gln
725 730 735
ttt gga aat aat ggt gaa ggt gct gaa cece tca gea gga ggg cag ttt
Phe Gly Asn Asn Gly Glu Gly Ala Glu Pro Ser Ala Gly Gly Gln Phe
740 745 750
gag tec ctc ace ttt gac atg gag ttg ace teg gag tge get ace teco
Glu Ser Leu Thr Phe Asp Met Glu Leu Thr Ser Glu Cys Ala Thr Ser
755 760 765
ccc atg tga ggagectgaga acggaagcetg cagaaagata cgactgagge
Pro Met *
770

gectacctge attctgecac coctcacaca gecaaaccee agatcatctg aaactactaa
ctttgtggtt ccagattttt tttaatctee tacttetget atcectttgage aatctgggea
cttttaaaaa tagagaaatg agtgaatgtg ggtgatctge ttttatctaa atgcaaataa
ggatgtgtte tetgagacce atgatcaggg gatgtggegg ggggtggceta gagggagaaa
aaggaaatgt cttgtgttgt tttgttcece tgececcteectt tetcagecage tttttgttat
tgttgttgtt gttecttagac aagtgectee tggtgectge ggecatcette tgectgttte
tgtaagcaaa tgecacagge cacctatage tacatactee tggeattgea ctttttaace
ttgetgacat cecaaatagaa gataggacta tctaagcect aggtttettt ttaaattaag
aaataataac aattaaaggg caaaaaacac tgtatcagea tagectttet gtatttaaga
aacttaageca gecgggcatg gtggetcacg cetgtaatee cageactttyg ggaggecgag
geggatcata aggtcaggag atcaagacca tectggetaa cacggtgaaa cecccgtetet
actaaaagta caaaaaatta gctgggtgtg gtggtgggeg cctgtagtec cagetacteg
ggaggctgag gecaggagaat cgettgaace tgagaggegg aggttgecagt gagecaaaat
tgcaccactg cacactgcac tccatcctgg geocgacagtcet gagactectgt ctcaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 155
gtgcgcgega geccgaaatc 20
<210> 156

<211> 24

<212> ADN

174

2352

2400

2448

2496

2544

2593

2653
2713
2773
2833
2893
2953
3013
3073
3133
3183
3253
3313
3373
3433
3455
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 156

acatgccact ttggtgtttc ataa 24

<210> 157
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 157

tcttcgtaga ttgtgctgat agagaac

<210> 158
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sonda para PCR

<400> 158

cagtatagcc gcttcctgca agagtcgaa

<210> 159
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2521599 T3

29

175



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 159

agcctctgca ccctcatgtt 20

<210> 160
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 160

ctcctaaatt aagaacttct 20

<210> 161
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 161

ttttgcatga tgtaaccact 20

<210> 162
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 162
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tattgaaaat tatctaattc 20

<210> 163
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 163

ttgggccatc ctgctaaaat 20
<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 164

attcacttgc ctccttgact 20

<210> 165
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 165

atgcccttac tctccgcatc 20

<210> 166

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 166

ctgaacttac cctctgagag 20

<210> 167
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 167

aaatgcggac ccaagagttt 20
<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 168

cttgttcect cggcetgegac 20

<210> 169
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 169

gcctgtccag gatcecggttg 20

<210> 170
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 170

gaagggcctc tccgagccga 20

<210> 171
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 171

ggcggcgagg ctcectcagg 20
<210> 172

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 172

tccggcagag gccgagaggce 20
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<210>173
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 173

ccatcctgct aaaatcaggg 20

<210> 174
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 174

ccattgggcc atcctgctaa 20

<210> 175
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 175

tgtcaagctg ctgtagctga 20
<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 176

aactgccgca gctccattgg 20

<210> 177
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 177

tcttgactct caatccaagg 20

<210> 178
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 178

cgcatatgcc caatcttgac 20

<210> 179
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

181
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<400> 179

cgactcttgc aggaagcggc 20
<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 180

tcgtagattg tgctgataga 20

<210> 181
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 181

agaaactgct tgattcttcg 20

<210> 182
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 182

gatacctgct ctgaagaaac 20

<210> 183

182
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 183

ttctcaagat acctgctctg 20
<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 184

ttggcttctc aagatacctg 20

<210> 185
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 185

gtgattcttc ccacaggcac 20

<210> 186
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

183
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 186

atctgctgct tctccgtcac 20
<210> 187

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 187

ccagcatctg ctgcttctcc 20
<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 188

tgaaggtgct gctccagcat 20

<210> 189
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 189

ttctgttcta gatcctgcac 20

184
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<210> 190
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 190

ctggagattc tctaccactt 20

<210> 191
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 191

aagtcatcct ggagattctc 20
<210> 192

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 192

aatcaaagtc atcctggaga 20

<210> 193
<211> 20

<212> ADN

185
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 193

gttgaaatca aagtcatcct 20

<210> 194
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 194

ttatagttga aatcaaagtc 20

<210> 195
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 195

gggttttata gttgaaatca 20
<210> 196

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 196

cttgagggtt ttatagttga 20

<210> 197
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 197

tgactcttga gggttttata 20

<210> 198
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 198

ctccttgact cttgagggtt 20

<210> 199
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 199

catgtctcct tgactcttga 20

187
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<210> 200
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 200

attcagatct tgcatgtctc 20

<210> 201
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 201

tggttgtttc cattcagatc 20

<210> 202

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 202

tggtcactga ctggttgttt 20

<210> 203
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 203

tccagcetgct geatcttctg 20
<210> 204

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 204

gagcatctgt tccagctgct 20

<210> 205
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 205

cttctcegca tctggtccag 20

<210> 206
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 206

ttctgcacgt actccatcge 20

<210> 207
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 207

cagccagctc ctcgtcegtg 20
<210> 208

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 208

ctcttccagt cagccagctc 20

<210> 209
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 209

tgccgcctct tccagtcagce 20

<210> 210

<211> 20

190
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 210

ccagttttct agccgatcta 20

<210> 211
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 211

acgttatcca gttttctagc 20
<210> 212

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 212

agttgagatt ctgctaatga 20

<210> 213
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

191
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 213

tctgaagttg agattctgct 20

<210> 214
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 214

cctttgtagg aaactttttg 20

<210> 215
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 215

aggcactttt cattaagttt 20
<210> 216

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 216

ttgaccagca acctgacttt 20
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<210> 217
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 217

agctgataat tcaactcagg 20
<210> 218

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 218

ttttaagctg ataattcaac 20

<210> 219
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 219

ctttaatttt aagctgataa 20
<210> 220

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 220

gcacacttta attttaagct 20

<210> 221
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 221

tcaatgcaca ctttaatttt 20

<210> 222
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 222

cccagaatgt taaatttccg 20

<210> 223
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

194
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<400> 223

agaggctgcc gttgttggat 20
<210> 224

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 224

aagtgtttga attctgcaga 20

<210> 225
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 225

tctectgetee ctcagggtca 20

<210> 226
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 226

atcaggtgca gctcctcagt 20

195
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<210> 227
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 227

aggtgatcag gtgcagctcc 20
<210> 228

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 228

ctcaaaggtg atcaggtgca 20

<210> 229
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 229

gaggccttgg tgatacacct 20

<210> 230
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 230

tcaatcttga ggccttggtg 20

<210> 231
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 231

ctaggtcaat cttgaggcct 20
<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 232

ggtctctagg tcaatcttga 20

<210> 233

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 233
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aaggagtggg tctctaggtc 20

<210> 234
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 234

ctggcaagga gtgggtctct 20

<210> 235
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 235

accacaactg gcaaggagtg 20
<210> 236

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 236

tctgacagat gttggagatc 20

<210> 237

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 237

tggcatctga cagatgttgg 20

<210> 238
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 238

gcatttggca tctgacagat 20

<210> 239
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 239

ttcttgggat tgttggtcag 20
<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

199
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 240

gtcagctgct cgatgctcag 20

<210> 241
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 241

tcccaagagt ttctctgeca 20

<210> 242
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 242

catgtgatct gacaccctga 20

<210> 243
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 243

tagcccatgt gatctgacac 20
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<210> 244
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 244

gccatgtttt ctttgcaaaa 20

<210> 245
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 245

ccttgccagc catgttttct 20

<210> 246
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 246

gaagcccttg ccagccatgt 20

<210> 247
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 247

aaggagaagc ccttgccagc 20
<210> 248

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 248

cccagaagga gaagcccttg 20
<210> 249

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 249

tccagccaga cccagaagga 20

<210> 250
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 250

tctttgetgc tttcactgaa 20

<210> 251
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 251

atgttgttca gctgctgctt 20
<210> 252

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 252

atgacatgtt gttcagctgc 20

<210> 253
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 253

agcaaatgac atgttgttca 20

<210> 254
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 254

atttcagcaa atgacatgtt 20

<210> 255
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 255

tgatgatttc agcaaatgac 20

<210> 256

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 256

ttatagccca tgatgatttc 20

<210> 257
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 257

tgatcttata gcccatgatg 20

<210> 258
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 258

atccatgatc ttatagccca 20

<210> 259
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 259

ggtagcatcc atgatcttat 20

<210> 260
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 260
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aatgtcagga tagagataga 20
<210> 261

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 261

gcctectect tgggaatgte 20

<210> 262
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 262

tccgaatgcc tcctecttgg 20

<210> 263
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 263

tactttccga atgcctcctc 20

<210> 264
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 264

gacaatactt tccgaatgcc 20

<210> 265

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 265

ctacctgggt cagcttcagg 20

<210> 266
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 266

ataaacttgg tcttcaggta 20

<210> 267
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 267

gtcgttggtg tcacacagat 20

<210> 268
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 268

tgcaggtcgt tggtgtcaca 20

<210> 269
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 269

attgctgcag gtcgttggtg 20

<210> 270
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 270

atggtattgc tgcaggtcgt 20

208



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<210> 271
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 271

ggtcaatggt attgctgcag 20

<210> 272
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 272

gacatcggca ggtcaatggt 20

<210> 273
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 273

caatgaatct aaagtgcggg 20

<210> 274

<211> 20

209
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 274

tgcatcaatg aatctaaagt 20

<210> 275
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 275

caaactgcat caatgaatct 20

<210> 276
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 276

atttccaaac tgcatcaatg 20

<210> 277
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 277

aactgccctc ctgctgaggg 20

<210> 278
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 278

ggtgagggac tcaaactgcc 20

<210> 279
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 279

cagtcgtatc tttctgcagc 20

<210> 280
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 280

agatagcaga agtaggagat 20

<210> 281
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 281

aaagtgccca gattgctcaa 20

<210> 282

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 282

tttttaaaag tgcccagatt 20

<210> 283
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 283

cagatcaccc acattcactc 20
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<210> 284
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 284

tgcatttaga taaaagcaga 20

<210> 285
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 285

gaacacatcc ttatttgcat 20

<210> 286
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 286

atcatgggtc tcagagaaca 20

<210> 287

<211> 20

213



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 287

cacatcccct gatcatgggt 20

<210> 288
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 288

agacatttcc tttttctccc 20

<210> 289
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 289

accaggaggc acttgtctaa 20

<210> 290
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

214



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 290

gcaggcacca ggaggcactt 20

<210> 291
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 291

gcttacagaa acaggcagaa 20

<210> 292
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 292

aggtggcctg tggcatttge 20

<210> 293
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 293

gtatgtagct ataggtggcc 20

<210> 294
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 294

gcaatgccag gagtatgtag 20

<210> 295
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 295

ttaaaaagtg caatgccagg 20

<210> 296
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 296

ggcttagata gtcctatctt 20
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<210> 297
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 297

taaaaagaaa cctagggctt 20

<210> 298
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 298

atacagaaag gctatgctga 20

<210> 299
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 299

ttaagtttct taaatacaga 20

<210> 300
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 300

gcatctgctg cttctcegte 20

<210> 301
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 301

cagcatctgc tgcttctccg 20

<210> 302
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 302

tccagcatct gctgcttetc 20

<210> 303
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 303

ctccagcatc tgctgcttet 20

<210> 304
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 304

tgctccagca tctgetgcett 20

<210> 305
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 305

tgctgctcca geatctgetg 20

<210> 306
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 306

219
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ggtgctgctc cagcatctge 20

<210> 307
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 307

aaggtgctgc tccagcatct 20

<210> 308
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 308

tgggattgtt ggtcagcatg 20
<210> 309

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 309

attcttggga ttgttggtca 20

<210> 310

<211> 20

220
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 310

acattcttgg gattgttggt 20

<210> 311
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 311

cacattcttg ggattgttgg 20

<210> 312
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 312

ttcacattct tgggattgtt 20

<210> 313

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 313

agttcacatt cttgggattg 20

<210> 314
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 314

gaagttcaca ttcttgggat 20

<210> 315
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 315

agattatgaa acaccaaagt 20

<210> 316
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 316

ggagattatg aaacaccaaa 20
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<210> 317
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 317

caggagatta tgaaacacca 20

<210> 318
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 318

tcccaggaga ttatgaaaca 20

<210> 319
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 319

ctcccaggag attatgaaac 20

<210> 320

<211> 20

223
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 320

ctctcccagg agattatgaa 20

<210> 321
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 321

atctctccca ggagattatg 20

<210> 322
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 322

cttgccagcc atgttttett 20

<210> 323
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 323

cccttgecag ccatgttttc 20

<210> 324
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 324

agcccttgcc agccatgttt 20

<210> 325
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 325

gagaagccct tgccagcecat 20

<210> 326
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 326

aggagaagcc cttgccagcec 20

<210> 327
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 327

gaaggagaag cccttgccag 20

<210> 328
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 328

aagcccttgc cagccatgtt 20

<210> 329
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 329

agaagccctt gccagccatg 20
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<210> 330
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 330

agaaggagaa gcccttgcca 20
<210> 331

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 331

ccagaaggag aagcccttgc 20

<210> 332
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 332

acccagaagg agaagccctt 20

<210> 333
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 333

tgcctcctece ttgggaatgt 20

<210> 334
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 334

aatgcctcct ccttgggaat 20

<210> 335

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 335

cgaatgcctc ctcecttggga 20

<210> 336

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 336
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ttccgaatgc ctectecttg 20

<210> 337
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 337

tttccgaatg cctcctectt 20

<210> 338
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 338

actttccgaa tgcctcctec 20

<210> 339
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 339

ttgcaggaag cggctatact 20

<210> 340

229



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 340

tcttgcagga agcggctata 20

<210> 341
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 341

actcttgcag gaagcggcta 20

<210> 342
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 342

gactcttgca ggaagcggct 20

<210> 343
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 343

tcgactcttg caggaagcgg 20

<210> 344
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 344

ttcgactctt gcaggaagcg 20

<210> 345
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 345

cattcgactc ttgcaggaag 20

<210> 346
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 346

tcttatagcc catgatgatt 20

<210> 347
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 347

gatcttatag cccatgatga 20

<210> 348
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 348

atgatcttat agcccatgat 20

<210> 349
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 349

ccatgatctt atagcccatg 20
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<210> 350
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 350

gcatccatga tcttatagcc 20

<210> 351
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 351

tagcatccat gatcttatag 20

<210> 352
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 352

gtagcatcca tgatcttata 20
<210> 353

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 353

aaaggctatg ctgatacagt 20

<210> 354
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 354

agaaaggcta tgctgataca 20

<210> 355
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 355

acagaaaggc tatgctgata 20

<210> 356
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 356

tacagaaagg ctatgctgat 20

<210> 357

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 357

aatacagaaa ggctatgctg 20

<210> 358
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 358

aaatacagaa aggctatgct 20

<210> 359
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 359

ttaaatacag aaaggctatg 20
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<210> 360
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido
<400> 360

tcttaaatac agaaaggcta 20

<210> 361
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 361

ggtctcagag aacacatcct 20

<210> 362
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 362

tgggtctcag agaacacatc 20

<210> 363
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 363

catgggtctc agagaacaca 20

<210> 364
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 364

tcatgggtct cagagaacac 20

<210> 365
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 365

tgatcatggg tctcagagaa 20

<210> 366
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 366

cctgatcatg ggtctcagag 20

<210> 367
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 367

cccctgatca tgggtctcag 20

<210> 368
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 368

cagacccaga aggagaagcc 20

<210> 369
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 369
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cagccagacc cagaaggaga 20

<210> 370
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 370

ccagccagac ccagaaggag 20

<210> 371
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 371

gtccagccag acccagaagg 20

<210> 372
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 372

tgtccagcca gacccagaag 20

<210> 373
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 373

attgtccagc cagacccaga 20

<210> 374
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 374

atattgtcca gccagaccca 20
<210> 375

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 375

catgatctta tagcccatga 20

<210> 376

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 376

tccatgatct tatagcccat 20

<210> 377
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 377

catccatgat cttatagccc 20

<210> 378
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 378

agcatccatg atcttatagc 20

<210> 379

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 379

tggtagcatc catgatctta 20
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<210> 380
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 380

ttggtagcat ccatgatctt 20

<210> 381
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 381

gatattggta gcatccatga 20
<210> 382

<211> 2924

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
<221> CDS
<222> (173)...(2341)

<400> 382
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gtcgacccac gegteccgege tgaggtacaa ccccgetecgg tgtcgectga cegegtegge
taggagaggc caggcggccc tcgggagccc agcagctcge
ggccagtegg gectecagece cggagacagt cgagaccccet

cag
Gln

cac
His

gca
Ala
35

tca
Ser

caa
Gln

ctt
Leu

atg
Met

cte
Leu
115

cac

His

cat
His

aag
Lys

cte
Leu

tgg
Trp

cag
Gln
20

cect
Pro

cat
His

tat
Tyr

cga

gaa
Glu
100

cte
Leu

cca
Pro

ctt
Leu

gtg
Val

aag
Lys
180

aac
Asn

ctg
Leu

tag
Trp

gcc
Ala

agc
Ser

aga
Arg
85

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr

cag
Gln

gtg
val
165

age
Ser

cag
Gln

tac
Tyr

att
Ile

acg
Thr

cga
70
atc

Ile

gce
Ala

acg
Thr

gce
Ala

gat
Asp
150

gag
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu

ttg
Leu
55

tte
Phe

aag
Lys

cgg

gca
Ala

gee
Ala
135

gtc
Val

aac
Asn

gga
Gly

cag
Gln

gac
Asp

agt
Ser
40

gtg
Val

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile

gee
Ala
120

gta
Vval

cgg
Arg

cte
Leu

gac
Asp

cag
Gln

acg
Thr
25

caa
Gln

ttt
Phe

caa
Gln

ttt
Phe

gtg
Val

105

acg
Thr

gtg
val

aag
Lys

cag
Gln

atg
Met
185

ctg
Leu
10

tte
Phe

gac
Asp

cat
His

gag
Glu

ctg
Leu
90

gece
Ala

geca
Ala

aca
Thr

cga
Arg

gac
Asp
170

cag
Gln

gac
Asp

cce
Pro

tag
Trp

aat
Asn

tece
Ser
75

cag

Gln

cga

gee
Ala

gag
Glu

gtg
Val
155

gac

Asp

gat
Asp

aca
Thr

atg
Met

gea
Ala

cte
Leu
60

aat

Asn

age
Ser

tge
Cys

cag
Gln

aag
Lys
140

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu

243

cge
Arg

gag
Glu

tat
Tyr
45

ttg

Leu

gte
Vval

agg

ctg
Leu

caa
Gln
125

cag
Gln

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn

gcetggagte agegcaggece
gactgcageca gg atg get
Met Ala

tac
Tyr

ctg
Leu
30

gca
Ala

ggt
Gly

cte
Leu

tat
Tyr

tgg

110

ggg
Gly

cag
Gln

cta
Leu

tte
Phe

gga
Gly
190

ctg
Leu
15

cgg

gee
Ala

gaa
Glu

tat
Tyr

ctt
Leu
95

gaa
Glu

ggc
Gly

atg
Met

gaa
Glu

aac
Asn
175

aac
Asn

gag
Glu

cag
Gln

age
Ser

att
Ile

cag
Gln
80

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

ttg
Leu

cag
Gln
160

tac

Tyr

aac
Asn

cag
Gln

tte
Phe

aaa
Lys

gac
Asp
65

cac
His

aag
Lys

tect
Ser

gce
Ala

gag
Glu
145

aaa

Lys

aaa
Lys

cag
Gln

1

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
50

cag
Gln

aac
Asn

cca
Pro

cge

aac
Asn
130

cag
Gln

atg
Met

acc
Thr

tet
Ser

60
120
178

226

274

322

370

418

466

514

562

610

658

706

754



gtg
val

195

gac
Asp

gca
Ala

tgg
Trp

tge
Cys

ctt
Leu
275

gtg
val

gag
Glu

gtg
Val

atec
Ile

ttt
Phe
355

gac
Asp

ctg
Leu

age
Ser

ggg
Gly

gag
Glu
435

acc
Thr

cag
Gln

atg
Met

aag
Lys

ctg
Leu
260

cag
Gln

tece
Ser

agg
Arg

gag
Glu

aag
Lys
340

cct
Pro

tct
Ser

gge
Gly

ctg
Leu

aat
Asn
420

ctg
Leu

aga
Arg

atg
Met

gag
Glu

agg
Arg
245

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

ate
Ile

cgg
Arg
325

act
Thr

gag
Glu

ggg
Gly

acg
Thr

tet
Ser
405

gga
Gly

cac
His

cag
Gln

cgg
Arg

tac
Tyr
230

cgg
Arg

cgt
Arg

cge
Arg

aaqg
Lys

gtg
val
310

cag
Gln

ggt
Gly

ttg
Leu

gat
Asp

aac
Asn
390

geca

Ala

gge
Gly

ctg
Leu

aag
Lys

aga
Arg
215

gtg
val

cag
Gln

ctg
Leu

caa
Gln

ggc
Gly
295

gag
Glu

cece
Pro

gte
Val

aat
Asn

gtt
val
375

aca

Thr

gag
Glu

cgt
Arg

atc
Ile

atg
Met

200

agc
Ser

cag
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
280

gac
Asp

ctg
Leu

tge
Cys

cag
Gln

tat
Tyr
360

gct
Ala

aaa
Lys

tte
Phe

gecc
Ala

acc
Thr
440

cag
Gln

att
Ile

aag
Lys

ate
Ile

aac
Asn
265

att
Ile

cct
Pro

tte
Phe

atg
Met

ttt
Phe
345

cag
Gln

gce
Ala

gtg
Val

aag
Lys

aat
Asn
425

tte
Phe
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cag
Gln

gtg
val

aca
Thr

gcg
Ala
250

tgg
Trp

aaqg
Lys

atc
Ile

aga
Arg

cce
Pro
330

acc
Thr

ctt
Leu

cte
Leu

atg
Met

cac
His
410
tgt
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

agt
Ser

ctg
Leu
235

tgc
Cys

ata
Ile

aaa
Lys

gtg
val

aac
Asn
315

atg
Met

acg
Thr

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn
395

ctg
Leu

gat
Asp

act
Thr

gaa
Glu

gag
Glu
220

act
Thr

ate
Ile

act
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
300

tta
Leu

cac
His

aaa
Lys

att
Ile

ggg
Gly
380

atg
Met

acc
Thr

gee
Ala

gag
Glu

cag
Gln
205

ctg
Leu

gat
Asp

gga
Gly

tca
Ser

gag
Glu
285

cac
His

atg
Met

ccg
Pro

gtc
val

aaa
Lys
365

tet
Ser

gag
Glu

ctt
Leu

tece
Ser

gtg
Val
445

244

atg
Met

gcg
Ala

gaa
Glu

gge
Gly

tta
Leu
270

gag
Glu

cgg
Arg

aag
Lys

gac
Asp

agg
Arg
350

gtg
val

cgg
Arg

gag
Glu

agg
Arg

ttg
Leu
430

tac
Tyr

cte
Leu

ggg
Gly

gag
Glu

cct
Pro
255

gca
Ala

ctg
Leu

cce
Pro

agt
Ser

cgg
Arg
335

ttg
Leu

tge
Cys

aaa
Lys

tct
Ser

gag
Glu
415

ate

Ile

cac
His

aca
Thr

cte
Leu

ctg
Leu
240

cce
Pro

gaa
Glu

cag
Gln

atg
Met

gee
Ala
320

cece
Pro

ctg
Leu

att
Ile

ttt
Phe

aac
Asn
400

cag

Gln

gtg
val

caa
Gln

gce
Ala

ttg
Leu
225

gct
Ala

aac
Asn

tet
Ser

cag
Gln

ctg
Leu
305

tte
Phe

tta
Leu

gtc
Vval

gat
Asp

aac
Asn
385

aac

Asn

aga
Arg

act
Thr

ggce
Gly

ctg
Leu
210

tca
Ser

gac
Asp

atc
Ile

caa
Gln

aaa
Lys

290

gag
Glu

gtg
val

gtec
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
370

att
Ile

gge
Gly

tgt
Cys

gag
Glu

cte
Leu
450

802

850

898

946

994

1042

1090

1138

1186

1234

1282

1330

1378

1426

1474

1522



aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

gga
Gly

acc
Thr
515

aag
Lys

gct
Ala

gte
Val

ctt
Leu

cgg
Arg
595

age

Ser

gac
Asp

cag
Gln

ate
Ile

cee
Pro
675

agce
Ser

aag

att
Ile

tgt
Cys

acc
Thr

ace
Thr
500

ace
Thr

ctc
Leu

aaa
Lys

tgg
Trp

tgg
Trp
580

gcc

Ala

gag
Glu

ate
Ile

cag
Gln

atg
Met
660

gac
Asp

cag
Gln

acc

gac
Asp

cag
Gln

aat
Asn
485

tag
Trp

aag
Lys

cta
Leu

tte
Phe

cta
Leu
565

aat

Asn

ate
Ile

agc
Ser

agt

Ser

ctyg
Leu
645

gat
Asp

att
Ile

gag
Glu

aag

cta
Leu

atg
Met
470

aac
Asn

gac
Asp

cga
Arg

gg9g9
Gly

tge
Cys
550

gac

Asp

gaa
Glu

cta
Leu

age
Ser

ggc
Gly
630

aac
Asn

gcg
Ala

cce
Pro

cac
His

tte

gag
Glu
455

cca
Pro

cca
Pro

caa
Gln

g99
Gly

cct
Pro
535

aaa
Lys

aat
Asn

ggg
Gly

agc
Ser

aaa
Lys
615

aag

Lys

aac
Asn

ace
Thr

aag
Lys

cce
Pro
695

atc

acc
Thr

aat
Asn

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu
520

ggt
Gly

gaa
Glu

ate
Ile

tac
Tyr

aca
Thr
600

gaa

Glu

acc
Thr

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu
680

gaa
Glu

tgt

cac
His

gct
Ala

aac
Asn

gece
Ala
505

age
Ser

gtg
Val

aac
Asn

atec
Ile

atc
Ile
585

aag

Lys

gga
Gly

cag
Gln

tca
Ser

ate
Ile
665

gag
Glu

gce
Ala

gtg

tece
Ser

tgg
Trp

gtg
val
490

gag
Glu

atc
Ile

aac
Asn

atg
Met

gac
Asp
570

atg
Met

ccc
Pro

ggag
Gly

ate
Ile

ttt
Phe
650

ctg
Leu

gca
Ala

gac
Asp

aca
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tty
Leu

gca
Ala
475

aac
Asn

gtg
Val

gag
Glu

tac
Tyr

gct
Ala
555

ctt
Leu

gt
Gly

ccg
Pro

gte
Val

cag
Gln
635

gct
ala

gtg
val

ttt
Phe

cca
Pro

cca

cca
Pro
460

tca
Ser

tte
Phe

cte
Leu

cag
Gln

tca
Ser
540

ggc
Gly

gtg
Vval

tte
Phe

ggc
Gly

act
Thr
620

tect

Ser

gaa
Glu

tet
Ser

gga
Gly

ggt
Gly
700

tte

gtt
vVal

atc
Ile

tte
Phe

age
Ser

ctg
Leu
525

gg9g9
Gly

aag
Lys

aaa
Lys

ate
Ile

acc
Thr
605

tte
Phe

gta
Val

ate
Ile

cca
Pro

aag
Lys
685

agt

Ser

att

245

gtg
Val

ctg
Leu

act
Thr

tag
Trp
510

aca
Thr

tgt
Cys

gge
Gly

aag
Lys

agce
Ser
590

tte
Phe

act
Thr

gag
Glu

ate
Ile

ctt
Leu
670

tac
Tyr

get
Ala

gat

gtg
vVal

tgg
Trp

aag
Lys
485

cag
Gln

acg
Thr

cag
Gln

tte
Phe

tat
Tyr
575

aag

Lys

cta
Leu

tgg
Trp

cca
Pro

atg
Met
655

gte
val

tgt
Cys

gce
Ala

gea

ate
Ile

tat
Tyr
480

cecqg
Pro

tte
Phe

ctg
Leu

ate
Ile

tee
Ser
560

ate

Ile

gag
Glu

ctg
Leu

gtg
val

tac
Tyr
640

ggc
Gly

tac
Tyr

agg
Arg

ceg
Pro

gtt

tece
Ser
465

aac
Asn

cca
Pro

tcg
Ser

gct
Ala

aca
Thr
545

tte
Phe

ttg
Leu

cgg
Arg

cge
Arg

gaa
Glu
625

acc

Thr

tat
Tyr

cte
Leu

cce
Pro

tac
Tyr
705

tag

aac
Asn

atg
Met

att
Ile

tece
Ser

gag
Glu
530

tgg
Trp

tgg
Trp

gce
Ala

gag
Glu

tte
Phe
610

aag

Lys

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu
690

ctg
Leu

aaa

1570

1618

1666

1714

1762

1810

1858

1906

1954

2002

2050

2098

2146

2194

2242

2290

2338
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20
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Lys Thr Lys Phe Ile Cys Val Thr Pro Phe Ile Asp Ala Val Trp Lys

710

715

720

taa cggtgaaggt gctgagccct cagcaggagg gcagtttgag tcgetcacgt
*

ttgacatgga
gctgcagaga
atatcgtetg
gctatetttg
aactgttatg
aggcaaaggg
ttggttgtta
tgataccecca
aagctaggac

<210> 383
<211> 20

<212> ADN

tctgaccteg
cgtgacttga
aaactcctaa
ggcaatctgg
taaagaggag
gaacacctce
gacaagtgece
ttctgggaac
taagceccagg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 383

tggtattgct gcaggtcgtt

<210> 384
<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 384

cggcaggtca atggtattgc

<210> 385
<211> 20

gagtgtgcta
gacacctgee
ctttgtggtt
gcacttttta
agcacctctg
tgtcctgece
tecctggtgee
tectggetet
aggttectet

20

20

ccteeccccat
cegtgeteca
ccagattttt
aaagagagaa
agtctgggga
gecetgeccte
catggctace
gcactttcaa
ttaaattaaa

246

gtgaggagcet
cccctaagea
ttttttaatt
atgagtgagt
tggggctgag
ctttttecage
tgttgcececa
ccttgetaat
aaaaaaaaaa

gaaaccagaa
gccgaacccee
tectacttet
gtgggtgata
agcagaaggg
agcteggggg
ctectgtgage
atccacatag
aaa

2391

2451
2511
2571
2631
2691
2751
2811
2871
2924
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 385

ggacatcggc aggtcaatgg 20

<210> 386
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 386

ttgtacctca gcgcggacge 20

<210> 387
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 387

aaaagtgccc agattgccc 19

<210> 388
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 388

aaaagtgccc agattgcc 18

<210> 389
<211>17
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 389

aaagtgccca gattgcc 17

<210> 390
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 390

gctgcaggtc gttggtgtca 20

<210> 391
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 391

ttctacctcg cgcgatttac 20

<210> 392
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 392

gtacagttat gcgcggtaga 20

<210> 393
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 393

ttagaatacg tcgcgttatg 20

<210> 394
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 394

cgttattaac ctccgttgaa 20
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<210> 395
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 395

ctgctagcct ctggatttga 20

<210> 396
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 396

ctcttactgt gctgtggaca 20

<210> 397
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 397

gaggcccgcec caaca 15

<210> 398
<211> 26

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 398

ttctgctaat gacgttatcc agtttt 26
<210> 399

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sonda para PCR

<400> 399

ctgcctagat cggc 14

<210> 400
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 400

attcttggga ttgttggtct t 21

<210> 401
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 401

ctccagcatc tgctgcttet t 21

<210> 402
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 402

tttgatcgag gttagccgtg 20

<210> 403

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 403

actcaggcta cctttctgct 20

<210> 404
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 404

gctccaatac ccgttgcttc 20
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<210> 405
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 405

ccgctetgct atagaggcac 20

<210> 406
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 406

aaaagtatct aaatcgctca 20

<210> 407
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 407

taaaagcgtc taagttgctc 20

<210> 408
<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 408

aggagaagcc cttgccagec 20

<210> 409
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 409

ccttccctga aggttcctec 20

<210> 410
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 410

atgcatacta cgaaaggccg 20

<210> 411
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

254



10
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 411

ttcgcggcetg gacgattcag 20

<210> 412
<211> 4978
<212> ADN

<213> H. sapiens
<220>
<221> CDS

<222> (241)...(2553)

<400> 412

ES 2521599 T3

255
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ggtttcecgga getgeggegg cgcagactgg gagggggage cgggggttee gacgtegeag 60
ccgagggaac aagecccaac cggatcctgg acaggcacce cggettggeg ctgtctetee 120
cccteggete ggagaggece tteggectga gggagecteg ccgecegtec ceggcacacg 180
cgcagccceg gectcectegge ctetgecgga gaaacagttg ggaccectga ttttageagg 240
atg gcc caa tgg aat cag cta cag cag ctt gac aca cgg tac ctg gag 288
Met Ala Gln Trp Asn Gln Leu Gln Gln Leu Asp Thr Arg Tyr Leu Glu

1 ) 10 15

cag ctec cat cag cte tac agt gac age ttc cca atg gag ctg cgg cag 336
Gln Leu His Gln Leu Tyr Ser Asp Ser Phe Pro Met Glu Leu Arg Gln
20 25 30

ttt ctg gce cect tgg att gag agt caa gat tgg gca tat geg gece age 384
Phe Leu Ala Pro Trp Ile Glu Ser Gln Asp Trp Ala Tyr Ala Ala Ser
35 40 45

aaa gaa tca cat gcec act ttg gtg ttt cat aat cte ctg gga gag att 432
Lys Glu Ser His Ala Thr Leu Val Phe His Asn Leu Leu Gly Glu Ile
50 55 60

gac cag cag tat age cge tte ctg caa gag tcg aat gtt cte tat cag 480
Asp Gln Gln Tyr Ser Arg Phe Leu Gln Glu Ser Asn Val Leu Tyr Gln
65 70 75 80

cac aat cta cga aga atc aag cag ttt ctt cag age agg tat ctt gag 528
His Asn Leu Arg Arg Ile Lys Gln Phe Leu Gln Ser Arg Tyr Leu Glu
85 90 95

aag cca atg gag att gcc cgg att gtg gecc ¢gg tge ctg tgg gaa gaa 576
Lys Pro Met Glu Ile Ala Arg Ile Val Ala Arg Cys Leu Trp Glu Glu
100 105 110

tca cgec ctt cta cag act gea gee act geg geec cag caa ggg ggc cag 624
Ser Arg Leu Leu Gln Thr Ala Ala Thr Ala Ala Gln Gln Gly Gly Gln
115 120 125

gec aac cac ccc aca geca gec gtg gtg acg gag aag cag cag atg ctg 672
Ala Asn His Pro Thr Ala Ala Val Val Thr Glu Lys Gln Gln Met Leu
130 135 140

gag cag cac ctt cag gat gtc cgg aag aga gtg cag gat cta gaa cag 720
Glu Gln His Leu Gln Asp Val Arg Lys Arg Val Gln Asp Leu Glu Gln
145 150 155 160

256



aaa
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

gcg
Ala

ttg
Leu
225

get
Ala

aac
Asn

tect
Ser

caa
Gln

ctg
Leu
305

ttt
Phe

cte
Leu

gte
Vval

gac
Asp

aac
Asn
385

aac
Asn

atg
Met

acc
Thr

tca
Ser

ctg
Leu
210

tca
Ser

gac
Asp

atc
Ile

caa
Gln

aaa
Lys
290

gag
Glu

gtg
val

gte
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
370

att
Ile

gge
Gly

aaa
Lys

ctc
Leu

gtg
Val

195

gac
Asp

gcg
Ala

tgg
Trp

tge
Cys

ctt
Leu
275

gtt
Val

gag
Glu

gtg
Val

ate
Ile

tte
Phe
355

gac

Asp

ctg
Leu

age
Ser

gtg
val

aag
Lys
180

acc
Thr

cag
Gln

atg
Met

aag
Lys

cta
Leu
260

cag
Gln

tece
Ser

aga
Arg

gag
Glu

aag
Lys
340

cct
Pro

tet
Ser

ggc
Gly

cte
Leu

gta
vVal
165

agt

Ser

agg
Arg

atg
Met

gag
Glu

agg
Arg
245

gat
Asp

acc
Thr

tac
Tyr

atec
Ile

cgg
Arg
325

acc
Thr

gag
Glu

gg9
Gly

aca
Thr

tct
Ser
405

gag
Glu

caa
Gln

cag
Gln

cgg
Arg

tac
Tyr
230

cgg
Arg

cgg

cgt
Arg

aaa
Lys

gtg
Vval

310

cag
Gln

gge
Gly

ttg
Leu

gac
Asp

aac
Asn
390

gca
Ala

aat
Asn

gga
Gly

aag
Lys

aga
Arg
215

gtg
Val

caa
Gln

cta
Leu

caa
Gln

ggg
Gly
295

gag
Glu

cce
Pro

gte
val

aat
Asn

gtt
Vval
375

aca

Thr

gaa
Glu
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cte
Leu

gac
Asp

atg
Met
200

agc
Ser

cag
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
280

gac
Asp

ctg
Leu

tge
Cys

cag
Gln

tat
Tyr
360

gca
Ala

aaa
Lys

tte
Phe

cag
Gln

atg
Met
185

cag
Gln

atc
Ile

aaa
Lys

att
Ile

aac
Asn
265

att
Ile

cce
Pro

ttt
Phe

atg
Met

tte
Phe
345

cag
Gln

gct
Ala

gtg
vVal

aaa
Lys

gat
Asp
170

caa
Gln

cag
Gln

gtg
val

act
Thr

gcc
Ala
250

tgg
Trp

aag
Lys

att
Ile

aga
Arg

cee
Pro
330

act
Thr

ctt
Leu

cte
Leu

atg
Met

cac
His
410

gac
Asp

gat
Asp

ctg
Leu

agt

Ser

cte
Leu
235

tge
Cys

ata
Ile

aaa
Lys

gta
Val

aac
Asn
315

atg
Met

act
Thr

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn
395

ttg
Leu

257

ttt
Phe

ctg
Leu

gaa
Glu

gag
Glu
220

acg
Thr

att
Ile

acg
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
300

tta
Leu

cat
His

aaa
Lys

att
Ile

gga
Gly
380

atg
Met

ace
Thr

gat
Asp

aat
Asn

cag
Gln
205

ctg
Leu

gac
Asp

gga
Gly

tca
Ser

gag
Glu
285

cac
His

atg
Met

cct
Pro

gtc
Val

aaa
Lys
365

tce
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

tte
Phe

gga
Gly
190

atg
Met

gcg
Ala

gag
Glu

gge
Gly

tta
Leu
270

gag
Glu

cgg
Arg

aaa
Lys

gac
Asp

agg
Arg
350

gtg
val

cgg
Arg

gaa
Glu

agg
Arg

aac
Asn
175

aac
Asn

cte
Leu

ggg9
Gly

gag
Glu

ccg
Pro
255

gca
Ala

ttg
Leu

ccg
Pro

agt

Ser

cgg
Arg
335

ttg
Leu

tge
Cys

aaa
Lys

tee
Ser

gag
Glu
415

tat
Tyr

aac
Asn

act
Thr

ctt
Leu

ctg
Leu
240

cce
Pro

gaa
Glu

cag
Gln

atg
Met

gcc
Ala
320

cce
Pro

ctg
Leu

att
Ile

ttt
Phe

aac
Asn
400

cag
Gln

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488



aga
Arg

act
Thr

gge
Gly

tcec
Ser
465

aac
Asn

cca
Pro

tece
Ser

gca
Ala

aca
Thr
545

tte
Phe

ctg
Leu

cgg
Arg

aga
Arg

gag
Glu
625

aca
Thr

tat
Tyr

cte

tgt
Cys

gag
Glu

cte
Leu
450

aac
Asn

atg
Met

att
Ile

teec
Ser

gag
Glu
530

tgg
Trp

tgg
Trp

gce
Ala

gag
Glu

tte
Phe
610

aag
Lys

aag
Lys

aag
Lys

tat

999
Gly

gag
Glu
435

aag

Lys

atec
Ile

ctyg
Leu

gga |

Gly

acec
Thr
515

aaa

Lys

gct
Ala

gte
Val

ctt
Leu

cgg
Arg
595

agt

Ser

gac
Asp

cag
Gln

ate
Ile

cct

aat
Asn
420

ctg
Leu

att
Ile

tgt
Cys

acc
Thr

ace
Thr
500

acec
Thr

cte
Leu

aaa
Lys

tgg
Trp

tgg
Txp
580

gcc

Ala

gaa
Glu

atc
Ile

cag
Gln

atg
Met
660

gac

ggqg
Gly

cac
His

gac
Asp

cag
Gln

aac
Asn
485

tgg
Trp

aag
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

ctg
Leu
565

aac

Asn

atc
Ile

agc
Ser

agc
Ser

ctg
Leu
645

gat
Asp

att

gge
Gly

ctg
Leu

cta
Leu

atg
Met
470

aat
Asn

gat
Asp

cga
Arg

gga
Gly

tgc
Cys
550

gac

Asp

gaa
Glu

ttg
Leu

age
Ser

ggt
Gly
630

aac
Asn

get
Ala

ccc

cga
Arg

atc
Ile

gag
Glu
455

cca
Pro

ccc
Pro

caa
Gln

aga
Gly

cct
Pro
535

aaa

Lys

aat
Asn

999
Gly

age
Ser

aaa
Lys
615

aag
Lys

aac
Asn

acc
Thr

aag

gee
Ala

acc
Thr
440

acc
Thr

aat
Asn

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu
520

ggt
Gly

gaa
Glu

atc
Ile

tac
Tyr

act
Thr
600

gaa
Glu

ace
Thr

atg
Met

aat
Asn

gag

ES 2521599 T3

aat
Asn
425

ttt
Phe

cac
His

gcc
Ala

aat
Asn

gcc
Ala
505

agec
Ser

gtg
Val

aac
Asn

att
Ile

ate
Ile
585

aag

Lys

gga
Gly

cag
Gln

teca
Ser

ate
Ile
665

gag

tgt
Cys

gag
Glu

tece
Ser

tgg
Trp

gta
val
490

gag
Glu

atec
Ile

aat
Asn

atg
Met

gac
Asp
570

atg
Met

cct
Pro

ggc
Gly

atc
Ile

ttt
Phe
650

ctg
Leu

gca

gat
Asp

acc
Thr

ttg
Leu

gcg
Ala
475

aac
Asn

gte
Val

gag
Glu

tat
Tyr

gct
Ala
555

ctt
Leu

ggc
Gly

cca
Pro

gte
VvVal

cag
Gln
635

gct
Ala

gtg
Val

tte

gct
Ala

gag
Glu

cca
Pro
460

tcec
Ser

ttt
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

tca
Ser
540

gge
Gly

gtg
Val

ttt
Phe

ggc
Gly

act
Thr
620

tece
Ser

gaa
Glu

tect
Ser

gga

258

tece
Ser

gtg
Vval
445

gtt
Val

atc
Ile

ttt
Phe

agc
Ser

ctg
Leu
525

ggg
Gly

aag
Lys

aaa
Lys

ate
Ile

acc
Thr
605

tte
Phe

gtg
Val

atc
Ile

cca
Pro

aag

ctg
430

tat
Tyx

gtg
val

ctg
Leu

ace
Thr

tag
510

act
Thr

tgt
Cys

ggc
Gly

aag
Lys

agt
Ser
590

tte
Phe

act
Thr

gaa
Glu

atec
Ile

ctg
Leu
670

tat

att
Ile

cac
His

atg
Val

tgg
Trp

aag
Lys
495

cag
Gln

aca
Thr

caqg
Gln

tte
Phe

tac
Tyr
575

aag

Lys

ctg
Leu

tag
Trp

cca
Pro

atg
Met
655

gte
val

tgt

gtg
Val

caa
Gln

atce
Ile

tac
Tyr
480

cce
Pro

tte
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

tce
Ser
560

atc

Ile

gag
Glu

cta
Leu

gtg
vVal

tac
Tyr
640

ggc
Gly

tat
Tyr

cgg

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304



Leu

cca
Pro

tac
Tyr
705

acc
Thr

ttt
Phe

gag
Glu

Tyr

gag
Glu
690

ctg
Leu

att
Ile

gga
Gly

tece
Ser

Pro
675

agc
Ser

aag
Lys

gac
Asp

aat
Asn

cte
Leu
755

Asp

cag
Gln

ace
Thr

ctg
Leu

aat
Asn
740

acc
Thr

Ile

gag
Glu

aag
Lys

ceg
Pro
725

ggt
Gly

ttt
Phe

Pro

cat
His

ttt
Phe
710

atg
Met

gaa
Glu

gac
Asp

Lys

cct
Pro
695

ate
Ile

tece
Ser

ggt
Gly

atg
Met

Glu
680

gaa
Glu

tgt
Cys

cce
Pro

gct
Ala

gag
Glu
760
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Glu

gct
Ala

gtg
val

cge
Arg

gaa
Glu
745

ttg
Leu

Ala

gac
Asp

aca
Thr

act
Thr
730

cce
Pro

acc
Thr

Phe

cca
Pro

cca
Pro
715

tta

Leu

tca
Ser

tecg
Ser

Gly

ggt
Gly
700

acg
Thr

gat
Asp

gca
Ala

gag
Glu

Lys
685

age
Ser

acc
Thr

tca
Ser

gga
Gly

tge
Cys
765

Tyr

gct
Ala

tge
Cys

ttg
Leu

999
Gly
750

gct
Ala

Cys

gce
Ala

agec
Ser

atg
Met
735

cag
Gln

acc
Thr

Arg

cca
Pro

aat
Asn
720

cag
Gln

ttt
Phe

tece
Ser

cce
Pro

atg
Met *
770

gcctaccetge
ctttgtggtt
cttttaaaaa
ggatgtgtte
aaggaaatgt
tgttgttgtt
tgtaagcaaa
ttgctgacat
aaataataac
aacttaagca
geggatcata
actaaaagta
ggaggctgag
tgcaccactg
aaaaaaaaaa
ttcaggetgg
tgaagctgea
ttagactttt
taaggetggg
gtttcagagg
ggcttectte
tccttgegtg
catggaagaa
cgacgtgtct
tggcacttgt
gagtctgcce
tgetggggece
ctggctaget
tctgactcag
agtttctgtg
cgaccttete
gtcatgcaga
aaacagaata
tagggcgagg
catgtatctg
tggececcatta
catcececage
aagctgetgt

tga

ggagctgaga acggaagcetg cagaaagata cgactgagge

attctgeccac
ccagattttt
tagagaaatg
tctgagacce
cttgtgttgt
gttcttagac
tgeccacagge
ccaaatagaa
aattaaaggg
geegggeatg
aggtcaggag
caaaaaatta
gcaggagaat
cacactgcac
aaagaaactt
taatttatat
acctggeett
ttttataaat
cagagggtge
ctaggttgtt
ctgcececcace
tctaaaggtce
gagggggaga
ggttgagctc
aatggcgtet
tegtatgagg
ccacaggtga
cgectetect
aggcatggce
gaattctgtt
taagatgaac
gctcecttactt
tttagaaagg
gttcagggcet
gtcttaacte
aagaacaggg
ccagccgagg
cctggecact

ccctecacaca
tttaatctece
agtgaatgtg
atgatcaggg
tttgtteecce
aagtgectcece
cacctatage
gataggacta
caaaaaacac
gtggctcacg
atcaagacca
gctgggtgtg
cgcttgaace
tececatecctgg
cagttaacag
aatccetgaa
tggtgttgaa
agacttattt
ttacaacctt
tetgtgggty
cteceecgacee
cctecatectg
gagttacagg
agggaatatg
tcattcagtt
gtgtatacct
ggcagaacag
gtgcgtatgg
ggatttggca
tgttaaatca
agggttegee
ctccagecaac
tgagacttgg
tetectggage
tgattgtage
tectcaggee
gaatcecegtg
gcattcaaat

gccaaaccece
tacttectget
ggtgatctgce
gatgtggcgg
tgcecctectt
tggtgcctge
tacatactcc
tetaagecect
tgtatcagea
cetgtaatece
tcectggetaa
gtggtgggeg
tgagaggcgg
gcgacagtct
ccteettggt
acgggcttca
ataggaaggt
tecctttgtaa
gactcccttt
ccttatcagg
cagtcceccct
tttgttttag
ttggacatga
gttettagee
catgcagggce
ggccteecte
ctagagggcc
gaacacctag
actcaaaacc
aattagctgg
ccagtectee
actcttcagt
gcttaccatt
agatattgte
aaaagttctg
ctgececgett
ggttgecttac
tccaatgtgt
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agatcatctg
atctttgage
ttttatctaa
ggggtggcta
tectcagcage
ggcatcectte
tggcattgceca
aggtttcettt
tagectttet
cagcactttg
cacggtgaaa
cetgtagtee
aggttgcagt
gagactctgt
gctttaagca
ggtcaaacce
ttaaggagaa
tgtattggee
cteectggac
gctgggatac
gatcctgcta
gaatcctggt
tgcacactat
agtttcttgg
aaaggcttac
tgaggctggt
tccecgectg
cacgtgctgg
accttgecte
tctetgaatt
tgcctggaga
acataataag
gggtttaaat
aagttcatgg
agaggagctg
cctgtecact
ctacctataa
acttcatagt

aaactactaa
aatctgggca
atgcaaataa
gagggagaaa
tttttgttat
tgecectgttte
ctttttaacc
ttaaattaag
gtatttaaga
ggaggccgag
ccecegtetet
cagctactceg
gagccaaaat
ctcaaaaaaa
tteagecttcece
ttaagacatc
tctaagecatt
ttttagtgag
ttgatctget
ttctgattet
gaggcatgte
ctcaggacct
ggggecccag
tgatatccag
tgataaactt
gactcctece
cccgecttgg
atgggctgece
agctgatcag
aagggggaga
cagttgatgt
cttaactgat
catagggacce

ccttaggtag
agccctgttg
geeccectece
ggtggtttat
gtaaaaattt

2352

2400

2448

2496

2544

2593

2653
2713
2773
2833
2893
2953
3013
3073
3133
3193
3253
3313
3373
3433
3493
3553
3613
3673
3733
3793
3853
3913
3973
4033
4093
4153
4213
4273
4333
4393
4453
4513
4573
4633
4693
4753
4813
4873
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atattattgt gaggtttttt gtettttttt tttttttttt tttttggtat attgectgtat 4933

ctactttaac ttccagaaat aaacgttata taggaaccegt aaaaa

<210> 413
<211> 20
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 413

uuugucucug guccuuacuu 20

<210> 414
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 414

uuaucgcuuc ucguugcuu 19

<210> 415
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 415

tagtgcggac ctacccacga 20

<210> 416
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<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 416

ccauuggcuu cucaagaua 19

<210> 417
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 417

gccccgecag cucacucac 19

<210> 418
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 418

gaguuuucug cacguacuc 19

<210> 419
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 419

ccaguuucuu aauuuguug 19

<210> 420
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 420

aaacuuuuug cugcaacuc 19

<210> 421
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 421

uuaaguuucu aaacagcuc 19

<210> 422
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico
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<400> 422

aauuuuaagc ugauaauuc 19

<210> 423
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 423

gagucuuugu caaugcaca 19

<210> 424
<211> 19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 424

uuguuggauu cuuccaugu 19

<210> 425
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 425

gugggucucu aggucaauc 19
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<210> 426
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 426

aacuggcaag gaguggguc 19

<210> 427
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 427

cugaauaauu cacaccagg 19
<210> 428

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 428

auuuagccca ugugaucug 19

<210> 429
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 429

ucuuugcaaa auuuagccc 19

<210> 430

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 430

cagccauguu uucuuugca 19

<210> 431
<211> 19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 431

aggucaauga uauugucca 19

<210> 432
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico
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<400> 432

cuuuuucaca aggucaaug 19

<210> 433
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 433

ccaggaugua cuuuuucac 19

<210> 434
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 434

ucacugaauc uuagcagga 19

<210> 435
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 435

aaagauagca gaaguagga 19
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<210> 436
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 436

uuuggauguc agcaagguu 19

<210> 437
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 437

cccuuuaauu guuauuauu 19

<210> 438
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 438

gggauuauau aaauuacca 19

<210> 439
<211>19

<212> ARN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 439

aaauaagucu auuuauaaa 19

<210> 440
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 440

ggccaauaca uuacaaagg 19

<210> 441
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 441

uaucaccaag aaacuggcu 19

<210> 442
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Compuesto oligomérico

<400> 442

gacucaaguu uaucaguaa 19

<210> 443
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 443

aauuccacag aaacucuga 19

<210> 444
<211> 19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 444

uaauuugauu uaacaaaca 19

<210> 445
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 445
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uauguacuga agaguguug 19

<210> 446
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 446

ucucaccuuu cuaaauauu 19

<210> 447
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 447

aagaccagau acaugcuac 19
<210> 448

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 448

cuuuugcuac aaucagagu 19

<210> 449

<211>19
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<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 449

ccaccuuaua gguagguaa 19

<210> 450
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 450

gaaguacaca uuggaauuu 19

<210> 451
<211>19
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Compuesto oligomérico

<400> 451

uggaaguuaa aguagauac 19

<210> 452

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Compuesto oligomérico

<400> 452

uacgguuccu auauaacgu 19

<210> 453
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<221> misc_feature
<222>1-20

<223>n=AT,Co0G

<400> 453

nnnnnNNnnn NnnnnnnNNn 20

<210> 454
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 454

gccctccatg ctggcacagg 20
<210> 455

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 455

ccgagctctc ttatcaacag 20
<210> 456

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 456

gagtatcact atggctggcc 20

<210> 457

<220>

<400> 457
000

<210> 458

<220>

<400> 458
000

<210> 459

<220>

<400> 459
000
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<210> 460

<220>

<400> 460
000

<210> 461

<211>51981

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<400> 461

ES 2521599 T3
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actcagctga
ttgtaagcta
acagccaact
ttttcattgg
ggcctageca
tgggtgggga
gggaggggga
tgaggtacaa
tegggageece
cggagacagg
tgggggaccc
tggggcagga
acaggaacca
agagtgggga
aacagaactg
caccagagce
cttecetgeece
cegttectte
ctgectcectee
gattttttte
attctctcee
ttttttttee
ctttectett
attgagccat
aatcaagagt
gaaacaaaga
gtgtggetat
tacctggtcce
attcagttte
ttgtgtatge
taaagcaata
ccagcecattt
gtttcattat
ttttagactt
tgecagtgtg
gtgacagatg
agaaccactg
agtgttagca
tgtagttcat
ggggctgaga
ttgaggccaa
ctgecetttta
tgttcecetgt
caaagtaact
tceceecttec
tttttaatgg
ttcagecegga
ttgtecttgac
aagcccagaa
aatacttaac
tttgcaggcet
cattaaggag
tctttecete
aggttgctaa
tagccaaata
ttgaaggact
tgetgtettt

gttttcagea
ggcctcectgeg
cagggaggtg
ttagtgggceg
gctggecatt
ttggctggag
acctggggtt
cceecgetegg
agcagctcge
tgaagggggt
cacggttegt
ggataggagg
gcectgggaaa
gttctggggg
acagaagcgg
actgcecacte
ctgtgctggg
tgtagtcage
geecccteecce
ttaagaatca
atctctttet
caattcaaaa
tgacattgtt
tgcatttact
gggagtttte
caggcetggee
aaattggtaa
acatcccteg
cttattcaga
attgtgaatg
aatcacttet
tttectetttt
tgcatgtgee
tatttatett
tgeccagtge
gttgtgatec
ggaagagaat
cactcceccac
cgggacaaat
gatagctagg
taggectaga
catatttctt
tgagaagtat
gttetgtgte
ccctetetee
agatgtttag
gagccttgtg
atccaaatgt
gecttttage
ctetetgaca
gttggagcaa
agcaaggcat
agtttceccte
caagcactct
aaaaaaccaa

cctggtgetg
gatggtgaaa
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ggacattceg
cgtceecttgg
tgcccagagce
gggcttagga
cecttaattat
gggctgtaat
ccgacgtege
tgtcgectga
gectggagtce
gcagggtggyg
cagetgtggg
agacacacag
ggaagggacg
gtgtaggace
ccecteetgtg
aggtggagat
cctggeegtt
tgtacccact
cteceectee
gatttcctat
gtgttaaget
taaatccetg
ctctcataaa
ggatcgtggt
tgtctcatag
ttggectgagt
gttggcaaaa
gttgtatcaa
gtgtgtgtag
ttgggetgte
atcttetttt
tatattaaat
ggaccagaac
tgttctatgt
cctaggtgge
accacctggg
ctggaataat
aaagaaccat
aaccacttag
tggctcactg
cacttgecctt
ggtccatget
cagagaaaat
tcaccctete
ctctcctgtt
gcaaatttta
gtcagtggtc
gagaagggcg
tgatgtttte
ttgtgaaaag
cttgataaat
tattacttac
cettttacte
accacggaac
aaaactcatc
tggacecggece
agaatgtttg

ctaatgtcete
tcgecggaggg
tctegaccee
agtacagcege
gcatggagge
tcageggttt
ggcggaggga
cecgegtegge
agcgeaggcec
gccacctecee
ggtgecttaga
ggtcgtcceg
ctgtaagttt
gtggggggga
actgcteceg

cattggggtg
ccttgectag

taggaggtgg
cceceecccece
agaaaattga
atgattteece
gccaaaccag
cacctggtaa
gttgettaat
ccaagctctt
tectgtgtgta
tccagactgt
ttgatgtgtg
tttatacctg
agtgtaggtg
taatgtggaa
aatgtctatg
actaagcggg
gtatgagtgt
cagaagagga
tcctgggaat
aataatgaaa
tagcagattce
agataatcct
aatgctaacce
aaggcatcgt
taagtattca
ctgaataatg
tecteectet
agcataattt
gctaaagggce
gtttctgtct
cggaggtagt
taagagatgg
tgctagggag
gectttattgt
acctgtgect
tcettttete
acattttatg
taaagagtge
tcagtgagat
gettgectetg
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cteectecce
aggagcacaa
gecttctete
tcgeeeggag
gtgtcttgge
ccggagetge
acgagcccta
taggagaggc
ggccagtegg
cgacggcacg
gctgtgaatg
gcggcactga
cgagggggag
ggacattcta
gaggctaggg
gaggcgttag
ccactttcett
gaactgttgt
ccagecetetg
caaacttgta
ccaccttgtt
ctctaaagag
actcgacgag
tgcacaggcec
gtgtaaaagc
aactttacct
tgctcaagte
tatgggtact
ctgtttacta
cagcatggac
ttagactgtt
ttecttgagg
atcttttaat
tttgectgea
catcagagcect
caaacctagg
atgttggagt
atgaatcttt
cagttatgag
tcattttgta
gagttacaat
gtttcaattt
aaacattggc
ccececectcete
actgtcaaac
ggctgtgacc
gtagaaagtt
gagcacctte
tgatggtgta
agtgacatct
ctaatacaac
tctgteeccte
cctttetggg
tecatteggat
ttgaaggata
ggtggaggat
gtgcagatag

ccgggctttt
agctctcaga
ctagaggegt
gectecagggt
cagtggegge
agtgtagaca
acecggatcge
caggecggece
gcctcagece
ggggacggca
gacacttaca
cgtceggatg
atgcggagag
ggctgagggt
acgtteggge
aaggageccte
tgcettgete
gtctctecte
ggactggcta
tectttetaa
aagaacactt
caacaaacct
acgataaata
agggtgagee
agaagctagg
gttggggggt
actttttteca
gtcagtgett
cagtgcttat
gtgaatatat
aggatttgag
aaacatgttt
ttttttttag
tgcacgtetg
tectggaacta
gcettttgggg
gtttgttectt
tattttcate
getetegata
gataaggaaa
ggtttaacgt
agagtgagta
agctgaaagc
tecctttecee
ttecagctatt
tcaatgacat
cctttttett
cttgatgeccec
cagctceagag
tgtgtgtaga
acgttgatgt
cetgetcectet
gacgaaacct
tttaaagtte
gcectaaate
ggcattggect
ttgggattac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



cagattgtat
gaatgaattt
ctaacataca
ctagacggat
gcagtggatc
agacecctgge
catgtctgeca
aaaaaaaaag
gtagctaata
ttcaaggatt
cgtagctage
acaggaggat
tggggctatg
agagtagaag
atggaactgt
gaggagtgag
gattcactge
ccccagetee
tttttttgag
caggctggee
aggtgtgcac
aaaaaaaaaqg
cctacaactt
cagctccaca
aggctcatte
cacttacagg
gegtggatgt
taattgagga
atcatgtcac
ctgtgttaaa
ctetttaact
caaaataata
ccatcttgec
tgacctttga
aactattget
tctaaagcag
ttgtccttaa
cctgetgggt
aagaaatttt
aaatcttcaa
agtgacctga
actagggact
acatggcaaa
tcaaagacct
ctcagtaata
ggaacatgge
ctaggactag
gataagaaga
gggetatgtg

ggctcagtgg
tetttetttt

cactttgtag
ctgggattaa
gatggaaggt
tttatgtgtg
atttatttta
atgtgtgtgt
tcagacacac
ctcaggacct
aaaacaattt
ccagtgatge
cagattetgt
attectaatg
tatatatata
tatatatcac

ttggtggcaa
ctactatggt
cacacacata
gaatggtgct
tctaagaatt
ttaagatgaa
gttttagcat
tgagtttgaa
agaccetgte
tgggagacac
tggagactac
tgectgcaaat
tagagaaccce
ctgggcagga
aggcctagtg
tggctcaagt
ttcttggtca
ccteectgtee
acagagtttce
tececaactecac
caccactgee
acagacaaaa
gaggtataca
gcaagagecc
tatacagggg
agggttagga
gctgagetta
gaaggaaaca
tagaactgtg
aagctttacc
taccagttca
tggaaggcaa
agctctatcet
ccttttaaat
tgggtgatgt
cgctatgagg
ggctggttge
ccactcacag
gcgtggtgec
tetttetete
aggaaagaaa
ggggatttac
ctgtacatte
atgatccact
gtececttgga
tgagttggta
ataaacccag
tcagaagttt
agacactgte
gtaaaggtgce
tttttttttg
accaggectgg
aggcatacgce
gagaattgtt
catacatatg
aagaatatat
gtgtatgtga
cagaagaagg
ctggaaggga
tttaaaaggg
tgaagctgag
gtcagatttt
tgaacagagce
tcacatacat
atacataaac

attettggaa
tctecattttt
cacacacaca
ggcggcacat
aagggccage
caggaacaaa
gtggctagece
gctagecetgg
tcaaaaaagg
tggctggagg
ctagcaaage
ttgatcaagg
cgtgttaaag
gccaaggaga
gggaccagag
ctgaggctac
gaagctaagc
caccacggcece
tctgtgtage
agagatctge
tggctgagee
gagtgggggg
gggagaccct
tgtatatctt
tgagaggtta
attcttgecag
aaacagcata
ggaaggccac
ttttaaaaag
tgttttectg
ttttggatct
atctaceccce
gtggtaataa
gcgtcagteca
gcttgagggt
ccagacacct
tttaacatct
ggtagectgtg
tagcacgtag
tggttaccaa
gagtaattag
atggtgacag
ctgttacata
ceatgtattt
gtttttecatg
gagtgcttcet
atttagtgge
gaggtcacca
ttgagacatg
ttgccttcag
agacagggtt
cctcgaacte
caccacacceg
ttccacaagt
cacaactaga
atatatgtgt
gtgtgtgtgt
cattggatce
agttggtget
aagcagagag
gcaggaagac
tgaaaaaggg
tttgggttca
acacacacac
acacacatat

ataatttgtt
ttatgttatg
cacacacaca
gcecttaatt
tggtctacaa
acactaageca
aagaactgag
gttacctagt
ctaggcaggt
ccecactacca
ccecggtteaa
gaagcctggg
aaccaaacca
atgagtatte
tgcacactgt
ggaggcagag
ctcagtecctg
accccececage
cectggetgte
ctgactcetge
tcagttttet
aaggtcggte
ctctecatgeca
aagttcttag
caggagggct
agcttgtaca
gtgggtttag
agagccacat
attgaattct
ttaatagttc
attttattga
ataagaaagt
atgactttac
agaaactcac
tttgtggtac
tgggtttgaa
ctgagtttca
aagaccgagt
ctaacattea
gttgggcaag
gagattttga
aggagatata
gaggctetea
taatagtcaa
ctecttaagaa
ctagtgtgta
acactcctct
tggactacac
ggtggtggtg
gcctgaccac
tctetgtata
agaaatccac
ggctacgagt
tgtcecctetga
gtaatagact
atgtatgtat
gtgtgtgtac
cattacagat
cttaatcact
aatatgattg
taggtgtttg
ccagagatat
gtcteccagaa
atatatatca
atatcacata
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taaaggagta
tttgctataa
cacacacgca
ccagcacttg
attgagttce
gaagctggce
gccaaaaaaa
gaattccaag
ctgectggtat
atttaaggcc
gaaaaagtat
gttcatggtt
gaacaaaacce
aaaaccccac
tgcagtatte
agacctggga
cctgtecccac
tceecctetgg
ctggaacact
cteccecaagtg
tacctaactt
tgttggecatg
agtgaaatgt
gaaaaggtce
agtttececggg
gttctttcaa
gggctaaaaqg
cttttatgee
tttcatgata
agtgtgtgtt
aaatcatttt
gatgtttaga
tcaccactga
attctgaget
atggacagac
ttttcagata
atttectttgt
gagatcattt
aatgatatca
ttatgattca
cctacagggg
tctttgacat
tgataagcct
cacattgaaa
gtatagacag
tgaagccatg
aaaacccctt
tgggagtatg
gtgggtgttg
ttgagtttga
gcectggetg
ctgectetge
ttggtttetg
tgtccacace
aatgtaaaat
atatatgtgt
actctacact
ggttgttget
gagecatcete
gtggtgtgtg
agaccagccet
ataactcagt
ccacacataa
catacataaa
catatacaca

acatttggaa
ctttattcag
tgcacacatg
gaaggcagca
aggccageta
atggatgttt
aaaaaaaaaa
tectgetttga
atgcttgecaa
aggtattctg
tttcacagag
tcaggeccage
acagcagcag
ccaagttcte
acctaaggca
tcecgatectg
cacggccace
tttttttttt
ctectgtagac
ctgagaccaa
taaaaaaaaa
ttggecacatg
ttagagecatg
aaggatagag
aacaccagag
ggtggtgggg
tggaagctcet
ttctettetg
gtaatatatg
ttceccagaca
aacagctcaa
ccttggettt
acaattgacc
ctecctaaggt
gcaatggcat
caacacctcet
ccacaaactg
gttacatcat
attaacactg
tggcaccatt
aagctaagtg
agagatatag
ctttgcaget
gttatcacta
ctacaggcta
gctteccatece
gttgggtgga
aggceagtct
ctggtggeat
tttetttett
tecctggaagt
cteccegagtg
gaacctgtgt
tgcagcatgg
gattttattt
gtgtgtatat
ctagetgtet
gagaattgaa
tccagecccet
ttecataaace
ggaacttgct
gatagaacat
ttttatacac
cacacacgca
cacacacaca

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320



catatgtaat
agctctggtg
gaacagagat
agcaaaaaga
tgaatcttte
cgttggatga
gcagctgata
gtgtatgtgt
ccttcacttg
aacaagtgaa
ctectttaagt
cccatgtgga
tggcttecgt
tagatgccat
gccatectget
tcteggtatg
ctagcaagtt
tttttttttt
cccgeacaaa
gtaagccaaa
tggtttggac
tgtggtcttt
aaactcatge
atatatgtgt
aagatctctce
gaaaaaaaat
tctgggegtg
gtcattggga
ctgggaatgc
gtggtgggct
gagggcactt
caaaatgcca
ctatattttt
cagaaatatce
ggacagtgca
ggatgtgage
gggaaaagtg
ttaaaaaaaa
ccectattcag
tgattttttt
catcttaaaa
attccatgaa
cacacctacce
cagattactt
cagctctega
gacteccaaca
tcatgcatgt
cttecacctet
cttttctatt
ttctgggaga
aagaaaaaaa
agagacagag
ccagaacagc
accagacaaa
atcagagagce
tggaactcag
ctctgecagee
ccttecggaac
gcacagttaa
ggctggectg
ttetattgat
ttccaagtac
gectecageet
tctctaataa
aagaccagtc

gtgtgtgtat
gtggcaggee
ctgeectgett
taagggacaqg
ttaggaagga
catccatgaa
gegtetetet
atacaagcat
atgtgtatat
tagccteaca
ttgggttgga
acagaaggaa
gttgtggagg
ttctgaaaac
ttcecegacgg
agagtctgtg
tecececacatt
tecctggecaga
aatcctaaaa
caatgtgagt
acaataaata
tttetgtcaa
ataagagggg
gtgcatataa
cacatteccte
ccagtatgac
ggacgcttte
aagtcagtgt
tgtaccectge
acactgtagt
gggctgcata
actgcaagca
aaaaagctga
tgggtgccet
tgectaagee
agacactgac
gtgatatttg
actgtaaaaa
tagtttectg
tttttttttt
gcaatgtttt
aggtaccagg
tgteectgtgg
tgaaagagtg
tggagtaacc
gectetttece
tagactcagt
caagtgetgg
ggaccagaaa
gccagggcta
aggtattatt
gcaggcagat
cagggccaca
aggcacattt
aattttetge
ggtgecagge
ctacatttgt
atgtggttac
ttgcttaaat
ggatttaggg
aggtggtatc
ccttgaacte
ccattgtget
atatggtcte
ctaaaaacag
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atgtatatat
tggaactcac
ctgectecct
atactcttgg
ggagacggga
tgacccacat
tcacatectgt
gtgtgaggge
acagctttat
gataacaacc
gaagacagga
gccageggag
aggggcegcag
tgettgggat
ctgattgatt
ctttgagtct
gtatctaatg
atctaaatgce
acctcaaaac
tatcattaaa
tttaatgtaa
aatgtttagg
gtgaggtaat

atgtgtgtgt
tgcctcagte

ttcgttecate
aagccccagt
ctacagtggg
tcagttttge
ccttgtactt
accagtacca
aataaataat
tttcaaagtt
ggatgacaag
gtgcagagec
ttaaacatga
ttgcaatttg
aattgagctt
ttattaatga
gtatgatgga
ctaaatgact
tagagggcegt
agctatcacce
tgtaatctge
aaagcaatat
tececteecte
tacttageeca
gagaatacac
ttagattact
cacagagaaa
agctgggcag
ctttgtgagt
cagagaaacc
aattttatga
tgtcegatet
ttgtatggtt
gaaactttca
ctttecatagg
gaactttgtt
acctteccatt
taataggtat
acagatccta
gggattacaa
tgtaaatgaa
tgcattttga

gtatgaatga
tctataaace
ggtatttgta
acagttgaag
gaggggaaga
gatgctggaa
gtgtgtgtgt
gtgaatggac
cttectgtte
tagctceccat
atggacctgce
ctagaaagag
tttattacgg
taggaaagaa
ttattagttt
ggactctgea
ctaaatttgt
attagactgt
ccaaatgcaa
atagttagce
agctgacttce
aaaaacaaac
taaagagcetce
gtgttttaac
tetttaatac
agggecagget
gactgtattg
ggcactgcac
tgagaaccaa
gggcagaaac
gaccagccag
aagtagataa
tattaattaa
tgttetgtgg
ctgaaaggat
gaagagaaga
taacatgtaa
agcagtaaaa
atgtaagtaa
gactaaaacqg
aatgtttatt
cttaatgtag
tggcagtgtt
tatttgctat
actgcaacaa
cetteectte
cggttagece
ctgaggcatt
aaaattttet
ccctgteteg
tggtggccca
ttgaggccecag
ctgtcttgaa
ttetetgtat
ctgttteecac
ggcaccttte
geggtgecge
ctattectge
tgagacagtg
ggggecctctt
tttctggtgt
agctggette
gtacatgcta
gctttgttag
gaactgttaa
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gagacagagt
aagttggcat
ttaaaggtgt
ggtagaggag
agagatccag
gttgctttge
gtgtgtgtgt
gtgcagatgt
tgtaactttt
gagtcaaatt
aaccagtcca
aaagtgaaac
ggatgtttgg
aaaccctgee
geggtgtece
cctgettagg
tttgectttta
tectttgtet
gctgtgtaat
tttgaagttt
ccttggcaaa
ttecttaacat
tgaagceggt
aggtttcact
tcattectaa
cttegtggaa
aagattctca
atgagagcag
agctgetetg
aggagcgcct
ggcctcagtg
ataaatatgt
aaagtgattt
ggtectggggt
gacagaggag
gaaggtggct
catttgaact
attaaaaaaa
ctcttcagtg
tgtcagegtt
acaaaggcac
ccgagggtga
ttaaatggca
tcagecatate
gcatatgtaa
cttecttect
tgaacaccga
gcacccacce
ataaaaaaaa
aaaaaccaaa
cacctttaat
cctggtctac
aaatccaatc
gtgcaggcat
ttttatatgg
cctcaactee
ttttececact
gacttatgtt
tcttetegtg
ggccagcetta
tttgagtcaa
agttttgtgg
ccactacaaa
ggtccttaaa
aaactattaa

ctcagtatgt
caaactcaga
gtgctaccat
tggttagggt
aaggcttgga
tgtgtecectgt
gtgtgtgtgt
tcacagttac
ctttgtacct
tactattcac
acccagtggg
ttgtaactaa
gtagtttttg
tgtctgtgta
gacctcttgt
tgaaagctta
gagagctege
cccectceeca
taccttteee
ttcctacttg
tcagtgttgt
taatcaaagt
gtgtatgtaa
gtctagecea
ttacatgtga
cggggagtgt
gggtcacgga
gtgggaggaa
gaagctaaat
tggtgaatct
gggagcacct
gtaatttcct
tttttececectg
cagcatgggg
ctggggtgtg
ttgtccaagg
tagaaaacga
tatatactte
ttatcggatg
taagtttgtg
gttggcagac
cceccagagtg
ttaaagattc
tggatgaage
gctgttetga
tecttggete
ateccttetge
agctttaaca
aaaaatgcag
aaaaagaaaa
ccagcacctg
agagtgagtt
aaatcaacca
gtgtgtggag
gttctgggga
tctgagecct
gatttctece
aatgtgectgt
caatctatta
tacttataac
ggtcettgtat
taatcettet
tttttaggea
ttttgatage

aacagceggy

7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220



tgtggtagca
gccagectgg
ttgaaaaaca
taaatattct
ctgattaagt
cegtaatttg
ctagaagttt
gattttcect
gagccatacce
ttgtttttet
ttctectgtat
cagaaatctg
tgttttgttt
agaccaggct
aaggctttea
tttaatttgg
tagtgactgt
cttetctete
tcatcagtac
ttecttgette
ttteecectect
ggaacttact
tggaattaat
aaaattaact
ttcaggagte
ggtttggcag
tctgtgtggg
aattttgtga
tgttttgttt
attgtatagce
tttttcaaga
tcacatagcet
tggtttatgt
ctctaggett
acacacacac
tctgtgtggg
cctgtetetg
tactttcecct
cagttgataa
tttactgtta
caggatgcaa
tgtgccecte
gcacagtace
tctgcagece
atatteatct
tggttegect
tgcgaggaac
atecttggett
actcttctaa
actggcecttte
ccaattttgt
tagtggecatg
gtttgaggece
ccctgecteca
tttaccactg
cataactttg
ggaagcacct
gctetcacee
tctcagtetg
taacacacaa
gtttttttgt
tcaatgtctt
catatagttt
agcttgaagt
tatgatectta

cacaccttta
tctacaaagt
aaaaaacaaa
tgagetgttt
ggtctcggga
agaaacactt
ggaagttatt
ggtatttatg
tcaccagatt
tttettttet
agecttgget
cctgectetg
ttctaagaaa
atcctcaaac
acaccacacg
aaagaaatgt
ccttggatgt
ctgtcectcet
cctecagggtt
cggcacaggt
cetectettt
ctgtagaaca
ggcttgttece
ttatttagtg
agatcttgcet
cagccectge
agccaatcat
agacttcata
tgtttttget
tgaacatgac
caaacccttyg
geccatcetet
ggtgccaggt
gtectttttta
acacacacac
cctgttgett
cttccagagt
gtecagttte
tagcagctat
catattettt
gtaaacttgg
tgtgettggg
acttgaagta
ctgccagteg
gacatcatgt
tetttcacgg
actgccttgt
tgtcgtttgg
tgaccaggct
atatgcegte
tecatattte
ttectttaat
agactgatct
aaacaaaaaa
agctacaccece
atcaggcecag
gtettggttt
agatttacac
tattgtatat
ggcaagctec
ttttttgttt
aacacttgtt
taagttttte
cagagacaag
acectttaget

atcecageac
gagttecagg
caaacaaaaa
tgaggagceta
cattgtaacce
ttacaagggce
gtcttaaaga
tctctaagaa
ctggtagett
tttttttttt
gtcctggaac
cctetgetgg
gggtctggat
tcagagatct
cagctataat
tgacttaaat
tatctgecat
ctataaaatg
cectetggtt
tacagctcecte
tttttttage
gactagettt
acctetgece
tatatgtate
ttctatecatg
tgagecattt
gagagcagtc
gaaaagcttg
tegtttgttt
cttgattttt
ctgggttgeca
gecctectgaa
atgctaggta
aagcttteca
acacacacac
gatatatagt
gctgggatac
tccattgecta
atgttgttat
gectgtttgat
aatctgecca
ccattttgtg
cactctgect
cteateccct
aagcagtage
agcagtatge
atgaccctte
gctgatagga
ggcctecgaac
tgtgtactcet
cgtacaatgg
ctcagtgctc
acagagggag
gcaagcaaga
cgatccttat
tcttgaagtt
tceccagtage
ggagattttt
acaagtgtac
aacactgatc
ttttgttttt
agactggget
ttgttggaga
gaagtgaagt

ccactgectt

ttgggaggca
acagecaggyg
aactattaaa
gggttgggga
actgtgcecag
cataaattct
aaaactgctt
tgaatettgg
ctgagtgctt
tttttttttt
tcactttgta
gatcaaaggc
aaccctaget
atctgectet
ttttaaagat
cagatataaa
gcactcactt
ggaaagactt
gagagagtga
cctgaaacct
agagtttcte
gaactcagat
agcttgttec
cccacatata
tggaccetgg
tctgacccta
gttettattt
tgtagttaat
gagacacggt
gtttttgttt
actggettgt
tgetgggatt
aacactectac
taaagttaaa
acacacacgt
cttcattgge
aggtaggttg
gecatecttgea
taattaaaga
agtgttggag
tctcaggtte
gatttccaca
ccatageeceg
ttttectatet
cttctaggca
gttcagettc
ccttagtgat
ataaagctac
tcagaaatct
ctttggtgtg
aaattgaatt
aggagacaga
ttacaggaca
gtttagggte
tttaaaaaat
gtgttgtage
tgggecttaca
ttttttaaat
atgtacattt
tgtagtcata
tttgttttgt
atgcectctag
attcagtcte
acttgtatet
tagataagge
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gtggcaggca
ccatacagag
actattaaaa
gggagatgac
gtatcatggt
tcagatgaat
tggagattcc
attgcgtectg
ggttgattte
ttggtttttg
gaccaggctg
gtgcataacc
gtcctggaac
gectectgag
aattectgatg
aggaagtttt
cectttatea
ttactgggag
ctggagagat
gaatagggtt
tgtgtagcca
ccacctgtet
tttecttaaaa
cactaggtca
ggattgaatt
atattacatt
attcttcteca
ctttetgggg
ctttatcceca
tttgtttttt
agaccaggct
atagcatatg
caactgagct
ttcatttcaa
ttgagtcatt
cttagaccta
acaaagtaga
ttagtgtgat
atacacagtt
acatgttgte
tggagtecectg
gacatgectgt
gtgctctace
ccatagtect
gcagtggcee
ctcecttgect
gttcectteca
cecattattgt
gccgectetg
atateggatce
tagggttcca
ggcgggcaaa
gtcagggecta
ctacttactg
ttattttgag
ccatgcagga
ggcctgctet
tgttgagagt
gggggaggag
gttttettte
ttttgttttt
ccegeetect
atgcagacac
caccagececa

tgggcatggg

gatttcetgag
aaaccctgte
ggttttggta
atctatgget
acagatgggt
gaagtcctgt
tttttatett
attgacaaaa
ttttettgtt
gagacagggt
gcctegaact
acaccecgget
tcaactttat
tgectggaatt
cgaattacag
tttettgetg
gctgtagtea
cctgetgata
tecttgtgaa
gttgttgttg
tgactgttct
ctgecctctge
aaaaaaaatt
gaggacaagc
ttggtecttca
gttgttgect
gtatgttatt
tcagactgcet
ggctggecte
tgtttttttg
ggeccttgaac
ctaccatagce
acatctccag
acacacacac
gttataaagc
tggcaatcct
aaatacctct
acatattatg
tctatcacac
tgttgtaget
gcattccagg
gtggeccaceca
cactecaccce
gtttttecaga
agtgecctcte
ttggtagctt
tctgaaggge
ttgggtttge
cctectaagt
agactttcte
cagctgggtg
actctgttga
cacagagaaa
gcaagtgtte
accagggtct
cctgaccttg
gccaggccca
tttaaaagtt
accagggeca
gatgtattgg
ttcatgaaac
ttttaggtgg
taatgctgtg
aatggataat
gctgecagece

11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120



caactacata
teccecectggat
cagcttctac
ctatgtagcc
gcaatcctce
tacaaaaaat
ggcacacace
ttettggttt
tatgtgttgt
tggagttatt
tatacaacat
ctetgtettt
tectgggettt
tgcctgeatg
tggagttaca
gaagagcage
cttacagace
tgaagagcct
gtaggttatt
cccagggett
tecacttagece
cctgtagget
tgtgtacttg
gtctgtgett
agttactget
ttggagttta
ggcagacata
gagagagaga
agagagaatg
cctatgatat
aactggggac
tactgtgcaa
ttctgttcag
actgtcatgt
ctggataaat
tcaaaagaaa
atccccagte
catcatgcta
tgtgcagecce
gtecctggget
tgctatcege
tgtttgaggt
gtgctagete
ccaatcccett
aagattecgtce
tcctetecag
tcattcttag
agctgcgtag
aggctttgte
gagcacctgg
cctgaateca
tgctctaceca
aactattcte
cagactctgg
tgtagagtgt
aaagcaggag
aatattttet
aatatctttg
cattgtgtta
ttgtcttcac
tttagttcece
atgtggecte
tttgtecttt
atggcacagg
aggcttgett

ccaaggtget
tatttetgac
tctetgttge
ctggectggece
tgcctetgtg
ggtcttaagt
caacctgaaa
ttaatttaat
ggggggatge
ttttetteta
gcecttaccet
tggggggtat
atttaaatta
aatacctgca
gaggttggga
cagtactctt
tttecttatg
ttgececctete
tcagccactg
tgtgcatgga
attactttgg
tctagecacce
cetettggte
ctctettegt
ctattgetgt
tggtttcaga
gaactgaagt
cagacagaca
ggagacacac
acttettcca
caagtattta
gccagagccc
atcggcageg
cccttetgtg
ggagctctee
gaacagatgc
acagccctaa
ggetteagga
atagcccagg
tataggcttg
tgaggcttct
tgtaggecat
aggtaccatg
ccatcettget
acattccttg
aatggccatg
ggctgecatt
agcttgegag
tttgtettag
caaagagttg
tagatcggtce
aggccacaat
agacccacaa
tgctcatggg
gctttgaagg
gtttatatta
catgaatgtt
gaatcaacaa
actctttectg
tgtgtgatat
agcccaggece
tttgtetgte
caggagaatc
tectgaaatcee
atactactga
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gacacttetg
tectectttyg
tgctgttttg
tggaactcaa
gaagtggttt
tactgctagg
aataattgtt
tttatttttt
aggtgcttgg
tetttatgtg
actgggcecat
aaattaaagg
aaattttcaa
gttcacggag
gcacctgtgt
cttaaccagt
ceccttecttt
tgggtggggt
ctttgatgta
aggcaagcga
ccataattct
acctegtget
ctactgttga
tcaacaatga
gataaaacac
gagttagaga
aactgatagce
gacacagaca
tgggaatcct
atgaggccat
aacacacgag
cccagccaac
agtcttgate
gtggtgatgce
agtaaaaaga
aggcctggag
aatgecctcag
gtteteacte
ctggecttga
tgttaccaca
gacctgeccat
actgcacatc
ctgecactcte
tttecattett
ttttcacacg
tctectgtag
ccatcaaaac
gactectttge
aggaggctcet
ctgaaatatt
agaaaaccac
tatactettt
agtcttagte
cgaggatggg
agtgagactg
agagagtttt
agactctgta
acacagtgaa
gggcagggat
ctgggtatca
tggectagea
ttgtgtttet
ccaacagagqg
tagttacttg
gtgatttcaa

ttctgactge
gaactgagcc
tectggtttg
tatgtagace
ttttecttgaa
tatgtaacct
tgagaagaat
aaaacttaaa
tgtttgtata
agtcccaggt
cttattggec
aaaaaagtaa
aatgatttta
gccagaaaag
gggtgcttgg
gagccatcte
cctggtcate
tectettetet
tgtatgtatg
gcacecctace
gataatgacc
gettteecgac
aaacttaacc
aataaatgat
catgaccaag
ccataatgge
tcacatcttg
catggggcag
gttagtecttt
acttcctaat
tgtgtgaggg
cttgactcct
tcacatceteg
taaaattget
aaacttaaga
tgtttcatce
gettttgagt
cecatecectte
actcaccatt
tccagcettat
ctactgtace
caacagcact
tgggttctag
tgtccatgtg
ctgtteccett
ccctgetate
agtgectcggt
cttaccagat
gactctacct
cagcaagcca
agagaaaaga
ctttttetga
atctaagtgg
gctagaggtg
catgaatcat
acagcaaagce
aagattgcat
ccaccttgaa
tectggagaca
gctgggaage
tgattgecage
tgtagaatgg
tgttggagat
ggaggctgag
gaccagactg
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tgtctetget
ttgetgactt
gttccttaac
aggctggect
acaggatcca
tgggcaagca
cagcatttct
atgtgtgcag
gaggtcagag
taaattcagg
ttecttgggge
aacatagcct
ttttatctgt
gacatcagag
aatcaaaccc
tccageectt
cttcttetga
tcactttetg
ttacatggcet
gactgagcta
accaggtgtt
atttctecat
ccatagecac
agttettggt
ggaacttgaa
agggaacctg
agatgtaatc
ggagactgag
tgcaacctce
cctteccaga
ccactcectat
tecececteecte
agtttccteca
cctgtacaag
tgcaaaagca
cacaccactt
gctgecattat
acaccttgac
ctectactet
aggatcatca
ttccacectee
ttggtgctat
agttctatga
cttaggttet
tgcttagact
tttgtgaaac
gecttagaca
gctacccecaa
gtgtttetet
gtggagececct
aaagcatgca
gatagectct
tggtgttgag
agatctaggg
ttagaaagtg
ctgtcectgt
tcagtcatte
cttecatgett
tggcaggggg
cttgaacatc
tgtgatggta
tggttgggtt
ttcatatcaa
gcaggaggat
agcaatttag

cttagacctg
ggatcttgee
acagggttcet
caaatttgca
acaagctacg
ttgacattaa
agaattattce
atgcatggtg
atcaattttg
tcaccaggect
ccattttaat
tccaggggge
atgggtattt
tecectggaac
aggttctetg
tttettgagt
actcaaaggt
tgttetetat
ggggagtaaa
ggtececccage
catcteccace
gggtaccttg
ctctetgaaa
ctgetgtett
aacatttagt
gcagcagaca
acaaggcaga
acacagatac
aggcctgtac
cagttcecace
tcaatcatca
atcctcecotge
acteccecettg
actcgaaatg
gatagtctca
ctaagtattg
aggcatagac
ctggettcac
agcctcccaa
cctattetee
agctttggge
tttettacet
gcteccecee
gatcactcag
ggctgcecct
ttteccagete
gtaggaacca
gctgectcte
gggcettagea
gtacggctgg
ttttgecatgt
gagcagtcte
aggcagacac
actgececggag
agttgtagag
aaaattgtga
atttgggaaa
aatagacaaa
tggggggege
tgggctttte
gatcaactge
ctggagegee
gettggtete
ctcaaattta
taagactttg

15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17240
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18500
18960
19020



tttaaaaaca
acaaatgaga
agccaggtce
ctggacgcett
gagcaggtgt
tgagecececte
cagagtctta
cttctgagtg
ctgaataaca
ggaatttett
ttecaaactt
agcccacgcet
acagggctat
taaaagatce
tcaatgaata
caggagtggt
tgagttegag
gtagtecccct
cacacacaca
acactgtget
gtcatcatgg
gcaagcacac
tgtagectage
ctetgtectg
tacagttgte
gggagtcagg
aagtggtgag
cagatgtgca
ttagaaacag
ctttatectet
agctgaaatg
gtgataccte
tgceecegtac
tttttggaga
ccttgaacte
tgacaccacc
tcccagatgt
tgttggaact
cagatcagaa
tactgecctgt
aagatgaaga
agctgagccc
acteccttgaa
aagatgagat
tettecttet
aggctatctt
ccaccteeeg
ggcagtggaa
tctagetttt
atagtactta
catagtccag
cccatatcta
aggcctagag
gtecectgaggt
agggtccatt
taacacctag
gaattcctgt
cgtcacttaa
aggectatte
accttacgea
cgacttagtg
gctectttta
tttttgtagt
tceccagataa
gagcagatat

acagacccce
cagtgeattt
aggggaaggg
gggtgtgagg
gtgccaccat
cctecctect
ccttgtaatc
ctaatattac
aagggcttec
tecttttetee
cattteettt
gcaggtgctg
ctcctecagec
ctaaaaagtc
cttttttget
ggcacacgee
actagectgg
taatgeccaga
cacacacaca
ggatgctgga
accttagaat
atgtgaagge
aggcaagtgg
ctagetttgt
ttcetattttt
gtccacagge
cctttatgga
gatacaggta
ctagagtaca
gegcatgttt
gcttcagagg
aaggaagagc
ataactctct
cggcttcteca
acagagatcc
acccagttta
ggccaggeac

ctggaaaagt
tcececaggag

gagatcctga
taaaatattg
gacagcttac
gattgtette
gaaagttcca
tttttttttt
caaattcact
agtgecttgeg
cccagggect
ggattgttect
gtgggttttt
gttggcttca
agctctaagg
ctatectgtg
agggtcacca
ataatgcacg
ggaattggat
taaatgagag
gtttagtacc
agcagtcaag
caaactgagt
gttgacaaag
tctacaatat
aaatatttaa
aagacccaaa
catctctctg
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ccecccaaacce
cacactttcea
gagcaaagga
ctctectaca
acaccctgga
ctectececte
caggctgttce
agatataaac
ttggggtcac
agtaatcatt
atcagatcct
ggacccaaac
ctgaaatgtt
gttgagtttt
gggagtgtgt
tttaatececea
tctacaaagt
taattcccte
cacacacaca
gaggggggea
gaaggagttg
ccgtgaacgg
cagccagaca
gtgetttaag
ctgcataagg
tgttgecttte
cgtggatgge
aaagctecta
gactectggac
attattggga
cegtgecagee
atctccatgt
tcatgecatt
gcactgactg
tccatgecte
gaattccatt
agcaagacta
tctttgactt
ctctgacage
ataaatcatg
tcttgaccaa
gtttgatccc
tggatgcacc
cacggtattc
tttttttttt
gtataataag
tgtgcacatce
cgtacgtget
tcaaccaagg
cattgtatge
aactcaccat
ataggaattg
caaaatatgt
gatgctaatt
tgetteteeca
gaactgtttg
ggtcaaagac
atccttecga
ccttgtagag
cettttectt
cacgtctgge
ttgaaatcaa
tectcaattgg
acttttatat
tgtectatttt

ctegaaagte
gcactgtgat
tgaggaaggg
aatccactat
gagaagaatt
cttececcttte
ctgaactcat
atataggttc
ttaaaggaaa
gagctacate
gtatctcetac
ataggtccta
tgtttttgat
ccaaacagca
cttcactttg
gcacttggga
gagttccagg
cagcagtteca
catgetttet
cattagtgag
aagcaaggca
aggagtagag
gacacagggc
tceggtcetga
aaggctagac
atagttgatg
agctcttecag
gctgtgggtt
atctgaccct
tgcageggte
ccttgececte
aagtgtcaga
gcccagtgaa
tcctggatcet
tgecteccaa
taaattgtca
acagacecctt
agcatcgttce
aggctgcatce
tcaaattctg
tgagatggct
taccacccac
acatcatcat
agctatagat
tttttttgaa
gatgaccttg
tccatgecat
agggaatctce
ctcttgttga
tgctggtggt
ttagtggaag
aaagcatgca
gtggagagat
cecacccaccee
tatcagggaa
ctectttgget
tcagaaggag
ggcggggtag
agagtggaag
ttttetagag
tgtgtcaatc
atatggtgca
gggtttctac
ttataataag
gtetacttte
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aggtttaatt
gctgggcetag
gacaggttct
gagatgacgt
tecctececctee
tttttaccte
ggeccatttte
ttagccecact
agtgacctga
gtaggettgt
ctecctagea
tgettatgtg
ttgagtaaca
aaacagaaga
gaaaatgtgg
ggcagaggca
acaaaacaaa
tcagttetac
gttcatetgt
ccgaagccaa
taggtccect
tagccaagtg
tatcttgtea
cactgaccct
acctggecacg
atttttagte
aaagcctgga
tgtagaagce
tttggttaaa
tcagtgtece
ctggagtctg
tgcaacagga
gttatatctg
cactctgtag
gtactgggat
tctacacaat
tggctcagge
ttgactcatg
aggatgctge
ggeccttcatt
caacaggtaa
acagtgggag
tatcatcaat
actggttttc
gacagggtct
aacttctgat
gectggtttt
ttcactaact
cattcatctt
ggttttaaga
gatgtcctta
ttttcatctt
ttgatcatct
cacccccagg
agctetgtgg
tcctgaggeca
caactactgt
tecectgttgt
ggtcacagece
ctagaggcag
taaaggtttg
tatccecatat
cccaccttag
ccttaaacaa
aggcaaataa

ceteageace
ggatggcttt
ccatccaceg
caagggaaaqg
tetteectee
ctttttgagg
ctgectcage
ttagectetg
ataaatttgg
gactttgaaa
ctggctecceca
gcaggeccat
tttctettgt
getggactcee
teccecttage
gaaggatttt
acaaaaaaat
tacacacaca
taggaactgg
ggttcttect
gatactgaag
agtgtaggag
tgecatgtttg
gtgaagtgag
catcteggag
tcagagcaaa
gggatgcagg
tgggagtgtt
tgtcaacctg
aagtgagegg
cattatgget
acgaggecage
agaggtcetgt
accaggctgg
taaaagcatt
gactgtgacc
gccatacatce
acaaaattcc
tccatgecat
tectecteggt
aggtgcttge
gagagaaatg
ggttagcaca
ttettttett
catgtageccc
gcttttgect
atgtggtgtt
cagctacace
tttattttga
cagggtctag
aactgatctt
tagtgttatt
tcagacatct
atatgacage
ttgtetetga
ctgagaaatg
tcacctgtga
gctgaagagg
tggggaggtg
ctetgacegt
ctgtettetyg
cagttatgga
atcatttagt
cactaaagct
cectgageta

19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920



tgacttgcecg
ctcacaatet
ggtcctttet
ctataggetg
acatgacttg
attcegcate
ctectteecee
atcacacctt
cagtctgcete
ggctttttga
cttagctcag
ctgetgttte
aaatgtctct
cttecatccte
aggaagttgt
tagactgaac
ccttattaga
gctaagaaat
cttttetett
gagagcactg
tcateateca
gtacacacac
taaaataata

tgtggetgtg
ggcttgegta
agggacagta
atatgggett
tccactaact
acacacttta
aagccagcag
acttctacte
gtgttetgge
aaagttagat
ctgaggcagg
ttaagttgtt
actgtaccac
ttgaggtggt
gcagaggttt
aatgcttagt
ggacatggct
aaaataacat
gcagtattac
ccagttaatt
gaaatacace
gctatgggta
gtcatetgtg
ctectgeattt
gaatttacta
cccagaacga
cattttettt
gtagttctgg
tetgactacce
gttaaatttt
atgtataaaa
ctttcactgt
tggccacagg
cctgtgcagt
catgttcatg
teccttecgact
accaactgge
tggcattatg
aatctcaggt
atggactgct
ggagaggctg
actggggcac

tgtteccactt
cttacceccat
ctgaccccaa

taggtgtctt
gtgtgtttga
acagtacata
taccececett
taatcctagt
tacatatcca
cacactgtga
gtgggcactg
ttecttecga
gtatcacttt
cattttaggt
gtgattaaat
tatacaaatg
ctgaaattat
tgetgtttgg
gagctataga
actgectetta
actgtaacte
aaacacacac
aatctcttaa
aagagaccca
cagttttaga
gctgagaact
acagtgacaa
gatgggcaag
tetttectet
agcagcaagce
tggtgcccag
ttectgagage
cttaacagaa
gagatcagcc
tatgttggtg
taagcaatgt
aaagtgtctt
cctggacage
ctagttgetce
gttggacact
ctgegetttg
ctatcttggt
ggaaaaaggc
aaacatcaac
acttagcecttt
atggagtagg
gtgteccaaga
tttcaagcag
cagtgtcttt
tcttaaggtt
ctttectgga
tetgtetece
ctagtaactg
cctaacattt
tttecaaatge
tgggtggtgt
gatgtttaca
catgtgtagg
tttgtttgac
cattgaactt
ggcacaccac
ccccageaag
atgtaagtca
attctgactt
tgcacggaga
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gagccgcetet
ggtgtcttece
gcccagaaac
agtcaaccaa
ggatttccte
ggaataggtce
tttectgact
acccaggagg
atttcaggtc
aattgaacag
aacttattat
atgctgggat
ctgttgtgga
ttactggttc
cccttetate
aggactgtta
tttececttatyg
aaaagtctag
aactaggatc
caaagaacac
tacttteagg
actgcacata
aacagaagaa
tgaccaaaac
cggttaageca
ttatatecte
acctccageca
cattcaaaca
gaacatttge
ttgtgtcata
gatggtactt

tggttattaa-

gtcgggeatg
agcctacact

tttgtgatgc
cceccagecte
ctagatgttt
ttggctgacg
ttgtgttgat
cagggctaaa
cttttagett
tagatcaaaa
acaagctggt
actgaaacaa
tttettatgt
tagagtgggt
taaatgatga
atgatttaat
gattttcata
ttgtttgttt
actcactatg
aagtactagg
tattaaaaaa
ctaaaataat
tgcatatatg
cteceatget
taaactgtca
tacatgtatg
acagcatctc
ccaggggtcc
cacacccage
catggtacca
ggtcetggga
ggecctecatg

ggcacagege

tactccactg
tctectecace
caaaattcta
tagttttaaa
atccctgggg
agtgcattat
ttecatgctgg
ccaggcagge
agcccgagcet
gaattgtecct
gtagctgagg
taagggtgag
tttttatttg
atttatgtte
tgtggtctece
ctttaatgat
acttactgtt
aaggatttgg
atcagggact
aagttcagtt
aaattcageg
tataatatgt
aatagggtca
agetettact
ctgectecatea
acagtagcag
ggccacacct
tatgagcage
aatgatgtte
ctctaaccca
ggcattcaaa
agcacaggct
atgtgtgccc
acccagccat
tgaggatgca
ttaaatcagt
tccaggaaaa
atctctaaac
tagtatggcet
ccatggecace
aggataattt
caaaacacaa
ctctggttaa
gcctettgag
tagattgaaa
gaggttttat
aatcatctgg
taggatcatg
aatagaaagc
tgtttttgtt
tagactaggce
attaaagata
aaaaaagaag
atttcaacat
ggtgtgageg
caacaacgca
tatagatttt
tgcaggtcaa
attagcctga
acatgtctce
tttttattaa
actgaacctt
accacaggac
taagagggcc
ttecaggetgg
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geecageccte
ttctctetet
ccecacctete
ctaaggagca
caaccgacce
ttgttttgtg
aagtgaagag
agatctecttg
acatatatgg
cttttaaaga
cagactttaa
tcececattaca
catttgcatt
atacatgtct

tgtggttecce
aatttttcta

ggtaggttat
tgacatgctg
agagagatag
tctagcacce
ctegtgtetg
aagcaaaact
cagcatctta
aaagaaagca
tgacaggaag
gcagagaaag
cctaatcctt
attctecatte
tgececaccte
tccactggag
ctgttggtag
tcaagtgatt
ttcecagtett
agcacgtaga
actgagcatg
ttctaacttg
caaatgcagce
gcccagetgt
tgcagectaag
cacacgccca
tettcatgta
aattagtecgt
gaaaaagcca
ttacagacag
atgttccecee
ggtttttate
ttttgtaact
gecattttttt
gggtcacata
ttttagatgg
tggectcaaa
tgcaccatca
tgggaagaat
tgagatttgt
teccacactte
atcttttggt
cttttgtgtt
agggcaacceqg
aactttgcca
acctcctatce
tatgtgagtt
cttececcaget
aacaggaagc
ctgatagect

agcatgtgtt

atggccagat
tccctttecat
ttetgeeccag
aagttgecata
tggggccagt
ttctectetgt
gaagtggtga
atgttgaggc
ccccaaagaa
tagagtccca
actcctgage
ctegetteag
ttgtcecectet
tagagagttt
ctagtttett
ttaagaagtt
teccecacagg
tttecattttce
cttgttagtt
tcatggccat
gecctetgetg
tttatataca
gttactgttce
tttaatttgg
cagtctggea
ataaggcctg
cccaaacgcet
aaaggttcac
agcctcatga
caatgacttg
atcacttttt
tttgaagaca
ggtactcaga
gtggatcaga
ctgggtaage
aaaaacagac
atacggactg
cagtgtgcag
cagcatctga
tgttctectg
gaatagtttg
tecttgatggt
ttctaccage
aaataagteg
gactggagtg
ttgggactgg
tatagecattg
tacagtgtgg
tgtcatacta
gggtctctgt
ctcacagata
cacctggecat
aattttgata
acatttattt
cttggcecag
tcaatggagt
tectttgtgea
tgggtgtcat
agtaggctag
ttgcectcat
ctaggaatce
tcaaattggt
ttttcatcta
ttggtgecctt

cctgecaggeg

22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820



gettttatte
catggttatt
tegggttete
acgtggtatt
tatttatata
cacatggete
ctgagecagt
tgtgggaggg
gatgaggctt
accaggaaac
ccegettgac
tattttattt
tecccattaca
ggaagagcag
gttgttgaag
ttctaatgag
cagcgatcag
ccaccatatg
ctactgaacc
aggtggtgge

gagttctggg
aaaatcacac

ctgaaattca
ttttagaaaa
tececageat
tattcaaagg
tgagtacttg
aggatggcte
cagctgtaca
agtcaagact
aggacacaac
ggtgeggggg
gtgcatatga
caggtttgag
atacagatgt
ccacacacgt
tagaggaaat
gcctaagtea
gatgggccaa
acttatagac
tatctgtect
gattcaggeg
tcttaagaac
attagggcag
tactgtgece
ggctatgttt
atccacacce
aagataaggce
aaagagaaag
gggagctcag
ttecattgtca
gegegtggac
ctetgetete
tggcgeccate
gtctaggcta
ctgettetac
tgttttttgt
gcaccecgact
caaccatcgg
acttacatat
gtcttactat
actttcaatce
tagacttgta
aacagtatct
caaagccaga

cacctagggt
tttagaccte
gtagccgagce
cagctctect
aatgtatatt
ttgtcettgt
gcaggtttce
aaggaaccga
taggaatatt
agaaatccag
ctectggtaga
atatgagtac
gatggttgtg
ccagtgetet
atgatgatgt
catttttece
aagactctgt
ggtgctggga
agctctecag
gagggtttag
attacaggca
ctaattgtaa
agcacttagg
tcaaggacct
caggagtggg
actacaaaaa
tggtgaccac
agtggaacca
gcgacagcett
ggtgagtcct
ctgttectagg
aaggattggg
cagecggecte
tctecacttac
ttttectttt
ggcttcecect
gccagetgtt
gcectatetg
agaggtgtgg
actagtctga
ttaaaaaaac
tgtgtgcatt
gcecttttggg
accttcagga
agcattttet
tctettecce
tttectetete
aaacaaactg
tataagaatg
gtccteateg
tcattgttgt
atgccegecgt
taaggattaa
tcaccatcece
geectgctact
ctccaagtat
ttgtttatga
gctectteega
taacaagate
aataataaat
atagcctaaa
ctecttgecte
tectgtgecate
ggaaacattc
gecttgagea

ttgctgtaca
cagtgttctg
gttggagtagg
tectttetta
tatataaata
gagecctgeceg
tgtctatage
accgacgtgt
ccttecagegg
aagaaggaaa
gaataggcett
actgtagttg
agccaccatg
taacctcetga
tgtttetttg
aaatgtaccc
cagatagatc
attgaacttg
cacatgtgct
ggctcaggcect
tgagecgetg
cagaagaaat
aggcagaggt
ggagactagc
cagagctgtg
acatacaagc
atatatattt
gctgecagcag
ccccatggag
tcttgaaaac
ttecacacctt
agaacagagg
tttgecacttt
ttggtgagat
taaatctaag
ggtaaagagg
tacctcactt
cgtgtgacct
atcacacctce
ctgaatacag
aaaaacaaaa
cgtgtatgeg
ttegttgaga
tctatectetg
ttttttaatt
catctectet
tctetcacta
gaataaggtg
ataatatatt
ctctecacggt
tgttgtttgg
gtgcacgegg
actaatgttg
ctgtttttgt
tgctgecagtce
taggactgta
gtcaaaaagt
aggtccggag
tgactcecete
aaatctttaa
actggeccttg
agcettctcaa
ttgctcaaat
tcatattaac
cactaggcag
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cataccacte
gagagacatt
ggcagtecec
cceccagattt
attcettttg
ctetgetete
cgcacggatg
gctggacage
ccccaagaag
ccagecagcet
gttgttgtca
tctttacata
tggttgctag
gtcatctete
tttgtttttt
atgtgtacta
ctetggaget
gtectetgea
ctctectecee
ggcettgace
tgeetggett
tgcgtggeag
aggaaataac
tcagtggtgg
gtggtaggat
tccttttcag
tggcttacag
ctggacacac
ctgeggcagt
tcecectgactt
actaaccctt
taacttagte
gaaacagctt
ctetgecacat
aattctatgt
aggcatggga
tagtgtatte
acttttteca
agcctggeat
ggttggccaa
catttaccag
tgtaggeccag
ctgagtcatt
atgcecccageg
taaaatagat
aagatcttece
gaacacaaac
aaatagacca
tgccagecatt
tgaaccaact
ttattgttgt
aggtcagagg
ccaggtttcee
tttgtttttg
agctgagggt
ggtgtgtget
cgggcetggtyg
ttcaaatcee
ttetggtgtg
aaaaaaaaaa
aacttactat
gtagttctca
attttagtcec
ctttaacctt

gtgtgtgtca

cctaatcttg
gtcatgagtg
atctcaggat
agaaaaaata
ttgagtggge
tgtectecct
gectggatge
tgctgggege
tgatcatctg
tcacgtgaca
tttggtcagg
cactaaaaga
gatttgaact
cagccctggt
aaatttttta
tgtgacttgt
ggggataagt
agagcaacaa
ctgtgtatgt
tgtctgtcat
caaagtagat
ccttgaatgg
aaggctagece
agaacttgta
ttgtgaatge
agtcaccagg
tecgagaccee
gctacctgga
tecctggecace
ggggggttta
tgatcagaca
tcttaacgea
gcetggtagat
tttgagtcta
caggtagaaa
tgaggaggga
aggccegtgt
gaagacatac
tgctcattaa
gaatttaagg
tatgtgtgca
aagacaacct
cattggtcca
ctgggcttac
ttttttaaag
ctaactcece
aggcactaag
acagaaaaaa
tttatgtgag
gcccagactg
gtgtatatgg
gcagcttcat
caaccaagaa
ttttaagaca
cccttgaact
gcecatactaa
agatggcetca
agcaaccaca
tctgaagata
aaaaaaaaaa
atagccecagg
gattacatac
tatagattat
ttttttteeca
ctgagctaca
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ggctettact
gttagctggg
taagttgttt
tattaaaatce
agagtccagg
aagcaccggt
agcaggtgtg
tgtattctta
tattctagag
tttgcettaac
tttttagatt
tggcatcaga
caggacctct
cagttgtttt
ttttgtttta
ccagtgecett
atactgtgag
gtgcattaaa
gtgggaatgg
gatatcatag
tectagaactt
cagctcatge
tgagaccctg
tagtgtttga
aaacacgtat
gtatcececta
tgactgcage
gcagetgecac
ttggattgag
gcattgagte
tgtgagggea
tctgttcaca
gttttggagt
gaacagtgag
ttggggtcta
actagaggca
gctagttcetg
ctgatttggt
gctaagaage
caaacaacct
cgtttgtata
caagtgtcat
gagttaacca
acgcatgtge
atatatttet
tectacccaa
aaacagtaat
aaaaagagecc
ttctgtggat
catctgtect
tattggggca
gaagtcagtt
cttttatetg
aggtcttgta
acttacctte
ggtctgggtt
gtgagtaaga
tggtggctca
gctacagtgt
gagtcaaaaa
ctggtcttca
gttgcaccac
aagaatgaat

tgctggggac
ccacctattg

26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
292100
29160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
30240
30200
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720



atggtactgt
gttataacaa
tgcectttgag
ttgaactctt
gectetecaaa
agtcacatgce
gattcctgea
tgcaggtgceg
cctgecegga
gagaagtaat
attcacttct
aagcacacta
gtttagecat
acccacggtg
cctgecttece
ttcatggagg
cggctatage
aaattgcceg
ccacggcage
agcgattgta
gactacatta
tccactecca
ggagttgagg
cctgegtggt
atcgggttet
cccaagtgea
attttcagct
gggetgagcece
taggcatggg
atggtaaact
gggacttcce
tagcaatttg
ttttagggac
gggagggacc
tcttatcagt
gtcttctgag
gtctctaaaa
accagaagtg
tecctagecatt
cccatttggg
ataagtctaa
acctgactgg
gggtgtgagce
tcaagatcet
tttetgetee
cgggetggge
ggaaatatgt
actgggatca
cagetcttte
tgaggecatcet
tttectgttg
ctecectttg
atcttagtta
acagccgcecg
aagcgagtge
gtgtggtect
ggtaacctgt
agaaaatgaa
agagccaagg
cactgagtct
caatttttgc
agcctacaac
gtagagcctt
ccttagacat
agctggaaca

tgatctgaga
ccecttgatg
agaatgtcat
gatcctectg
ttactcatge
cacgttggtg
agagtccaat
gtgggaaatg
agttttcett
tagectectte
tatgttacag
ttaacaccta
taactgggta
ccaggatgac
cttecectece
ctectgaggaa
ttcctactet
gategtggecce
ccaggtgaga
taaataagtg
aagccctaaa
accaacagtg
tgctcacace
ggacacacac
tgctatgecat
ggggtttegg
tttgagatgg
ctttcaaacc
ccaccaggcet
ctagatccte
agtgectgac
tacggagcett
aaagcecttca
cagctttggg
cagggtcgat
aggectgttat
tgectgttea
agaggttgta
caagaggtgg
caccaggcac
agaatagaaa
agececcttgac
atttctaget
caggctgctg
cagcaaagcc
agaagccttg
tacactttgt
agcctggget
tagatttttt
tagttcaaca
ataaaaagce
gatgggatgg
tttattattt
tagtgacaga
aggtaatecgg
gegtgeacge
gttttactte
ggtggtggag
aggcaagcga
cagggcctge
attgtttgtt
catcttactt
gttaagaagg
gcaggatctg
gatgctcaca
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atgagaaatg
gtggattetg
ccaaactgge
tetecaccecac
agcttaccte
tttecataatc
gtcctetate
gatgtgagac
acttggctaa
tcaattcect
ttgcagcaat
cttgtcatag
ctcctgggta
ctcacacttce
catggatttc
gtgacttaag
ccatcttget
cgatgcctgt
gcaagaagaa
gaacagtaat
catacattga
ttgctgaagg
acatcctata
teggagacat
agcetgactte
tgatgeccace
agtcacagte
cacaccagte
cagettectt
ctgecteage
cectgagtta
gagagactct
ttecttgecat
gctgggeact
ccecacagggg
actatagttt
getetacttt
gaagcaaagg
ctecacaacca
acatgctgge
acaaaacaaa
cagtgegatg
ttgaaaactg
tcaggctatce
ccatcatttt
gaagcacaat
tgtcatcagt
tcactecattt
tttttttttt
tgtgggctece
agtggcacag
agctcagacg
atttatttat
gaagcageag
gectcaceea
tttcattatc
tgtttttggt
aacctccagg
gctgtgggga
cttccatggt
tttgagatgg
cagctctetg
ctgtggtgag
aatggaaaca
gccctggace

gaaaatgatg
ggggtatacg
ttggaactct
ccegtataca
ctettectag
tettgggtga
agcacaacct
ggcagcccca
gtgacgectg
gtacactggce
aagcaagggce
gcacatgact
aagtcagtca
tggcttcetge
agtcagatge
ttagccaagt
tacagagecag
gggaagagtce
gcaaagtgge
ggtttagtge
aaatgacaaa
gtgaacttga
agtgaggtge
attcccaacce
cagtttggga
aaacttececca
tgatacccag
ccttgettea
ttgagacaga
ctcectgtga
gaacttggga
agaccactge
aggcaagttt
gtgaaggtct
aaaaatgtag
gagcatccat
ggagactegt
tetgggetgg
tetgecaatte
aaaaacagcc
gtaaaaagaa
ggtgtgaggg
gatggataac
tggttggtte
acctatgace
tttaaaagtc
tettaattta
aggcaggatce
tgacagttta
tggtttaatg
agagaacagt
agagggttcecce
tggcagecaag
atgttggage
gggagccgceg
ttcaaaactt
tggtttgttt
acgactttga
cggggcagtce
aggaggagga
gatttgacca
agtagccggyg
teectetget
accagtctgt
agatgcggag
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gatttgttat
ttttagagte
ctaggtaggg

gatgtgtget
ggcatatgeca

aattgaccag
tcgaagaatce
cagagtggag
tettgtacte
cctgggeace
ttaatgttat
ctcaggtcta
tttcectata
catcacagag
tgaagccttt
tcactccaca
gtatcttgag
tegectecte
gagcagggga
ctctgaagag
aaatttcata
gctcagatte
taggggcaga
ccggattgtt
taatcttect
cacgtccatt
ctgecctagaa
gtetctagte
gtctcaatac
gcecaccatge
gttggcaaag
ttggggaaca
aggagatagg
gtctgtagta
tggctgggtt
gagaagtggg
ggtcgtagta
aggacagacc
cagttecagg
acacacataa
gtaaaaagcc
agtggttage
atctcteett
ttaaagcate
ccttaaggeca
cttgggaaat
tttattaata
tccagtactg
cctttagget
tggagaatgg
gcaagcacec
acaaatccat

ggggccagge
agcatcttca

ctgtgetgtg
tectttteecct
gtttaaacaqg
tttcaactac
tgtgcaaggc
gctgetggee
tgtagcectcetg
actgcaggeg
caaggagtcet
gaccagacag
agtaagecgat

gacatcagat
ctattattac
aaagctggece
ctcacaaaac
gccagcaaag
caatatagcc
aagcagtttc
tgctgatgtt
taaatcaaag
attaccagaa
tctgttataa
aatgttaaaa
aagtcagatg
gccacatget
gatctgtggt
cctecettage
aagccaatgg
cagacggcag
ctgggaagca
gagatcacta
cagtctctat
ctgagggctg
accagggctg
gatgttgttg
gectetgeca
tettgtttte
ccectgtgegt
attgagattt
atacceccecat
ctgatccaca
cacacctecce
tagaggtggt
agataggaga
cttctttatg
gtttttecaa
aagagcgcect
gagagaacaqg
tggettcagt
gaatccaaca
aatgaagtaa
ggcagttgga
tgtaggeccca
atcatagtet
tacttgttag
ttagectete
gtttttteat
ttectetgage
agctgtacce
gcttgaagga
gtttgcagtg
tccecagecace
gtgtgtgcta
caaccaccca
ggatgtccegg
cggctgcaga
tttteccaaa
gatctagaac
aaaaccctca
tacgecegtgt
cttcacggga
gctgacegtg
cacagatggt
ttectectte
aagatgcage
ctggatgett

30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620



cctgageatce
actagagact
aaacagagca
acactgactg
ggeccteecea
ctttttettt
aggcggggca
tgetggggtg
tggacactat
cataggcetgg
cccaggctgg
tgecttcatcet
taaggtggcc
taactttttt
ttgctectgta
tactgagatt
taaattaata
taacactaaa
aaggggggaa
ctagtctttg
tgtecgtgatt
agctagaaat
gtggtgggat
ctaggggaca
atctcaactt
ctacaaggge
gttcagaaac
cagaagactg
gtggagcgge
gtccagttta
gatgtccagt
gaggggeccc
tatttetecat
catgcttagg
gatgactctg
tatatgegtg
agacaggtct
acccagagat
gctcagcaat
atcaaggtag
atttcctgag
tatgtgtgtg
gectttgeteca
ccaagtttct
tgagaacaaa
gagcatgcac
ggttgacaaa
ggtttacatt
aagcaaaaca
cccaagagaa
acactacatg
agggcatgcet
gecttgtggt
tecttggtat
tgagtgttte
atctttggac
tagecagaatg
gtattattta
agecttgttyg
tacttececaca
agatagaggt
cttectataa
tgcccatgtt
gtggaaagcea
acaattcaat

gcacgcectag
geggttagac
ttgtgagtga
atgaagagct
acatctgecet
agtcacggge
tgctgeteee
gatgtgtggt
tgctaagatg
cccetecatace
ccctecatace
tcccaaatgg
ttttttacac
gtttttttet
gactacactg
aaagacatge
aagcttagat
ttctecattt
ataactgaat
agtagtacca
aaacatgtga
cgagttgtece
ggatgcctca
gaggtgactg
cagaccegec
gaccctatceg
ttaatgaaga
gtcaccacag
agecectgeat
ccacgaaagt
cctetteecct
attgggtgag
tgaatgettt
catctcagta
cggaagtaga
cgtgegtgtg
ttgtagcecct
tcacctecect
atttttacat
ggagectact
ttgaattatc
tgtgtgtaag
tattcttece
caaaaaaact
atacaacacc
aacaaactat
geccagtgetg
cattcatteca
aaggctatga
ggcacaggag
ggaagccaca
gctecagtet
tttggtgace
teccectgaget
aaggtettte
aggaggactc
tcacctggag
gtttttecect
ggtatgagtt
ggtttgtgce
ttgaggctgg
caaagactct
cagtgagttg
accgatggte
tagacttaac

cgtggaagac
atgggctgag
gctggegggg
ggctgactgg
ggaccgtetg
ctgcaagggg
tegecatget
agacaagtgt
gcaccttttt
cacteccatag
tactctatag
aattatctgg
agtcaagttt
gagacagagt
gctcaaacte
accaccattg
cactaattta
tagttatttt
atatataaaa
gcaagtcacc
tttcatgact
gtctecttec
gggtcececttt
gaacttecctt
aacaaattaa
tgcagcaceg
ggtaacttgt
cgtctgagat
geccatgeac
caggtgggce
gaggatttta
agatgaagcc
ttattgcett
ctttetaget
atttgggttt
tgtgtgtgtg
ggctggectg
ttgectecea
cttaggaatt
aactttcectt
agcttaaaat
tgtataattt
ttctcccaag
aaacaaccaa
caaaaagaaa
ttgttggtca
ctceccageag
ttcattcatt
catccaagtt
tcggagtcee
atattagecac
ctgegagtte
tctaaccect
ctgaggggag
tctgecatgat
ttectetgatg
tcattttatt
aggtccttgg
tcatcttgta
accattgece
cttgectgttc
ggcatacagt
tgtaggtgtt
ttgataacag
cctaaceeag
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agtttetgat
gtaatgtgtt
ctettgtecag
aagaggcggce
gaaaactggt
9999999999
tttgettttg
gccagagcca
ttttectttga
cccaggcetgg
cccaggetga
gattataggce
agtccaagaa
ttetetattt
atagaggtct
cccaaccaac
agatatttaa
aataatctaa
ctaataaaat
agactttgtg
atacatgtga
tccecttectt
gcttcagtcet
ccattatgge
gaaactggag
gcccatgetg
aagagatgac
gcececatecttt
ccggacegge
tgtecttaca
agggaaggaa
cactectecac
ccegtgagaa
gaagggttag
gtaaaaataa
tgtgtgtgtg
gaacactcte
agtgctggga
gaagtattag
gactatattt
taaagtgtge
ttattattta
tacattcaga
aaccccaata
aaagatggga
actgtcctge
ctcecattget
ttttttaatg
ggacgagaca
actegtttge
agaggccctg
atatgagett
ctggttetta
ggatttgcetg
gtctggetgt
atggcetgage
gttttttttt
gctatctagt
tagtgagect
tagcatatce
acacttctet
ggggggctet
atcctcaaca
cgtggattgt
tactggaagce

ggcttettte
ctgacttggt
caatggagta
agcagatcge
aagagttgga
ggcggggcgg
cttttgettt
ctggactaca
gaaagaatct
ccectecatace
ccttgaattt
atgcatcact
ttaaaaccat
agecttaget
gcecectgectet
aaatttttaa
ataatacttt
aacaatatat
gaaataaaaa
atagtcattt
tgtecataact
ccttecttee
cctgagtget
aggataactt
gagctgecage
gaggagagga
gttecgaagg
tececttecag
ccttagteat
ctttgggtgg
ggttctgtgg
ctggctecaga
gtctcettaca
tgttcacttt
tatatatata
tgtgtgtgta
tgtaaactag
ttaaaggecat
ggggtttata
tttaataggt
attgataagt
aaagcaactg
tctectecte
caacaaaatc
ctaaaattgt
tcacgagacce
aatctttcac
taacaaaata
aaccaacagg
accctgggaa
gtgcaggece

tgctegtggt
atgtttttte

gagacatcce
gggtctctat
aaggcactga
cctttctett
ctetggttet
taagactctt
tgcaggcagt
tttgatagca
atggaggcac
gtggggcctt
ttgaggattc
tttatttggt
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tectagaactg
tttggtttce
cgtgcagaag
gtgcatcgga
agaaaggcett
agceggggcgyg
tgettttteca
ctecctagtge
cactgagctg
cactccatag
gcaatcctee
ctgectgect
tacctaattt
gtccttgaac
gcttceccaag
ttaaaaagaa
cagttgtatt
gttatttgca
aaatgaaaat
tgtaggcatce
atacatgtga
tteectttgtt
ggggtcacca
cattagcaga
agaaagtgtce
tecgtggaget
gaggaaccgg
tgccttegtg
caagactggt
agttttgatt
tgccataget
acacgtgecag
acttgcttea
taatgtecaga
tatatatata
tttttecatet
gctggettga
gcaccacecat
ttttaacgag
tgctggtcaa
aagtattctt
ttaaattcat
ctgtactcac
cccaaaagac
gattaaataa
cgcactgagt
cctagtggtg
aaatataaca
aggaaaagaa
tcccatgaga
ctgcaggecee
gattcagagg
tgectgettet
atttagggaa
atttcettece
tatctgagte
ttttagatca
tggeccacecca
gttggttggt
acactattac
tgcagagtac
cagcettcacg
gctgtcagtt
cctttggeca
ggcaagagat

34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520



cgccagttgg
atatgtgaat
tccataagtg
cttcececatt
aatcecteat
aattagatct
ggattgcage
ccacatttgt
ccatctattt
gtaaatgtac
gecttetggtt
atgaagcatce
ttecegtett
cccaccagea
ttgtgttgat
catteccctga
tattaagaat
atttatttte
aaagaaaaat
aaatgaggga
cagggatctt
cctgaageat
cacgcacgca
agtaatgcett
ccacaaaccc
tacttagttt
agtgactcac
gctaagaaga
taaaaagatg
gccttgtggg
ggctecgata
ctaaggatga
cttaccgtge
getgtggaca
taatcccage
ttccacgaca
aggcagacce
gggttcectg

gaagggaaag
ttgtgtttea

ctggaaagaa
gagactctgg
atccaacttt
taggtctegg
taacaacgge
gecggcacagg
gcctecttet
gtgccaattg
aggaagaaag
ctectetetet
acccactact
gctcagaagt
gagttggete
gtagaaaaga
gctggetece
gctaaacaga
ctgtgctcag
atacatgtaa
tgatgagggt
tgctgectac
actgaaggtt
aaaccggcag
ggacagataa
ggtcatgage
ctgcacggga

gaccccaact
gttttaggag
ttgcegtcete
tgctecteca
ctatccagaa
atttgttete
ttggttatca
ctttctgggt
gectgecaagt
cacattttet
agtatggaga
ctttgggtat
cctgaggage
atatgtgatg
cttaactatce
tectaaggat
tttectgttta
ttaaaattct
ccegttetgt
tggagaagca
ctttttgtga
tgaaaagaaa
tgcacgagge
gaaaatagag
accaacacat
tattttgaga
ctgectgtge
acttgtaaaa
gcctgtcaga
aggtggtgtc
ataaggaaat
ggctggtgac
catccttace
gaagatcage
acccaggagg
gccaggaggg
cgtcettecace
gagatagatg
aagctgtggt
caccgaaaat
agaggggctc
ggatgttget
accctetgge
aaatttaaca
agectgtcetg
ccaggtggea
tcttecttte
tgatgtaagt
agaaagctct
ctctecetet
tcagatgttt
cacaggtgcet
cctttecagea
agtttccaca
ttttcagtge
aaaaaaaaca
gagctgagge
aagagctgga
ctgtggtecee
accacagete
atcacagtca
tteccagtett
cacagtcaca
tgtggtgtag
ccacagaccce

cteceecatt
gttectactg
ccattgttee
agttcagacc
tccctcatet
tgtagttect
ttgacttaat
ctaggttace
ttettttttt
ttattecatte
gaacagcagt
gtgcccaaga
ggccatactg
gtggecctta
ctgttaggca
gttggacatt
gatctgtace
tttcgggeat
aggctaccaa
agaacttgga
acagctgtgt
agtttgagtg
cegggttcaa
tatatggaaa
gctatttgta
gagcgtctga
teeccecagtge
tagtgttctg
gacaggcagce
agtttttggt
tcaccacceg
tcacaggtgt
gtgccagetg
ctaggctatt
cagaagcagg
ctacacagag
tgectetgtgg
gctetgecat
taggccecceca
gtaactgagce
taatctcage
gcectcagag
tactcagege
ttetgggeac
cagagttcaa
gaggaggggg
tteccagacce
aagttttgtt
ctecgetetet
ctecctetet
gtectttaga
gtggagtttt
gtgggaagtc
ttgceegggg
ctggtgagac
acaacaaaac
aggggaattg
aattcattec
gtgcaggtce
atgaccacag
ctttagaaag
aggaattaac
gccattggte
gcagtggagt
tcatcaaggt
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acttggegat
tacgagatgt
cteccaccac
tcgtctatec
atccagaacc
tagtctgtat
ggctaatate
tcactcagga
tttttttaat
ttctgttgag
gaacgtggtt

gtggtctaac
attteccatag

ctecacatce
tatgatagac
tetetgttte
ccatttctaa
ttgtectcta
tcegtattcet
cagacatttg
tcaaaaccct
tgtgecagectc
cccecatact
gagaactggt
ggtaaaaata
ctctacaacc
taggattaaa
aaataagata
agtggtcacg
aacaacatac
tgtaactgga
cttcaggaac
tagacaggtt
gectecttgg
tgatctetga
cgetgteteg
cttectetgt
cccttactga
gctaaggcta
atcgaaaggce
ttttattaac
ggtaagttgg
tcactgtgtg
gaacacaaaa
gcacctggte
gagagactgg
ttagggagca
cgggctaaaa
ctctctetet
cectetetee
aaagttggte
ctagcgagaa
cctegecaag
cttececagag
aaaaggaaga
aaaacaaaca
tgagtttgag
tgagaattca
cagttcctet
gtagccacat
tgacttggcea
agtaaagaaa
attgacacag
actctacage

gggggtgggg

tgaatctaga
cgatactact
cagctctect
agaatccctce
ccttctattt
tcaccctetg
catacataag
agattttttt
ggctgagtaa
ggacatctag
gagcaagtgt
tggatcttga
ttgetgeatg
tcgacagcat
tctcacageca
tcagccactt
ctggtctgta
ttggatatgt
taagecctaac
actttagaga
tgcaaacccet
agtattgcag
gaaaaataaa
ttgaagttaa
tagcaatgga
ctggctggee
ggtatctgac
aagacagaaa
tgaggatagce
ctttectggaa
aatgcagttg
cctgggtett
cccttecagg
tetggetgag
gttcaggtet
gaaagccgac
tectgatgaat
gagaatggag
ctgtttaagt
atgttecatce
ccttgtetgt
gectectttt
ttggttttte
gtgatgaaca
ggtgteecgag
cacagcctca
gagatgtggg
gcaattgttt
ctectctetet
aacccagaat
gctetgggec
acatttececct
ctgttaccca
tecettgeta
catcaagtca
aaaaaaaacc
atcattectgt
tcagtaattt
ttcagagctg
tgettgactg
taaaaatgag
gctttgecata
ctcagatcte
tctgaaagag
tgtcaggage
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tcaccttecac
ccacggatge
ctecectegg
atctatccag
cttttttect
tggttcttaa
tgagtacaca
tttectagtt
tactcegtat
gttgttteca
ctgtggtagg
ggtagatgga
agcttgcatt
gagctgtcac
gtttgatttg
gggtttecte
ttttettgat
agttggttta
tcttgtttte
tgtetecatt
gecceggtttg
gctcacctag
cgtgtaaata
taatcttett
aaagaaattt
ttgaattcac
accaagtctg
tgtcataata
atttccaget
aacccagegt
gggcaagtac
ccatgeccatc
tggtctecatg
aacaggcctt
acagagcaag
aaaacagaca
gcagtgateg
ctttecttag
gcatacagag
agagtaggtt
gttctttaca
gttectttete
tcececatgatt
tggaggagtc
gggagaggag
agtgacactt
aatggaggecc
tectttetttg
ctctectectet
taaaacttta
agggtgacat
gagtgttggg
cacccatctg
ctacctgeca
gccagtcaga
accaaccaaa
cattcagcac
gtgtactaat
tagagtattc
cttgtgtggce
cacaccctgt
ggtgaactaa
tcagcactgg
gaactgggac
aggaacacac

38580
38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000
39060
39120
39180
39240
39300
35360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060
42120
42180
42240
42300
42360
42420



tgagagtgca
gggaggagct
cctggggaat
agtgttgggg
gaaggaggga
tecetteette
tcteecteee
ctcecttece
tectcectece
ctececteect
cttecttect
gtgaaggtca
atgaggcteg
ataaggacgt
cttgaatgtg
ccttgggtct
gaccttatge
gagactgagg
caggcggctce
tgatggctgt
gagccaccect
agtgattgtt
tagattttat
atttatttta
agattcecate
ctcaggaaga
tctttettga
aacacctcag
tggagagtcg
tttgtttgtt
ttcagacact
ggttgctggg
ccatctectee
gttcagacat
gtcctgatge
gaggggtgge
gggagctgtg
agacccactc
catcaatecct
ccectetetga
actcteteat
getgtcagtg
aagtgaacaa
aacctgggac
gctgagecate
atgtctggee
ccatgccagg
aaagacaata
ttgacctgtg
gtcactgtgt
gacatctgtg
tggcacacac
aaatagcttt
actactcagg
cccteagtta
gctgectgag
tgagtggtgg
ttctecttet
ctttggaatg
tactcccage
gcaaggagcg
tcagcgagag
gtaagaacgce
tacttcatgt
gaggtggect

gttcactgtg
gggagacagc
ctcggtgata
tgcacttaga
gagagagaag
cctttetece
tetecctete
tettectece
tccteectee
cceteecctee
tecctgtgtgt
agttgeccact
ggttggcagg
aagctgggtg
tattgtaaga
ttgggtggaa
tgttgcaggce
tgtaccacca
gtgtgcgggg
ctgecccagee
gtceccaaga
tagaatcgat
tttectgett
tgtatgtgag
acagatggtt
atagtcagtg
tcttattaag
cttcatggaa
ggctgaggge
tttaaaggtt
ccagaagagg
atttgaactce
agccctagtg
cagtgctgat
aggctggtet
catggtgtga
agagcccage
cttgccagtt
gtggtataac
aatcectgaa
ccaagtgggt
tecactetete
atgtgttett
caagtggcecg
gagcagcectga
tggggggtag
accaggttge
gttttaaatt
ctectacaaa
gttgccagtt
ctggectaat
cctgtaagta
ggccaaggct
gtgtcagatc
ggaggtaggt
gatagaggaa
tggacttget
gggtctgget
aagggtaagg
aagccegtga
ggagcgggec
cagcaaagaa
ttgecctectg
tctgggtact
gccagtttgt
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tgaagtacac
agagacaaaqg
atggcaactt
tgcatgagac
aaacctaaga
tcecctecttt
tectecectet
tececettectt
catcctecet
ctececteect
ctgtgtttgt
tgaaggactt
cagatgcect
gettateett
tatggttatg
gaaagagggc
cteccttgatce
aggeccteaag
gtgcgtgtge
tggatttgtt
gtaaagtctt
ttgatgaagt
gettgettge
tacaccatta
gtaaageccac
ctcttaactg
tttagacctg
agatgcaggt
ctgggttage
tgtttgttta
gagtcatatc
gggaccttcg
ttagttttta
gcaggctggt
ttectectett
tttttaattce
tgtcccacta
gtggtgatct
atgctgacca
ccttgetget
gcaggetgte
atccaagtgg
ttcaatagaa
aggtgctcag
caacgctgge
tcattcagte
taagtgtgtt
ttttetecee
aaaaaaaaaa
ctcagaccac
ctagggacag
catgtacaaa
gaaatccggt
acatgggcta
gtggggtgce

cctgagggtg
ttcecccattet

agacaatatc
ttaaactctg
ctggttgtcece
atcctaagea
ggaggggtca
tatcacttge
actgecceect
cctgttcact

atgcttggag
acacagtaaa
atgcgggatg
cctgagtttg
agccttectt
cctectetect
ccctecctte
ccteettect
teecteecctee
cectteette
gtatggtcge
gtttettett
tgcccactga
ggatgctceat
tactatgtag
agagttgtgt
gtgactgagg
attgacctag
agggaggeca
tectecattate
gcttgagtac
ttgggecaagt
ttgtttectt
ctetettecag
catgtggttg
ataggccate
gaaaagcaga
tgtttggagg
cttagtgttt
tttatttatt
ttttttatgg
gaagagcagt
gggcectgact
cctgatgecag
ggtgttettg
taacttattg
agtcattcac
ccaacatctg
ataacecccaa
tectecaceee
agtgtcacte
gtgcaggctg
cgtgaactte
ctggcagtte
tgagaagctc
ggggtcccca
tgaagagcat
tttaaaaaaa
aaaaggctece
acaaggcaaqg
ctgttggget
tgcatggect
tgttgtttte
aattctgcaa
caggacecect
taagaaggct
ttteteccagg
atcgaccttg
cagtaaggct
ttggectgecag
caaagceccec
ctttcacttg
tccacctget
gaagggcaga
catttggeta
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aaacaaccat
gtgcagagaa
ataatgcetag
ctcectagtyg
tattececttee
ccectecteccet
ctctetetee
ctttetetee
ctecctecct
cttecttect
acatgtgcga
ccaccaagtg
gccatcecttge
tgetttgtta
tgcatatgtg
ccctgeccagt
agctgcacct
aggtgaggcc
ggacagaacg
tatctcagaa
ctgttatgaa
gggtcttagt
ccttecttee
acacaccaga
ctgggaattg
tetecagece
catccttagg
ttgcctteca
gggttagtgt
atgagtgcac
atggttgtga
cagtgctecat
ttgaacaagt
getggtectg
ctccagecetg
agatgcgggt
cgectgteee
tcagatgcca
ggtgagttte
cggtgecaggce
tetecatecaa
tcagtgtecac
ttcactaage
tegtecacea
ctaggttgac
tgtcagecta
gtttetttet
tatctggact
tgaccccage
gacaagcagqg
tgggtgtgtg
ttttgtaaat
tecttecaggg
agtaagtgat
ttectecagea
ctggcaggaa
aaaacatggc
tgaaaaagta
gecectgtgta
gtacatcatg
gggcacctte
ggtggaaaag
ggccactgge
gagggcctgt
acatttgtgt

gaacacggtt
gggggattca
gctatcgete
catataaaag
tattcteecce
ccctectece
cctececteee
cctecectect
ccctecctee
tecetteectte
tggtgtgaat

ggtcccaggg
tggccctcaa
ttettegtge
aggatcatgt
gtctectgaga
gatcacctte
ttceccagaac
cctgecggga
acgtecctga
aatctatatt
agcecgecatt
ttaaagattt
agagggaatt
aactcaggac
ctgttttececa
tttgatttcet
ggtectgtcte
tagttgtttg
tgtggectgte
geccacegtgt
aactgectgag
cactgatgat
atgcaggcetg
cacttgeegt
gacaagggtt
catactctac
aatgcttggg
ccacccccaa
tgtcagtgtc
gtgggtgcag
tetetecatece
cgccaattgg
ccaagcgggg
agcttcagac
gggcaaggca
ttaaaaagcce
gaaagtaact
tgccagettt
ggtccaacag
tgggcatgtg
tectgettaag
cctggtgtga
cctgttgatt
gectgtcagga
agagctgggg
tggcaaggge
tatcttggee
acgagtcace
ggtttcatea
ctactgeget
gacatcagtg
agcacccgge
gectectgaa

agaaaagtgt

42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540
45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320



gattgaaatc
gtgtttttge
caagtcactg
ttecatggte
agctgaacaa
acatcctggt
gaaagtactg
ttteccatgge
atggctgagt
tattgggtte
cagggagcett
tteccatetee
aggtctetet
cagecatgett
cagtggctgt
agatgatgac
ggagtgcgtg
ggaaaacaga
aagaaaaagt
agecattcaga
gttaagtctg
gcecatttcaa
ttttctaaga
ggecctecttg
tgageceggece
cttgtgtgag
cacctgcaca
ttactttect
tetcacttee
ttatcagtec
ctgatccttt
atcaccattc
aaaggagccc
cggageecga
atgteccectgt
gtectgggte
ttttgagcaa
tgtececegeac
tgaaagtcett
ttgttggagg
agctcagget
ctttaaggtg
ctcaataatt
catattcatc
tgtaagccecce
tgegageatce
ttecttggect
ccagtcectgt
tggectgttge
cctgattgga
ggctggtecac
acgctacaca
ggtaggcegg
cggatttctg
acacagagaa
tgggtagagg
agagatagaa
ccctaagagce
gagaggcagg
ggtttectet
taagtggecg
cccaggaata
tgtttagtge
ggagaccaga
ttgtgtettg

ttacttctgt
ctatgagceca
ggcagggceat
cgtgacagge
catgtcattt
gteteccactt
taggeccecgag
tttgecttee
atcttgtggg
cttgacaggg
ggaagtctga
ccetecctee
ggtgcttcte
tgctgtectg
tggcagcctg
tggagggaat
tggctgtaaa
gatttcecatt
aatgtatggt
aggttgagaa
tagtgtetgg
acttgttgeca
ctgttgttga
ctctgaggtg
teccttgetet
cecggectect
cagcttecce
ttecetttgt
tgtectgtcee
ctctecacact
tgactaattt
ctgtgtaggce
actgcctgat
tgatggaagg
cctetgecee
ttccttgtet
gttcaccagg
tectaccteg
ctettetecg
accttgaggyg
tggtgacaga
acagttcteca
cectttgette
taagagcact
agtgttctgt
attaactgaa
aacatttcag
ctetttetet
acatgttctce
agtggctttg
caaacaggga
aagatggttg
gecagtggtgg
agttcaagcce
accctgtetce
tggggcaggt
cttcaaactg
tggactgcgg
aggattecte
ctgecaggtge
ccctteccag
gggaggacat
tcagagtgac
gtttgatgge
tcaacctgge
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actececettte
gctggatete
tcagagtctce
aagacccaga
gctgaaatca
gtctacctet
agccaggage
ttcctagtga
agcagggctt
tgactaacte
agatgaaaat
caccecgeca
cagtcagtgg
agtgagcagt
gggcagagct
gtggacttgg
tcagecatttc
atgattcecata
tggggtcace
ctgctggtat
ggcggtcceca
ttgacgcettg
tcattgcaca
cecctgtgtga
gaggtgcecct
tgetetggtyg
ggctctgece
tetgetgttg
ttatctetge
ggtetttgtt
tgetttecaag
tgececcagaga
gggcttgecet
gtagggggtt
tgctacagga
gtcaggaggce
cagcaacagg
ggcecgggtcea
ctctaactta
tgtcagctct
tgacttaagc
ctctagagac
tgtgctgagt
ttctaatgge
ctgtgetttt
ccececaggge
tectecacatt
gtcccacaca
ggacctggtg
gagecctccag
agtcaattca
gtegetecagg
tgcacacctt
cagectggte
aaaaaaacaa
gtctectgeag
caagactgga
tgtctgggca
ttgcatgtte
tgceceegtac
tttegeatte
ggggtgagag
cttgtgtgtt
ttgtgtgtgt
ccttececact

ctgectaccee
tacaagcceg
cagcactcac
tccagtetgt
tcatgggcta
acccecgacat
accececgaagce
gaaagtacge
ggtgattect
aggattcaag
agtatctcte
ctttaaaaca
gttccagaag
gccaggagte
gacatcaage
catttagaaa
tcagecettte
actgtagcaa
acaacatgag
aaattatatg
gtgtaaagag
cctetgtect
tgctgagcte
gececggectee
gtgtgagceg
ttttttecace
accattettg
agttctette
ttccaccttg
cttttcacag
atccaggceece
cattecctecag
gtgagcctag
cagatgatcc
gtattgecagt
tgtaatatac
atgttecctte
aagaatattt
ttgtgtatge
cteccttetac
actaagccat
cttttectaga
taacctgttt
ttectececcagg
cttagecctac
ttecatgeecag
tccaacataa
tgaaagagat
tecetgtetee
cacgtaagca
caagtgtgac
cagggtgggyg
taatceccage
tacagagtaa
aaaacaaaaa
aagtctttge
tggcaagecag
gtttctgtaa
tcaaagcaag
ctgaagacca
atttctagtg
ttaccgtgaa
taaaaagcett
gtgtttgtte
cctgecegtcee
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cgttaataca
cctggatatt
tccactggeca
agagccatac
taagatcatg
tecccaaggag
cgacccaggt
atccttggag
tettttggga
aggaggacag
cctettecte
ctagaaagag
acccgagaca
tgaagaaagg
tggaggtgtt
caagatgcat
acggagcgct
aattacagct
gagctgtatt
aaaaatagaa
tcagaggtgt
tatgetggtyg
cgaggtgece
ttgctctgag
gectecttge
aaccgettet
gaggagtege
attctgtgga
ccttcagttg
aggactttga
ctggtcaggc
gggcaaggece
ggagagtgca
ccttagggag
agagacctce
cctgtgetee
tctcottecat
ctetettgac
atgtgtgttg
catgtagecc
ctecectgate
actgtaggca
cttggeccaca
ggtttgtett
ccacacagcce
tgteccecagg
acggcagaga
ggegecttgg
cagtggctgg
tttagtectg
caggtcacag
aaggatgcac
acttgggaag
gttccaggac
caaaagagtt
agctcaggaa
catgtgatga
ggttggctca
tcacaatctg
agttcatctg
tectagtgtg
gggctggtag
gagtttttat
tttttttttt
ccectttect

tttgeggeag
gcctcagtte
taatctectec
accaagcagc
gatgcgacca
gaggcatttg
agttgttgac
agacaaggac
aagagtggtt
aatcagcect
tettetecct
aaatgaaggc
gatttgagte
ctttetgggg
gatgttecag
ctactctgtg
taagactata
atgaagtagt
aaagggtcat
attatgttgt
ctggtectgaa
aggagtctgg
tgtgtgagece
gtgccctgtg
tetgaggtge
gttecacatag
ttgttgacgg
ggagttcage
gaagatctgt
agtccgagca
atccacctce
tgggcatgag
ctgggggete
gtgagcctgt
ccggagecte
tctggaggga
cteccagtcetg
cactggagaa
ggggtggtcce
ctgaggacag
ccctetgtet
gcacagttge
aatgagettg
gctggatget
ccaggcccge
gcttccagat
tggaagacag
ccaggtttce
ggtatgtttt
ttggtgtetg
gagaagccta
aagagttggce
cagaggcagg
agccagggcet
gacggtagge
attctatgga
gggaggacag
cgeccgtetgg
ttaaagcceg
tgtgacaccg
ctcagttgte
ctgetggget
tttttetgtt
tecceccteeca
acagaacgac

46380
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48900
48960
49020
49080
49140
49200
49260
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49680
49740
49800
49860
49920
49980
50040
50100
50160
50220



10

ctgcagcaat
tggaaataac
gggtcaggec
aaatcggctce
gagttctgag
agagaaaccce
gctgtggaaa
agactttgac
gtectecceccet
gatttaggcect
agacccctga
gccctectgt
ggagactggt
tttagtcagg
catggatctg
cagagacgtg
cgtctgaaac
tctttgggeca
gttatgtaaa
aggggaacac
ttagacaagt
ccaggctggg
gactaagccc
aacacactga
gcgetgtett
aaagagatce
agatatccct
agggcactgg

gtttecagggt
ttececacttg

<210> 462
<211> 2951

<212> ADN

accattgace
ggtgaaggtg
ccattgatge
tagagctggg
gccagectgg
agtcttgaaa
tgatactcac
agettgggta
gtcecegecte
agtctcaggt
aagagagagt
gaggggcagg
ggttcctgag
tggctgaact
acctcggagt
acttgagaca
tcctaacttt
atctgggcac
gaggagagca
ctcctgtect
gccteectggt
aactcctgge
agaggttcct
cacagcatag
caggctgatc
gagagctgtg
gggttttgtt
aaagcctttg
cagectgece
accttgetgg

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (156)...(2468)

<400> 462
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tgecgatgte
ctgagececte
ttgecectgtac
tgtggtggee
tctataaagt
aaacaaaaca
acacatgcecag
agcagcagceg
ctctactgag
ggcagtgtgt
gagggctgag
aagtctgget
ccctgtecte
gacactctet
gtgctaccte
cctgeccegt
gtggttccag
tttttaaaat
cctetgagte
gccegectge
gcccatggeca
tctgecacttt
ctttaaatta
ccttteccata
atctatataa
gcttggecte
tacccagtat
tcatcaceccet
tgtgggtgee
t

cececeecgeact
agcaggaggyg
agagccaggg
caagcctgag
gagtccagga
aaacaaaaaa
tttcecagta
gecacttecage
tectttgaaat
ggctaaggcet
gtggagactg
tttetgacct
gtacagaggg
gtgtgtectet
ceccatgtga
gctecaceee
attttttttt
agagaaatga
tggggatggg
cctecttttt
tcectgttgee
caaccttgct
aaaaaaaaaa
tcaaggaata
accctggaat
tggttcaaac
gettgteggt
acteccctece
ttactgggee
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ttagattcat
cagtttggtg
cctgecatee
gcagaatgat
tagcegggge
tggetetagg
geccacagtaa
atctgagaaa
ggagtggctt
accacaccca
tgectettetg
tgteccatgte
atgagggttt
gcagagtege
ggagctgaaa
taagcagccg
ttaatttecct
gtgagtgtgg
gctgagageca
cagcagcteg
ccactctgtg
aatatccaca
aaataagaat
ctcagttaac
ggttgecagat
acaaaggcta
tggaggtgtg
caacccagac

tagggtcaac

tgatgcagtt
agtgtttgga
acactggtag
cectecctgt
tctattacac
gccatgttcet
aagcagtaag
tcatggagcet
tgatgecettt
gggcagecte
ggagggcaag
tgaaggaaca
gtgagtegge
tcacgtttga
ccagaagctg
aacccecatat
acttctgcta
gtgataaact
gaagggagca
gggttggttg
agctgatacc
tagaagctag
taaagggcaa
agectcteca
caaatctgta
gagagaacct
aggtaggcca
tccagacect
ctgecttect

50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
50700
50760
50820
50880
50940
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51900
51960
51981
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cgcetgaggta caacceceget cggtgtegec tgaccgegte ggetaggaga ggcecaggegg 60

ccetegggag cccageaget cgegectgga gtcagegeag gecggecagt cgggecteag 120
cceceggagac agtcgagace cctgactgeca gecagg atg get cag tgg aac cag
Met Ala Gln Trp Asn Gln

ctg cag cag ctg
Leu Gln Gln Leu
10

agc gac age ttc
Ser Asp Ser Phe
25

gag agt caa gac
Glu Ser Gln Asp
40

ttg gtg ttt cat
Leu Val Phe His
55

gac
Asp

cece
Pro

tgg
Trp

aat
Asn

aca
Thr

atg
Met

gca
Ala

cte
Leu
60

ege
Arg

gag
Glu

tat
Tyr
45

ttg
Leu

tac
Tyr

ctg
Leu
30

gca

Ala

ggt
Gly

ctg
Leu
15

cgg
Arg

gece
Ala

gaa
Glu

1

gag cag
Glu Gln

cag ttc
Gln Phe

agc aaa
Ser Lys

att gac
Ile Asp
65

289

ctg
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
50

cag
Gln

cac
His

geca
Ala
35

tca
Ser

caa
Gln

cag
Gln
20

cect

Pro

cat
His

tat
Tyr

5
ctg

Leu

tgg
Trp

gee
Ala

age
Ser

tac
Tyr

att
Ile

acqg
Thr

cga

70

173

221

269

317

365



ttc
Phe

aag
Lys

cgg
Arg

gca
Ala

gce
Ala
135

gte
val

aac
Asn

gga
Gly

aaqg
Lys

aga
Arg
215

gtg
val

cag
Gln

ctg
Leu

caa
Gln

ggc
Gly
295

gag
Glu

cee

ctg
Leu

cag
Gln

atc
Ile

gce

Ala
120

gta
Val

cgg
Arg

cte
Leu

gac
Asp

atg
Met
200

agc

Ser

cag
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

caa
Gln
280

gac
Asp

ctg
Leu

tge

caa
Gln

ttt
Phe

gtg
val
105

acqg
Thr

gtg
Val

aag
Lys

cag
Gln

atg
Met
185

cag

Gln

att
Ile

aag
Lys

atc
Ile

aac
Asn
265

att
Ile

cct
Pro

tte
Phe

atg

gag
Glu

ctg
Leu

gece
Ala

gca
Ala

aca
Thr

cga
Arg

gac
Asp
170

cag

Gln

cag
Gln

gtg
val

aca
Thr

gcg
Ala
250

tgg
Trp

aag
Lys

ate
Ile

aga
Arg

ccc

tece
Ser
75

cag
Gln

cga
Arg

gcc
Ala

gag
Glu

gtg
Vval

155

gac
Asp

gat
Asp

ctg
Leu

agt
Ser

ctg
Leu
235

tge
Cys

ata
Ile

aaa
Lys

gtg
val

aac
Asn
315

atg

aat
Asn

agc
Ser

tge
Cys

cag
Gln

aag
Lys
140

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu

gaa
Glu

gag
Glu
220

act

Thr

atc
Ile

act
Thr

ctg
Leu

cag
Gln
300

tta
Leu

cac

gte
Val

agg
Arg

ctg
Leu

caa
Gln
125

cag
Gln

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn

cag
Gln
205

ctg

Leu

gat
Asp

gga
Gly

tca
Ser

gag
Glu
285

cac
His

atg
Met

ccg

cte
Leu

tat
Tyr

tgg

110

gg9g
Gly

cag
Gln

cta
Leu

tte
Phe

gga
Gly
190

atg
Met

gcg
Ala

gaa
Glu

gge
Gly

tta
Leu
270

gag
Glu

cgg

aag
Lys

gac
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tat
Tyr

ctt
Leu

gaa
Glu

ggec
Gly

atg
Met

gaa
Glu

aac
Asn
175

aac
Asn

cte
Leu

gg9g
Gly

gag
Glu

cct
Pro
255
gca
Ala

ctg

cce
Pro

agt
Ser

cgg

cag
Gln
80

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

ttg
Leu

cag
Gln
160

tac
Tyr

aac
Asn

aca
Thr

cte
Leu

ctg
Leu
240

cce

Pro

gaa
Glu

cag
Gln

atg
Met

gce
Ala
320

ccc

cac
His

aag
Lys

tet
Ser

gcec
Ala

gag
Glu
145

aaa
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

gece
Ala

ttg
Leu
225

gct
Ala

aac
Asn

tet
Ser

cag
Gln

ctg
Leu
305

tte
Phe

tta

aac
Asn

cca
Pro

cge
Arg

aac
Asn
130

cag
Gln

atg
Met

ace
Thr

tct
Ser

ctg
Leu
210

teca
Ser

gac
Asp

atc
Ile

caa
Gln

aaa
Lys
290

gag
Glu

gtg
val

gtc

290

ctt
Leu

atg
Met

cte
Leu
115

cac
His

cat
His

aag
Lys

cte
Leu

gtg
val

195
gac

Asp

gca
Ala

tgg
Trp

tge
Cys

ctt
Leu
275

gtg
Val

gag
Glu

gtg
val

atc

cga
Arg

gaa
Glu
100

cte

Leu

cca
Pro

ctt
Leu

gtg
val

aag
Lys
180

acc
Thr

cag
Gln

atg
Met

aag
Lys

ctg
Leu
260
cag
Gln

tee
Ser

agg

gag
Glu

aag

aga
Arg
85

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr

cag
Gln

gtg
vVal

165
agc
Ser

aga
Arg

atg
Met

gag
Glu
agg
245
gac

Asp

acec
Thr

tac
Tyr

atce
Ile

cgg
Arg
325

act

ate
Ile

gce
Ala

acg
Thr

gcc
Ala

gat
Asp
150

gag
Glu

caa
Gln

cag
Gln

cgg
Arg

tac
Tyr
230

cgg
Arg

cgt
Arg

cge
Arg

aag
Lys

gtg
Val

310

cag
Gln

ggt

413

461

509

557

605

653

701

749

797

845

893

941

989

1037

1085

1133

1181



Pro

gtc
val

aat
Asn

gtt
val
375

aca
Thr

gag
Glu

cgt
Arg

atc
Ile

gag
Glu
455

cca
Pro

ccce
Pro

caa
Gln

gag9g
Gly

cct
Pro
535

aaa

Lys

aat
Asn

ggg
Gly

Cys

cag
Gln

tat
Tyr
360

get
Ala

aaa
Lys

tte
Phe

gce
Ala

acc
Thr
440

acc
Thr

aat
Asn

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu
520

ggt
Gly

gaa
Glu

atec
Ile

tac
Tyr

Met

ttt
Phe
345

cag
Gln

gce
Ala

gtg
val

aag
Lys

aat
Asn
425

tte
Phe

cac
His

gct
Ala

aac
Asn

gce
Ala
505

age

Ser

gtg
Val

aac
Asn

atec
Ile

atc
Ile

Pro
330

acc
Thr

ctt
Leu

cte
Leu

atg
Met

cac
His
410

tgt
Cys

gag
Glu

tece
Ser

tgg
Trp

gtg
val
490

gag
Glu

ate
Ile

aac
Asn

atg
Met

gac
Asp
570

atg
Met

Met

acg
Thr

aaa
Lys

aga
Arg

aac
Asn
395

ctg
Leu

gat
Asp

act
Thr

ttg
Leu

gca
Ala
475

aac
Asn

gtg
Vval

gag
Glu

tac
Tyr

gct
Ala
555

ctt

Leu

ggt
Gly

His

aaa
Lys

att
Ile

gg9g9
Gly
380

atg
Met

acc
Thr

gce
Ala

gag
Glu

cca
Pro
460

tca
Ser

tte
Phe

cte
Leu

cag
Gln

tca
Ser
540

ggc
Gly

gtg
Val

tte
Phe

Pro

gte
val

aaa
Lys
365

tet
Ser

gag
Glu

ctt
Leu

tce
Ser

gtg
val
445

gtt
Vval

atc
Ile

tte
Phe

age
Ser

ctg
Leu
525

ggg
Gly

aaqg
Lys

aaa
Lys

atc
Ile

Asp

agg
Arg
350

gtg
val

cgg
Arg

gag
Glu

agg
Arg

ttg
Leu
430

tac
Tyr

gtg
val

ctg
Leu

act
Thr

tgg
Trp
510

aca
Thr

tgt
Cys

ggc
Gly

aag
Lys

agc
Ser
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Arg
335

ttg
Leu

tgec
Cys

aaa
Lys

tet
Ser

gag
Glu
415

ate
Ile

cac
His

gtg
val

tgg
Trp

aag
Lys
495

cag
Gln

acg
Thr

cag
Gln

tte
Phe

tat
Tyr
575

aag
Lys

Pro

ctg
Leu

att
Ile

ttt
Phe

aac
Asn
400

cag
Gln

gtg
Val

caa
Gln

atc
Ile

tat
Tyr
480

ceqg
Pro

ttec
Phe

ctg
Leu

atc
Ile

tece
Ser
560

atc

Ile

gag
Glu

Leu

gte
val

gat
Asp

aac
Asn
385

aac
Asn

aga
Arg

act
Thr

gge
Gly

tecc
Ser
465

aac
Asn

cca
Pro

tecg
Ser

gct
Ala

aca
Thr
545

tte
Phe

ttg
Leu

cgg
Arg

Val

aaa
Lys

aaa
Lys
370

att
Ile

gge
Gly

tgt
Cys

gag
Glu

cte
Leu
450

aac
Asn

atg
Met

att
Ile

tece
Ser

gag
Glu
530

tgg
Trp

tgg
Trp

gcc
Ala

gag
Glu

291

Ile

ttt
Phe
355

gac
Asp

ctg
Leu

agce
Ser

ggg9
Gly

gag
Glu
435

aag
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

gga
Gly

acec
Thr
515

aag

Lys

gect
Ala

gte
Val

ctt
Leu

cgg
Arg

Lys
340

cct
Pro

tct
Ser

gge
Gly

ctg
Leu

aat
Asn
420

ctg

Leu

att
Ile

tgt
Cys

acec
Thr

ace
Thr
500

acc

Thr

cte
Leu

aaa
Lys

tag
Trp
tgg
580

gcc
Ala

Thr

gag
Glu

ggg
Gly

acg
Thr

tet
Ser
405

gga
Gly

cac
His

gac
Asp

cag
Gln

aat
Asn
485

tgg
Trp

aag
Lys

cta
Leu

tte
Phe

cta
Leu
565

aat

Asn

ate
Ile

Gly

ttg
Leu

gat
Asp

aac
Asn
390

gca
Ala

gge
Gly

ctg
Leu

cta
Leu

atg
Met
470

aac
Asn

gac
Asp

cgg
Arg

gg9g
Gly

tge
Cys
550

gac

Asp

gaa
Glu

cta
Leu

1229

1277

1325

1373

1421

1469

1517

1565

1613

1661

1709

1757

1805

1853

1901

1949



5

age
Ser

aaa
Lys
615

aag
Lys

aac
Asn

acec
Thr

aag
Lys

cce
Pro
695

atc
Ile

tcc
Ser

ggt
Gly

atg
Met

aca
Thr
600

gaa
Glu

ace
Thr

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu
680

gaa
Glu

tgt
Cys

ccc
Pro

gct
Ala

gat
Asp
760

585

aag
Lys

gga
Gly

cag
Gln

tca
Ser

ate
Ile
665

gag
Glu

gcc
Ala

gtg
Val

cge
Arg

gag
Glu
745

ctg
Leu

ccagaagetg
aaccccatat
acttectgeta
gtgataaact
gaagggagca
gggttggttg
agctgatacc
tagaagctag

<210> 463

<211> 2918

<212> ADN

cece
Pro

ggg
Gly

atc
Ile

ttt
Phe
650

ctg
Leu

gca
Ala

gac
Asp

aca
Thr

act
Thr
730

cce
Pro

ace
Thr

cecg
Pro

gte
Val

cag
Gln
635

get
Ala

gtg
vVal

ttt
Phe

cca
Pro

cca
Pro
715

tta

Leu

teca
Ser

tecg
Ser

cagagacgtg
cgtctgaaac
tetttgggea
gttatgtaaa
aggggaacac
ttagacaagt

ccaggcetggg
gactaagceccece

ggc
Gly

act
Thr
620

tct
Ser

gaa
Glu

tect
Ser

gga
Gly

ggt
Gly
700

acg
Thr

gat
Asp

gca
Ala

gag
Glu

acce
Thr
605

tte
Phe

gta
Val

ate
Ile

cca
Pro

aag
Lys
685

agt
Ser

acc
Thr

tca
Ser

gga
Gly

tgt
Cys
765

ES 2521599 T3

590

tte
Phe

act
Thr

gag
Glu

ate
Ile

ctt
Leu
670

tac
Tyr

get
Ala

tge
Cys

ttg
Leu

ggg9
Gly
750

gct
Ala

acttgagaca
tectaacttt
atctgggcac
gaggagagca
ctecetgtect
gectectggt
aactcctgge
agaggttcct

cta
Leu

tgg
Trp

cca
Pro

atg
Met
655

gtec
Val

tgt
Cys

gcc
Ala

agc
Ser

atg
Met
735

cag
Gln

acc
Thr

ctg
Leu

gtg
Val

tac
Tyr
640

ggc
Gly

tac
Tyr

agg
Arg

ccg
Pro

aat
Asn
720

cag
Gln

ttt
Phe

tece
Ser

cge
Arg

gaa
Glu
625

acc
Thr

tat
Tyr

cte
Leu

cce
Pro

tac
Tyr
705

ace
Thr

ttt
Phe

gag
Glu

cce
Pro

cctgccecegt
gtggttccag
tttttaaaat
cctetgagte
gcecgectge
gceccatggea

tetgecacttt

ctttaaatta

292

tte
Phe
610

aag
Lys

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu
690

ctg
Leu

att
Ile

gga
Gly

teg
Ser

atg
Met
770

gctecacecee
attttttttt
agagaaatga
tggggatagg
cctecttttt
tectgttgee
caaccttget

595

agce
Ser

gac
Asp

cag
Gln

atec
Ile

cece
Pro
675

age

Ser

aag
Lys

gac
Asp

aat
Asn

cte
Leu
755

tga
*

gag agc agce
Glu Ser Ser

atc agt ggc
Ile Ser Gly
630

cag ctg aac
Gln Leu Asn
645

atg gat gecg
Met Asp Ala
660

gac att ccc
Asp Ile Pro

cag gag cac
Gln Glu His

acc aag tte
Thr Lys Phe
710

ctg ccg atg
Leu Pro Met
725

aac ggt gaa
Asn Gly Glu

740

acg ttt gac
Thr Phe Asp

ggagctgaaa

daaaaaaaaa aaa

taagcageceg
ttaatttect
gtgagtgtgg
gctgagagca
cagecageteg
ccactcectgtg
aatatccaca

1997

2045

2093

2141

2189

2237

2285

2333

2381

2429

2478

2538
2598
2658
2718
2778
2838
2898
2951



<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (173)...(2341)
<400> 463
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acgagcccta accggatege tgaggtacaa cccecgetegg tgtegectga cegegtegge 60
taggagaggc caggcggcecce tecgggagece agcagctege gectggagte agegeaggee 120
ggccagtcgg gectcagecec cggagacagt cgagaccect gactgcageca gg atg get 178
Met Ala
1

cag tgg aac cag ctg cag cag ctg gac aca cge tac ctg gag cag ctg 226
Gln Trp Asn Gln Leu Gln Gln Leu Asp Thr Arg Tyr Leu Glu Gln Leu
5 10 15

cac cag ctg tac age gac age tte cce atg gag ctg cgg cag tte ctg 274
His Gln Leu Tyr Ser Asp Ser Phe Pro Met Glu Leu Arg Gln Phe Leu
20 25 30

gca cct tgg att gag agt caa gac tgg geca tat geca gecec age aaa gag 322
Ala Pro Trp Ile Glu Ser Gln Asp Trp Ala Tyr Ala Ala Ser Lys Glu
35 40 45 50

tca cat gece acg ttg gtg ttt cat aat cte ttg ggt gaa att gac cag 370
Ser His Ala Thr Leu Val Phe His Asn Leu Leu Gly Glu Ile Asp Gln
55 60 65

caa tat agec cga ttec ctg caa gag tcc aat gte cte tat cag cac aac 418
Gln Tyr Ser Arg Phe Leu Gln Glu Ser Asn Val Leu Tyr Gln His Asn
70 75 80

ctt cga aga atc aag cag ttt ctg cag agc agg tat ctt gag aag ceca 466
Leu Arg Arg Ile Lys Gln Phe Leu Gln Ser Arg Tyr Leu Glu Lys Pro
85 90 95 ‘

atg gaa att gece cgg ate gtg gee cga tge ctg tgg gaa gag tect cge 514
Met Glu Ile Ala Arg Ile Val Ala Arg Cys Leu Trp Glu Glu Ser Arg
100 105 110

ctc cte cag acg geca gocc acg gca gec cag caa ggg gge cag gec aac 562
Leu Leu Gln Thr Ala Ala Thr Ala Ala Gln Gln Gly Gly Gln Ala Asn
115 120 125 130

cac cca aca gcoc goc gta gtg aca gag aag cag cag atg ttg gag cag 610
His Pro Thr Ala Ala Val Val Thr Glu Lys Gln Gln Met Leu Glu Gln
135 140 145

cat ctt cag gat gtc cgg aag cga gtg cag gat cta gaa cag aaa atg 658
His Leu Gln Asp Val Arg Lys Arg Val Gln Asp Leu Glu Gln Lys Met
150 155 160

aag gtg gtg gag aac ctec cag gac gac ttt gat tte aac tac aaa acc 706
Lys Val Val Glu Asn Leu Gln Asp Asp Phe Asp Phe Asn Tyr Lys Thr
165 170 175

ctc aag agc caa gga gac atg cag gat ctg aat gga aac aac cag tcet 754
Leu Lys Ser Gln Gly Asp Met Gln Asp Leu Asn Gly Asn Asn Gln Ser
180 185 190

gtg acc aga cag aag atg cag cag ctg gaa cag atg cte aca gece ctg 802
Val Thr Arg Gln Lys Met Gln Gln Leu Glu Gln Met Leu Thr Ala Leu
195 200 205 210

gac cag atg cgg aga agc att gtg agt gag ctg geg ggg cte ttg teca 850
Asp Gln Met Arg Arg Ser Ile Val Ser Glu Leu Ala Gly Leu Leu Ser
215 220 225

gca atg gag tac gtg cag aag aca ctg act gat gaa gag ctg gect gac 898

Ala Met Glu Tyr Val Gln Lys Thr Leu Thr Asp Glu Glu Leu Ala Asp
230 235 240
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tgg aag agg cgg cag cag atc gecg tge atec gga gge cet cece aac ate 946
Trp Lys Arg Arg Gln Gln Ile Ala Cys Ile Gly Gly Pro Pro Asn Ile
245 250 255

tge ctg gac cgt ctg gaa aac tgg ata act tca tta gca gaa tect caa 994
Cys Leu Asp Arg Leu Glu Asn Trp Ile Thr Ser Leu Ala Glu Ser Gln
260 265 270

ctt cag ace cge caa caa att aag aaa ctg gag gag ctg cag cag aaa 1042
Leu Gln Thr Arg Gln Gln Ile Lys Lys Leu Glu Glu Leu Gln Gln Lys
275 280 285 290

gtg tee tac aag ggec gac cct atec gtg cag cac cgg ccc atg ctg gag 1090
Val Ser Tyr Lys Gly Asp Pro Ile Val Gln His Arg Pro Met Leu Glu
295 300 305

gag agg atc gtg gag ctg ttec aga aac tta atg aag agt gce tte gtg 1138
Glu Arg Ile Val Glu Leu Phe Arg Asn Leu Met Lys Ser Ala Phe Val
310 315 320

gtg gag cgg cag cce tge atg cec atg cac ceg gac cgg cce tta gte 1186
Val Glu Arg Gln Pro Cys Met Pro Met His Pro Asp Arg Pro Leu Val
325 330 335

atc aag act ggt gtc cag ttt acc acg aaa gtc agg ttg ctg gtc aaa 1234
Ile Lys Thr Gly Val Gln Phe Thr Thr Lys Val Arg Leu Leu Val Lys
340 -~ 345 350

ttt cct gag ttg aat tat cag ctt aaa att aaa gtg tgc att gat aaa 1282
Phe Pro Glu Leu Asn Tyr Gln Leu Lys Ile Lys Val Cys Ile Asp Lys
355 360 365 370

gac tct ggg gat gtt gect gee ctc aga ggg tet cgg aaa ttt aac att 1330
Asp Ser Gly Asp Val Ala Ala Leu Arg Gly Ser Arg Lys Phe Asn Ile
375 380 385

ctg ggec acg aac aca aaa gtg atg aac atg gag gag tect aac aac gge 1378
Leu Gly Thr Asn Thr Lys Val Met Asn Met Glu Glu Ser Asn Asn Gly
390 395 400

age ctg tet geca gag tte aag cac ctg acc ctt agg gag cag aga tgt 1426
Ser Leu Ser Ala Glu Phe Lys His Leu Thr Leu Arg Glu Gln Arg Cys
405 410 415

ggg aat gga ggc cgt gecc aat tgt gat gee tece ttg ate gtg act gag 1474
Gly Asn Gly Gly Arg Ala Asn Cys Asp Ala Ser Leu Ile Val Thr Glu
420 425 430

gag ctg cac ctg ate ace ttec gag act gag gtg tac cac caa ggc cte 1522
Glu Leu His Leu Ile Thr Phe Glu Thr Glu Val Tyr His Gln Gly Leu
435 440 445 450

aag att gac cta gag acc cac tecc ttg cca gtt gtg gtg atec tecec aac 1570
Lys Ile Asp Leu Glu Thr His Ser Leu Pro Val Val Val Ile Ser Asn
455 460 465

atc tgt cag atg cca aat gect tgg gea tca atec ctg tgg tat aac atg lels8
Ile Cys Gln Met Pro Asn Ala Trp Ala Ser Ile Leu Trp Tyr Asn Met
470 475 480

ctg acc aat aac ccc aag aac gtg aac ttec ttec act aag cecg cca att 1666
Leu Thr Asn Asn Pro Lys Asn Val Asn Phe Phe Thr Lys Pro Pro Ile
485 490 495
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gga
Gly

acc
Thr
515

aag
Lys

gect
Ala

gtec
val

ctt
Leu

cgg
Arg
595

age

Ser

gac
Asp

cag
Gln

atc
Ile

cee
Pro
675

age
Ser

aag
Lys

taa

ttgacatgga tctgaccteg gagtgtgeta cctcocccccat gtgaggaget
gctgcagaga cgtgacttga gacacctgcece ccgtgectcecca cecctaagea
atatcgtctg aaactcctaa ctttgtggtt ccagattttt ttttttaatt
gctatetttg ggecaatctgg gcacttttta aaatagagaa atgagtgagt
aactgttatg taaagaggag agcacctctg agtctgggga tggggctgag
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acce tgg gac caa gtg gcec gag gtg ctec age tgg
Thr Trp Asp Gln Val Ala Glu Val Leu Ser Trp

500 505 510

acc aag cgg ggg ctg age ate gag cag ctg aca
Thr Lys Arg Gly Leu Ser Ile Glu Gln Leu Thr
520 525

cte cta ggg cct ggt gtg aac tac tca ggg tgt
Leu Leu Gly Pro Gly Val Asn Tyr Ser Gly Cys

535 540

aaa tte tge aaa gaa aac atg gct ggec aag ggce
Lys Phe Cys Lys Glu Asn Met Ala Gly Lys Gly
550 555

tgg cta gac aat atec atec gac ctt gtg aaa aag
Trp Leu Asp Asn Ile Ile Asp Leu Val Lys Lys
565 570

tgg aat gaa ggg tac atc atg ggt tte ate age
Trp Asn Glu Gly Tyr Ile Met Gly Phe Ile Ser
580 585 590

gcc atc cta agec aca aag ccc ccg gge ace tte
Ala Ile Leu Ser Thr Lys Pro Pro Gly Thr Phe
600 605

gag agc agc aaa gaa gga ggg gtc act ttc act
Glu Ser Ser Lys Glu Gly Gly Val Thr Phe Thr
615 620

ate agt ggec aag acc cag atec cag tet gta gag
Ile Ser Gly Lys Thr Gln Ile Gln Ser Val Glu
630 635

cag ctg aac aac atg teca ttt gect gaa atc atc
Gln Leu Asn Asn Met Ser Phe Ala Glu Ile Ile
645 650

atg gat geg acc aac atc ctg gtg tet cca ctt
Met Asp Ala Thr Asn Ile Leu Val Ser Pro Leu
660 665 670

gac att cce aag gag gag gca ttt gga aag tac
Asp Ile Pro Lys Glu Glu Ala Phe Gly Lys Tyr
680 685

cag gag cac ccc gaa gcc gac cca ggt agt gect
Gln Glu His Pro Glu Ala Asp Pro Gly Ser Ala
695 700
acc aag ttec atc tgt gtg aca cca tte att gat
Thr Lys Phe Ile Cys Val Thr Pro Phe Ile Asp
710 715

cggtgaaggt gctgagccct cagcaggagg gcagtttgag
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cag ttec teg
Gln Phe Ser

acg ctg gect
Thr Leu Ala

cag atc aca
Gln Ile Thr
545

tte tee tte
Phe Ser Phe
560

tat ate ttg
Tyr Ile Leu
575

aag gag <gg
Lys Glu Arg

cta ctg cgc
Leu Leu Arg

tgg gtg gaa
Trp Val Glu
625

cca tac acc
Pro Tyr Thr
640

atg gge tat
Met Gly Tyr
655

gtc tac ctc
Val Tyr Leu

tgt agg ccc
Cys Arg Pro

gecec ccg tac
Ala Pro Tyr
705

gca gtt tgg
Ala Val Trp
720

tcgectcacgt

tece
Ser

gag
Glu
530

tgg
Trp

tgg
Trp

gcc
Ala

gag
Glu

tte
Phe
610

aag
Lys

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

gag
Glu
€90

ctg
Leu

aaa
Lys

gaaaccagaa
gcecgaacceece
tecctacttet
gtgggtgata
agcagaaggg

1714

1762

1810

1858

1906

1954

2002

2050

2098

2146

2194

2242

2290

2338

2391

2451
2511
2571
2631
2691
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agcaagggga acacctcctg tcecctgeccege ctgecctect ttttcageag cteggggttg 2751
gttgttagac aagtgecctec tggtgeccat ggecatectgt tgeecccacte tgtgagetga 2811
taccccagge tgggaactce tggcectctgea ctttcecaacet tgcectaatate cacatagaag 2871
ctaggactaa gcccagaggt tcctcectttaa attaaaaaaa aaaaaaa 2918
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<210> 464
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 464

gccacgttgg tgtttcataa tct

<210> 465
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 465

gatagaggac attggactct tgca

<210> 466
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sonda para PCR

<400> 466

ttgggtgaaa ttgaccagca atatagccg

23

24

29
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<210> 467
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 467

cttaattctt agagatccac 20
<210> 468

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 468

cacactaatg caagatgcta 20

<210> 469
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 469

aaaaagtgat ctaccaacag 20

<210> 470
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

298



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 470

caactcttac cagttttcca 20

<210> 471
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 471

atcaatgaat ctaaagtgcg 20

<210> 472

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 472

cactgagcca tcctgctgca 20
<210> 473

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 473
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agctggttcc actgagccat 20

<210> 474
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 474

tgtgctgata gaggacattg 20

<210> 475
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 475

agactcttcc cacaggcatc 20

<210> 476
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 476

cagtcagcca gctcttcatc 20

<210> 477
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<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 477

agttatccag ttttccagac 20

<210> 478
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 478

tccagttict taatttgttg 20

<210> 479
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 479

tgtaggacac tttctgctgce 20

<210> 480
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 480

actggacacc agtcttgatg 20

<210> 481
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 481

tttaatttta agctgataat 20

<210> 482
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 482

cacactttaa ttttaagctg 20

<210> 483
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 483

caatgcacac tttaatttta 20

<210> 484
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 484

gcccagaatg ttaaatttcc 20

<210> 485
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 485

ccctaagggt caggtgcttg 20

<210> 486
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 486

ccattcccac atctctgctc 20
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<210> 487
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 487

aaggtgatca ggtgcagctc 20

<210> 488
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 488

gggtctctag gtcaatcttg 20

<210> 489
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 489

caccacaact ggcaaggagt 20
<210> 490

<211> 20

<212> ADN
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 490

ggtcagcatg ttataccaca 20

<210> 491
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 491

acttggtccc aggttccaat 20

<210> 492
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 492

gacaccctga gtagttcaca 20

<210> 493
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 493

ccagccatgt tttctttgca 20

<210> 494

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 494

atgatattgt ctagccagac 20

<210> 495
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 495

ccaagatata ctttttcaca 20

<210> 496
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 496

cttcattcca aagggccaag 20
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<210> 497
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 497

ccaagtgaaa gtgacccctc 20

<210> 498
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 498

actgatgtcc ttttccaccc 20

<210> 499
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 499

gggtcttgcc actgatgtcc 20

<210> 500

<211> 20
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 500

gactggatct gggtcttgcc 20

<210> 501
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 501

cacagatgaa cttggtcttc 20

<210> 502
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 502

gttggtgtca cacagatgaa 20

<210> 503
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

308



10

15

20

25

30

35

ES 2521599 T3

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 503

caatggtatt gctgcaggtc 20

<210> 504
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 504

caggtcaatg gtattgctgc 20

<210> 505
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 505

catcaatgaa tctaaagtgc 20

<210> 506
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 506

aactgcatca atgaatctaa 20

<210> 507
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 507

ttccaaactg catcaatgaa 20

<210> 508
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 508

gttatttcca aactgcatca 20

<210> 509
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 509

aggtcagatc catgtcaaac 20
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<210> 510
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 510

agtcctagct tctatgtgga 20

<210> 511
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 511

atcaatgaat ggtgtcacac 20
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido antisentido de 12 a 50 nucleobases de longitud, que hibrida especificamente con una molécula
de &cido nucleico que codifica STAT3 y es capaz de inhibir la expresién de STAT3, y en donde el oligonucleétido
esta direccionado a los nucle6tidos 2983 hasta 3127 de SEQ ID NO: 154.

2. El oligonucleétido antisentido de la reivindicacién 1, en donde la mélecula de acido nucleico codifica STAT3
humana.

3. El oligonucledtido antisentido de cualquier reivindicacién precedente, en donde el oligonucleétido es 100%
complementario a la molécula de acido nucleico que codifica STAT3.

4. El oligonucleétido antisentido de cualquier reivindicacion precedente, el cual tiene:
13 a 40 nucleobases de longitud; o
15 a 30 nucleobases de longitud.

5. El oligonucleétido antisentido de cualquier reivindicacion precedente, en donde el oligonucleétido antisentido
comprende al menos un enlace internucledsido modificado, tal como un enlace fosforotioato.

6. El oligonucleétido antisentido de cualquier reivindicacion precedente, en donde el oligonucleétido antisentido
comprende al menos una unidad estructural azucar sustituido, tal como una unidad estructural 2"-O-(2-metoxietilo).

7. El oligonucledtido antisentido de cualquier reivindicacion precedente, en donde el oligonucleétido antisentido
comprende al menos una nucleobase modificada, tal como 5-metil citosina.

8. El oligonucledtido antisentido de cualquier reivindicacion precedente el cual es un oligonucleétido quimérico.
9. El oligonucledtido antisentido de la reivindcacion 8, el cual es un oligémero con brecha.

10. El oligonucleétido antisentido de la reivindicacion 8 o 9 el cual es un oligonucleétido quimérico que tiene una
primera regidn que comprende desoxinucleotidos y segunda y tercera regiones que flanquean dicha primera region,
comprendiendo al menos un nucleétido 2"-O-(2-metoxietilo).

11. El oligonucledtido antisentido de la reivindicaciéon 10, en donde dicha primera region tiene diez desoxinucledtidos
de longitud y dicha segunda y tercera regiones tienen cada una cinco nucleétidos de longitud.

12. Una composicion farmacéutica que comprende el oligonucleétido antisentido de cualquier reivindicacion
precedente y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. El oligonucleotido antisentido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para uso en terapia o profilaxis.

14. El oligonucledtido antisentido de la reivindicacion 13 para uso en el tratamiento o prevencidon de estados
inflamatorios anormales o enfermedades inflamatorias, tales como artritis reumatoide.

15. El oligonucledtido antisentido de la reivindicaciéon 13 para uso en el tratamiento o prevencion de canceres, tales
como cancer de seno, préstata, cerebro o cabeza y cuello, melanomas, mielomas, leucemias o linfomas.
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