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Modulacién de la expresién del receptor de la hormo na de crecimiento y de IGF-I
Descripcion
AREA DEL INVENTO

[0001] Este invento se refiere a las composiciones y métodos para modular la expresién del receptor de la hormona
de crecimiento. En particular, este invento se refiere a compuestos, particularmente compuestos de oligonucledtidos,
que, en secciones importantes, se hibridan con las moléculas de acidos nucleicos que codifican al receptor de la
hormona de crecimiento. Aquellos compuestos han demostrado en este estudio que modulan la expresion del
receptor de la hormona de crecimiento y también modulan la expresion del factor de crecimiento similar a la insulina
1 (IGF-1 - insulin-like growth factor 1) a niveles terapéuticos equivalentes en animales y humanos que son relevantes
para el tratamiento de enfermedades incluyendo la acromegalia, el gigantismo, la degeneracion macular relacionada
con la edad, la retinopatia diabética, la nefropatia diabética, la diabetes, y tumores dependientes de la hormona de
crecimiento y de la IGF-I. Los efectos de la modulacion del receptor de la hormona de crecimiento también son
relevantes para el tratamiento de la artritis y otras condiciones que involucran al receptor de la hormona de
crecimiento y/o el eje de la hormona de crecimiento/del factor de crecimiento similar a la insulina. Asimismo, los
compuestos antisentido dirigidos a cualquier objetivo individual o a cualquier grupo de objetivos en el de hormonas
de crecimiento/factor de crecimiento similar a la insulina I, incluyendo la hormona de crecimiento, el receptor de la
hormona de crecimiento, el IGF-1 y el receptor del IGF-I, pueden ser utilizados en el tratamiento de las mismas
condiciones.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

[0002] La hormona de crecimiento, liberada por la pituitaria, es una miembro de un grupo de hormonas que regulan
el crecimiento del cuerpo y sus érganos. La secrecion de la hormona de crecimiento a la sangre es seguida por
enlaces al receptor de la hormona de crecimiento (GHR - growth hormone receptor) en muchos tipos de células y
organos. La sefializacion de la hormona de crecimiento es mediada por esta interaccion. La sefializacion de la
hormona de crecimiento causa la produccién de otra hormona, el factor de crecimiento similar a la insulina | (OGF-I o
IGF-1 - insulin-like growth factor-1), el cual es producido en el higado, el tejido adiposo y en el rifién y es secretado a
la corriente sanguinea. Alrededor de 75% del IGF-1 sérico es producido en el higado en respuesta a la estimulacion
de la hormona de crecimiento. Muchas enfermedades son causadas por, y/o asociadas con, niveles elevados de la
hormona de crecimiento y/o niveles elevados del IGF-1 en el plasma y/o en tejidos incluyendo a la acromegalia, al
gigantismo, a la retinopatia, a la degeneracién macular, a la nefropatia, a la diabetes y canceres. Este rol del IGF-I
en la mediacién de muchos efectos de la hormona de crecimiento es bien reconocido y la interaccion es referida
como un eje de la hormona de crecimiento/del factor de crecimiento similar a la insulina-l. En un circuito normal de
retroalimentacion, el IGF-I también causa que se reduzca la produccion de la hormona de crecimiento por la
pituitaria.

[0003] La hormona de crecimiento es producida y secretada por un conjunto de células especializadas en la
pituitaria frontal. La hormona de crecimiento tiene efectos directos e indirectos en muchos tejidos, tales como la
estimulacion ésea y el crecimiento de tejido suave y la influencia al metabolismo de los carbohidratos, proteinas y
lipidos. Actividades biol6gicas directas de la hormona de crecimiento incluyen al enlace de receptores, la
internalizaciéon del complejo hormonal/receptor, y la activacion de proteinas involucradas en la transduccion de
sefales.

[0004] Las transcripciones proteinicas y de ARN para los receptores de la hormona de crecimiento (GHR - receptors
of growth hormone) han sido detectadas en muchos de los tejidos influenciados por la hormona. Se determiné que
una sola molécula de la hormona de crecimiento enlaza secuencialmente a 2 moleculares receptoras, formando un
complejo activo. Este complejo, a su vez, sefializa la estimulacion de otros genes, incluyendo al IGF-I. El IGF-I que
es producido y secretado por el higado y otros tejidos objetivos, regula algunos de los efectos indirectos de la
hormona de crecimiento en el crecimiento y el desarrollo. Otros eventos intracelulares que ocurren después de la
interaccion de la hormona de crecimiento/receptor de la hormona de crecimiento incluyendo la activacion de
guinasas de tirosina tales como la quinasa de Jano 2 (Jak-2 - Janus kinase 2), que conlleva a la fosforilacion y a la
activacion de otras proteinas incluyendo al transductor de sefiales y al activador de las transcripciones 5A y 5B
(STAT 5A y 5B) y la quinasa proteinica activada por mitbgenos (MAP - mitogen activated protein) que, a su vez,
activa otras proteinas y genes.

[0005] La ADNc que codifica al receptor de la hormona de crecimiento ha sido clonada para muchas especies. El
receptor consiste de una regidn extracelular enlazadora de hormonas (exén 2-7), una sola membrana que se
extiende por la region (exon 8), y una region intracelular (exones 9-10). Existen también regiones mltiples alternas
no interpretadas de 5’ que son los primeros exones alternos del gen, en las transcripciones humanas y de ratones.
El receptor de la hormona de crecimiento no tiene un dominio intrinseco de quinasas, pero la region intracelular
juega un rol importante en el proceso de transduccion de sefiales. Una forma truncada del receptor, conocida como
la proteina de enlace de la hormona de crecimiento (GHBP - growth hormone binding protein), no tiene las regiones
de la transmembrana e intracelulares del receptor de la hormona de crecimiento y es secretada al suero. La proteina
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truncada es producida por 1 o 2 procesos diferentes, dependiendo de la especie animal. En ratones y ratas, un
empalme alternativo del ARN mensajero del precursor del receptor de la hormona de crecimiento reemplaza a las
regiones de la transmembrana e intracelulares con una cola hidrofilica muy corta (codificada por el exén 8A; 15, 16).
En los humanos, las vacas y los cerdos (entre otros) ningln empalme alterno de ARN es aparente, pero en vez de
eso la GHBP es producida por la protedlisis del receptor de la hormona de crecimiento. La funcién de la proteina de
enlaces parece ser el modular del nivel de la hormona de crecimiento circulante.

[0006] El receptor de la hormona de crecimiento es expresado en muchos érganos vy tejidos incluyendo al higado, al
tejido adiposo, al musculo, al cartilago, a los huesos, a los dientes, al rifién, a los ojos, al sistema cardiovascular, a
los intestinos, a los 6rganos reproductivos, a la piel, al cerebro, al sistema endocrino y al sistema inmunolégico.

[0007] Se ha establecido la estructura tridimensional del dominio extracelular del receptor de la hormona de
crecimiento. Consiste de 2 mddulos, cada uno de alrededor de 100 aminoacidos, colocados en forma de 2
emparedados cada uno con 7 hebras de laminas beta. La forma secretada del dominio extracelular del receptor de la
hormona de crecimiento es la GHBP.

[0008] El receptor de la hormona de crecimiento es biolégicamente responsivo a la estimulacion de la hormona de
crecimiento. La JAK2 es la molécula activadora principal para la sefializacién del receptor de la hormona de
crecimiento. La JAK2 es activada después de la dimerizacidn del receptor de la hormona de crecimiento. Cuando la
hormona de crecimiento dimeriza a sus receptores, las JAKs son juntadas, y con una alineacion apropiada se trans-
fosfosporilatan entre si, conllevando a su activacién completa. Los objetivos intracelulares de las JAKs incluyen a
residuos de tirosina en el dominio citoplasmico receptor en si, el cual a su vez activa a los dominios SH2 (STATS,
Shc y SHP2). Esto podria continuar hasta activar al sendero de quinasas MAP, que regula a la proliferacion celular.
Las JAK2s también fosfériliozan y activan otras moléculas de sefializacion, tales como el IRS-1y -2 y la quinasa de
3-inositol de fosfatidilo, que son partes importantes del mecanismo de sefializacion de la insulina y pueden explicar
las acciones similares a la insulina de la hormona de crecimiento. Los JAK2s activados también fosforilizan a los
STATS5, y cuando son activados, se involucran en la transcripcion de varios genes.

[0009] La activacion del receptor de la hormona de crecimiento conlleva a muchas acciones en muchos érganos
incluyendo a los siguientes resultados en los siguientes 6rganos:

El higado: se incrementa la secrecion del factor de crecimiento similar a la insulina-l, la sintesis de proteinas del
plasma, la regulacién de las enzimas de balance del nitrégeno, una sintesis/almacenamiento incrementado de
carbohidratos, y una descomposicion incrementada de las grasas; el tejido adiposo: una descomposicion de los
almacenamientos grasos; el muisculo: una sintesis incrementada de proteinas, una descomposicion proteinica
reducida; el cartilago: una altura incrementada por la proliferacion incrementada y la diferenciacion de condrocitos en
el cartilago de crecimiento; los huesos y los dientes: una rotacion incrementada del tejido, una sintesis y una
descomposicion incrementada; los rifiones: una retencién incrementada del sodio, del bicarbonato y del agua; los
0jos: una neovascularizacion retinal incrementada; el sistema cardiovascular: hipertrofia, una contractilidad, fuerza
de latidos y caudales cardiacos incrementados; los intestinos: hipertrofia, absorcién incrementada de aminoécidos,
sodio, calcio, fosfato y B12; sistema reproductivo: una produccién y motilidad de esperma incrementada, una
secrecién incrementada de la glandula adicional en los hombres, un nimero incrementado de foliculos y de la tasa
de ovulacién, una tasa incrementada de la maduracion folicular, una produccion de leche incrementada; la piel: un
grosor y fortaleza incrementada de la piel, un crecimiento y grosor incrementado del cabello; el cerebro: una
proliferacién y conectividad neuronal prenatal incrementada, una formacion incrementada de mielinas, una memoria
mejorada a largo plazo; sistema endocrino: una sintesis y secrecion incrementada de la insulina, una
esteroidogénesis adrenal incrementada; el sistema inmunolégico: una proliferacion incrementada de las células
inmunolégicas, una eliminaciéon incrementada por parte de los monocitos, los macréfagos y las células NK, una
produccién incrementada de anticuerpos.

[0010] Corriente abajo del receptor de la hormona de crecimiento en el sendero de sefializacion de la hormona de
crecimiento se encuentran el IGF-1 y el receptor de IGF-I. Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)
son importantes en la proliferacion. En particular, el IGF-1'y el IGF-2 son polipéptidos ubicuos cada uno con efectos
mitogénicos potentes en un amplio rango de células. Las moléculas de tipo factor de crecimiento similar a la insulina
también son conocidas como “factores de progresion” que promueven a células “competentes” a través de la sintesis
del ADN. Los factores de crecimiento similares a la insulina actian a través de un receptor conocido como el
receptor de tipo | 0o IGF-IR, que es vinculado por la quinasa de tirosina.

[0011] Proteinas particulares, denominadas proteinas enlazadoras del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBPs- insulin-like growth factor binding proteins), parecen estar involucradas en la regulacion
autocritica/paracrina de la disponibilidad del factor de crecimiento similar a la insulina de los tejidos (Rechler y
Brown, Growth Regulation, 1992,2, 55-68). 6 IGFBPs han sido identificados hasta el momento. Los efectos exactos
de los IGFBPs todavia no son claros y efectos observados in vitro han sido inhibitorios o estimuladores dependiendo
del método experimental utilizado (Clemmons, Growth Regn. 1992, 2, 80,). Existe alguna evidencia, sin embargo,
gue ciertos IGFBPs estan involucrados en la direcciéon del factor de crecimiento similar a la insulina | hacia su
receptor superficial celular. También la expresion del IGFBP-3 es regulada por la hormona de crecimiento (Karen et
al, mencionado anteriormente).
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[0012] La IGF-IR es un receptor superficial celular vinculado a la quinasa de tirosina (Ullrich et al., EMBO J. 1986, 5,
2503-2512,) que regula la divisién, la transformacion y la apoptosis celular en muchos tipos celulares (LeRoith et al.,
Endocr. Rev., 1995, 16, 143-163; Rubin y Baserga, Laboratory Investigation (investigacion de laboratorio), 1995, 73,
311-331).

[0013] Si la regulacion de la retroalimentacion de la produccién de la hormona de crecimiento se pierde y la pituitaria
contintia liberando montos aberrantes de la hormona de crecimiento, el nivel del factor de crecimiento similar a la
insulina | continuara elevandose, conllevando a un crecimiento 6seo y crecimiento de los 6rganos. Un exceso de la
hormona de crecimiento también causa cambios en el metabolismo del azucar y de los lipidos, que podria conllevar
a la diabetes. Defectos en los senderos de sefializacion de la hormona de crecimiento a menudo conlleva a
anormalidades de tamafio de estatura, de cuerpo y/u 6rganos. Mutaciones en el gen del receptor de la hormona de
crecimiento resultan en estaturas extremadamente cortas (el sindrome de Laron). Una produccion excesiva de la
hormona de crecimiento puede conllevar a una acromegalia o gigantismo.

[0014] La acromegalia y el gigantismo son enfermedades relacionadas de crecimiento donde un exceso de la
hormona de crecimiento, a veces causado por un tumor pituitario, causa una desfiguracidon cosmética progresiva y
manifestaciones de érganos sistémicos. Afecta a 40-50 personas por cada millén a nivel mundial con alrededor de
15,000 personas que lo padecen en cada uno de los Estados Unidos y Europa y una incidencia anual de alrededor
de 4-5 por cada millén. Es caracterizado inicialmente por un crecimiento anormal de las manos y de los pies y
cambios 6seos en las caracteristicas faciales. Los pacientes tienen una calidad de vida reducida con el hiper-
crecimiento de la quijada, alargamiento de los pies y de las manos, engrosamiento de la voz, engrosamiento de la
piel, olor corporal ofensivo, problemas articulares de los cartilagos, hiperfosfatemia, neuropatias periféricas, presion
sanguinea elevada, diabetes, enfermedades cardiacas y el cancer, y tienen expectativas de vida reducidas si no se
trata. La tasa de mortalidad es de alrededor de 2 veces la de la poblacion normal debido a enfermedades cardio -
respiratorias y cardiovasculares, la diabetes y la neoplasia, particularmente el cancer del colon. El objetivo de los
tratamientos actuales es reversar los efectos de la hipersecrecion de la hormona de crecimiento y normalizar la
produccién del IGF-I que tiene una elevacion de alrededor del 50% en estos pacientes. Cuando un tratamiento es
efectivo, se moderan los sintomas de la enfermedad y la mortalidad asociada con la enfermedad.

[0015] EI gigantismo, la enfermedad de un exceso de hormona de crecimiento en los nifios, es una enfermedad rara.
En el gigantismo, un crecimiento lineal excesivo ocurre mientras los ligamentos de crecimiento estan abiertos
durante la nifiez con un exceso de hormona de crecimiento causado por medio de un tumor pituitario benigno. En el
gigantismo y la acromegalia, todos los parametros de crecimiento son afectados, aunque no necesariamente
simétricamente. Muchos de los resultados relacionados con el crecimiento son mediados por niveles elevados del
IGF-I sérico. Los niveles sanguineos séricos del IGF-I son elevados en alrededor de un 50% en los pacientes y la
reduccion del IGF-I sérico es utilizado para monitorear el éxito del tratamiento.

[0016] Los tratamientos para la acromegalia y el gigantismo involucran la capacidad de reducir al IGF-I elevado en el
plasma. Esto podria lograrse por medio de una remocién quirlrgica o terapia de radiacion en el tumor pituitario
benigno, pero esto sélo es efectivo en el 50% de los pacientes. Agonistas de dopamina tales como mesilato de
bromocriptina o cabergolina podrian administrarse oralmente lo cual es conveniente pero estas solo reducen la
produccién de la hormona de crecimiento y son asociadas suficientemente por la IGF-I en un 10% de los casos.
Estas producen ademéas efectos colaterales gastrointestinales y centrales significativos en el 20-30% de los
pacientes. También se usa en el tratamiento de la acromegalia a los anadlogos de somatostatina tales como la
Sandostatina o el octreétido, que inhiben la liberacién de la hormona que libera a la hormona de crecimiento (GHRH
- growth hormone releasing hormone) desde el hipotadlamo, y/o la pituitaria y por lo tanto reduce la produccién de la
hormona de crecimiento en la pituitaria. Este compuesto es efectivo en el 60-65% de los pacientes con acromegalia,
pero debe ser inyectada bajo la piel cada 8 horas o intramuscularmente para un tratamiento efectivo.

[0017] Recientemente un antagonista del receptor de la hormona de crecimiento, Trovert, también conocido como
Somavert, Pegvisomant y B2036- PEG, ha demostrado ser efectiva en ensayos clinicos en un 90-95% de los
pacientes. La experiencia de ensayos clinicos a la fecha demuestra una tasa de un 10% de abandonos y efectos
adversos tal como la inhabilitacién del higado. Trovert es una molécula de la hormona de crecimiento con una
sustitucion de 9 aminoacidos con 4-5 pegilaciones para incrementar la vida media. Al igual que todas las proteinas
modificadas, esta es inmunogénica, creandose anticuerpos para Trovert en el primer mes de administracion. Esto
puede afectar la utilidad a corto y largo plazo de Trovert y dificulta el pronoéstico de sus dosis. Trovert fue
administrado inicialmente una vez al mes por medio de una administracién subcutanea (sc), pero la practica clinica
actual sugiere que se necesitaran dosis una vez al dia subcutaneamente. Trovert interfiere con los enlaces de la
hormona de crecimiento a su receptor, pero no al fragmento de la proteina enlazadora de la hormona de crecimiento
(GHBP - Growth Hormone Binding Protein) del receptor de la hormona de crecimiento. La GHBP enlaza a la
hormona de crecimiento y prolonga su accion, lo cual puede ser desventajoso en condiciones que involucran a
excesos de la hormona de crecimiento y/o excesos del IGF-I. La pegilacién también podria afectar el perfil de
seguridad a largo plazo de Trovert.

[0018] La diabetes y sus complicaciones que amenazan la vida tales como la retinopatia y la nefropatia diabéticas
también son enfermedades asociadas con los niveles de la hormona de crecimiento y/o del IGF-I. El tratamiento de
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primera linea de estas condiciones involucra controlar a la hiperglicemia. Medicamentos que controlan la diabetes
reducen la incidencia de la nefropatia por un 60% y también reducen la incidencia de la retinopatia. Sin embargo,
alrededor de la mitad de todos los diabéticos no estan conscientes de la enfermedad y por lo tanto se mantienen sin
tratamiento, por lo que la nefropatia y la retinopatia diabéticas tienen la posibilidad de permanecer siendo una
condiciéon importante donde se requieren otros tratamientos. En la retinopatia, se utilizan tratamientos ablativos
quirdrgicos de tales como la fotocoagulacién pan-retinaria por medio de laser, pero esto permanece siendo
incompletamente efectivo y destruye al tejido retinal, causando una pérdida parcial del campo de la visiéon. En los
diabéticos de tipo I, ACE y todos los inhibidores reducen la expresion de albuminuria al actuar en el rifién y en los
diabéticos de tipo Il los mismos inhibidores actian localmente en el rifion y también reducen la presion sanguinea
para reducir el riesgo de muerte por falla de riflones por otro 50%. Sin embargo, el 20-30% de pacientes
permanecen resistentes al tratamiento con medicamentos actuales de control glucémico y medicamentos ACE.
Existe por lo tanto una necesidad de mejores tratamientos.

[0019] La causa principal de la diabetes, de la retinopatia diabética y de la nefropatia diabética puede ser la
hiperglicemia relacionada con la insulina, pero un exceso de la hormona de crecimiento y/o del factor de crecimiento
similar a la insulina-l también es importante. Inhibidores octreétidos de la GHRH que reducen la produccién de la
hormona de crecimiento pituitaria, reduciendo esa forma los niveles sistémicos de la hormona de crecimiento y del
IGF-I, y/o los niveles moduladores de tejidos locales muestran un potencial en los aspectos clinicos. Un estudio con
octredtidos por Grant et al., (Diabetes Care (Atencion Diabética), 2000,2, 504-9) que redujo al sIGF-1 x un 51% con
dosis toleradas al maximo de 5000 pg/dia subcutaneamente de octreétidos redujo la necesidad de cirugia por medio
de laser en pacientes de retinopatia a un paciente de 22 pacientes en vez de 9/22 pacientes a los que se administrd
un placebo en un estudio de 15 meses. Ademas, una enfermedad ocular fue reducida al 27% versus el 42% de los
pacientes que estaban recibiendo placebos lo cual alcanza a ser significativo (P 0.06). 3 estudios humanos utilizando
octredtidos a niveles que redujeron al sIGF1 en alrededor de un 45%, alrededor de un 20% y alrededor de un 10%
respectivamente fueron efectivos por lo menos parcialmente en ensayos clinicos de nefropatia. Los resultados
reportados por Serin et al. (JAMA, 1991, 265, 888-92) con 11 pacientes usaron dosis altas de octreétidos en un
estudio de 12 semanas que redujeron al IGF-I sérico por un 45%. En ese momento se declaré que se observé que
tuvo un mejor efecto para reducir la tasa de filtraciones glomerulares con una reduccién del 22-33% en relacion al
grupo que estaba tomando placebos. Esta dosis, sin embargo, estaban cerca del nivel maximo tolerado de
octreotidos.

[0020] Estudios animales de niveles patolégicos con octredtidos y con Trovert también apoyan la perspectiva de que
agentes que modulan al eje de la hormona de crecimiento / factor de crecimiento similar a la insulina-I son
beneficiosos para el tratamiento de estas condiciones diabéticas. La hormona de crecimiento y su receptor estan
implicados en la induccién de la hipertrofia glomerular y la esclerosis en la nefrectomia parcial y la nefropatia
diabética con inhibidores de somatostatina octreétidos y de PTR-3173 (Groenbaek et al., J. Endocrinol., 2002, 172,
637-643 y Landau et al,, Kidney International (Rifién, Internacional), 2001, 60, 505-512) y el antagonista del receptor
de la hormona de crecimiento, G120K-PEG, una version mas débil de Trovert, previniendo complicaciones en
ratones diabéticos de tipo | y de tipo Il (Chen et al,, Endocrinology (Endocrinologia), 1996, 137, 11, 5136-5165;
Flyvbjerg et al,, Diabetes, 1999, 40,377-382, y Segev et al., J. Am. Soc. Nephrol. 1999, 10,2374-81). La hormona de
crecimiento y su receptor estan implicados en la induccién de una neovascularizacién a través del IGF-I con
octredtidos y antagonistas del receptor de la hormona de crecimiento MK678 que son inhibidores de la
somatostatina, inhibiendo una neovascularizacion en ratones. La reduccion de MK678 de la neovascularizacion se
correlacioné con un bajo IGF-1 sérico Smith et al, Science (Ciencia), 1997, 276, 1706-9). La retinopatia inducida por
el oxigeno en el ratén también fue responsiva a los octreétidos tal como se reportd por Higgins et al., Exp. Eye (Ojo)
Res, 2002, 74,553-9.

[0021] La degeneracién macular también es asociada con los niveles elevados de la hormona de crecimiento y/o del
IGF-I. Una degeneracion macular relacionada con la edad (AMD - Age-related macular degeneration) es causada
por el deterioro de la parte central de la retina, la macula, lo cual resulta en la pérdida de la vision detallada. La AMD
humeda, una forma menos comun, es causada por una fuga proveniente de los nuevos vasos sanguineos que
crecen atras de la retina. El eje de la hormona de crecimiento / IGF-I esta involucrado en la formacién de nuevos
vasos sanguineos que son relevantes a esta condicion y a la retinopatia diabética.

[0022] Varios canceres también son asociados con niveles aberrantes de la hormona de crecimiento y/o del IGF-I.
La reduccion del IGF-I sérico por un 20-50% utilizando Trovert redujo el volumen tumoral en el cancer de la mama
en modelos animales y ayud6 en el cancer del colon, en la metastasis del higado y en meningiomas (Friend et al,,
Proceedings 11th NCI EORTC. AACR Symposium (Simposio AACR) y Friend, Growth Horm. (Hormona de
Crecimiento) IGF Res., 2001, Jun: 11 Suppl A: S121-3). La incidencia de canceres de la mama, del colon, de la
préstata y de los pulmones es incrementada en individuos con un alto rango normal del IGF-1 sérico. No han habido
estudios clinicos con Trovert en canceres. Sin embargo, se receta a octreodtidos para canceres gastro-pancreaticos.

[0023] Otras condiciones que podrian ser asociadas con niveles elevados de la hormona de crecimiento y/o del IGF-
| incluyen a la artritis reumatoide. Un estudio clinico piloto demostré que los octrettidos fueron Utiles para el
tratamiento de la artritis reumatoide refractaria en un subconjunto de pacientes (Paran et al.,, Ann. Rheum. Dis.,
2001, 60, 888-91. Con comentarios y respuestas del autor en Ann. Rheum. Dis., 2002, 61, 1117).
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[0024] La longevidad también podria mejorarse al modular al receptor de hormona de crecimiento (Coschigano et
al., Endocrinology (Endocrinologia), 2000, 241, 2608-2613). Existié un incremento significativo de la duracion de vida
de cerca de un afio en animales knockout con niveles bajos de IGF-I y niveles altos de la hormona de crecimiento.

[0025] Otra aplicacién de la modificacion de los niveles de la hormona de crecimiento y/o del IGF-I por medio del
receptor de la hormona de crecimiento puede permitir la diferenciaciéon de células madre hacia una produccion de
células neurales puesto que la hormona de crecimiento inhibe la diferenciacidon neuronal de las células progenitoras
neurales (Turnley et al., Nature Neuroscience (Neurociencia Natural), 7 de octubre de 2002, publicado en el
Internet). Otras aplicaciones seran conocidas para aquellas personas con conocimiento normal en la industria.

[0026] Aunque los roles principales en varias enfermedades o condiciones podrian ser diferentes, las condiciones ya
mencionadas surgen, por lo menos en parte, de factores sistémicos y/o locales provenientes de niveles incorrectos
de la expresion de la hormona de crecimiento y del IGF-I de crecimiento y/o sus receptores, el receptor de la
hormona de crecimiento y el IGF-IR. En estas situaciones, los agonistas de la dopamina, los agonistas de la
somatostatina, y los antagonistas del receptor de la hormona de crecimiento dirigidos a las proteinas han sido
utilizados y/o han demostrado potencial.

[0027] Mientras que una gama de tratamientos se ha desarrollado para agentes que modifican el eje de la hormona
de crecimiento/factor de crecimiento similar a la insulina, y el receptor de la hormona de crecimiento y el IGF-IR,
ninguno es completamente efectivo y/o libre de efectos colaterales adversos. Ademas, existen desventajas
potenciales en las rutas y/o frecuencia de administracion que pueden afectar su cumplimiento.

[0028] Existe, por lo tanto, un objetivo de esta presentacién para suministrar productos y compaosiciones nuevas
donde uno o mas de los problemas y limitaciones que se acaban de mencionar puedan aliviarse.

[0029] En la ultima década, han existido informes del uso de oligonucledtidos antisentido para explorar la funcién
genética y varios reportes en el desarrollo de medicamentos que se basan en acidos nucleicos. Los oligonucleétidos
antisentido que inhiben a la interpretacion del ARNm por medio de varias formas alternas incluyendo la destruccién
del ARNm objetivo a través del reclutamiento de la ribonucleasa H, o la interferencia con el procesamiento, la
exportacion nuclear, el plegamiento o la deteccién de ribosomas del ARN.

[0030] Pellegrini et al. intentd bloquear la sintesis de receptor de la hormona de crecimiento en el sistema nervioso
central al infundir intracerebroventricularmente un oligonucle6tido antisentido 18-mer que es complementario a una
porcion de la secuencia codificadora del ARNm del receptor de la hormona de crecimiento de la rata superponiendo
al coddn de iniciacion de la interpretacion J. Neurosci. 1996, 16, 8140-8148.

[0031] Este invento tal como se expone en este documento por primera vez, demuestra que un oligonucleétido
antisentido dirigido especificamente al receptor de la hormona de crecimiento reduce un parametro clinico de la
actividad de la hormona de crecimiento, especificamente el factor de crecimiento similar a la insulina-I sérico. En una
forma importante, nuestros estudios antisentido explican la capacidad para utilizar antisentidos en el receptor de la
hormona de crecimiento para reducir al factor de crecimiento similar a la insulina-l sérico a niveles similares a los
requeridos para el tratamiento clinico de gigantismo y acromegalia. Los niveles séricos del factor de crecimiento
similar a la insulina-l son elevados en los pacientes que tienen acromegalia y reducidos por medio de dosis
terapéuticas humanas de Trovert por un 50% en ambos estudios de 12 semanas (Trainer et al, The New England J
of Med (la Revista de Nueva Inglaterra de Medicina) 20 de abril de 2000) que muestra una reducciéon de 1.3 a 2
veces, y en estudios a largo plazo superiores a un afio tal como se informé por van der Lely et al., Lancet 2001, 24
de noviembre: 358 (9295) 1754-1759.

[0032] Niveles similares de reduccién del factor de crecimiento similar a la insulina-l sérico también fueron
reportados con ensayos clinicos de retinopatia diabética de 15 meses con octreétidos (Grant et al, mencionado
anteriormente) y ensayos clinicos de nefropatia diabética (Serri et al, mencionado anteriormente). Niveles similares
de reduccion del 20-50% también son suficientes como para prevenir el crecimiento de ciertos tipos de canceres en
modelos animales (Friend, mencionado anteriormente).

[0033] Este invento ensefia por primera vez que el antisentido del receptor de la hormona de crecimiento puede
lograr resultados terapéuticos equivalentes en humanos y animales. Ensefia que el antisentido al ARNm de un
componente del eje hormona de crecimiento / factor de crecimiento similar a la insulina-l, especificamente al
receptor de la hormona de crecimiento, puede afectar un parametro en el eje, por ejemplo, el IGF-I. En una forma
importante, ensefia que los anti sentidos dirigidos a cualquier otro objetivo en el eje de la hormona de crecimiento /
factor de crecimiento similar a la insulina-l es potencialmente capaz de lograr niveles terapéuticos en condiciones
que dependen de niveles excesivos de la hormona de crecimiento y del factor de crecimiento similar a la insulina-1.

RESUMEN DEL INVENTO

[0034] El invento suministra un oligonucleétido modificado de 12 a 30 bases nitrogenadas de longitud, donde dicho
oligonucleétido tiene una secuencia de base nitrogenada que tiene una complementariedad del 100% con un ARN
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humano del receptor de la hormona de crecimiento donde los vinculos internucleosidicos de dicho oligonucleétido
son modificados, y donde dicho oligonucleétido inhibe la expresion del receptor de la hormona de crecimiento y del
factor de crecimiento similar a la insulina-1, para su uso en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o condicién
asociada con la expresion del receptor de la hormona de crecimiento y el factor de crecimiento similar a la insulina-I
donde la enfermedad o condicién es la acromegalia, el gigantismo, la degeneracion macular relacionada con la
edad, la retinopatia diabética, la nefropatia diabética, la diabetes, o canceres o tumores que dependen de la
hormona de crecimiento y del factor de crecimiento similar a la insulina I.

[0035] En este documento se presentan compuestos, especialmente acidos nucleicos u oligbmeros similares a
acidos nucleicos, que son dirigidos a un acido nucleico que codifican al receptor de la hormona de crecimiento, y que
modulan la sefializacion de la hormona de crecimiento o el eje hormona de crecimiento / factor de crecimiento similar
a la insulina-1, particularmente a la expresion del receptor de la hormona de crecimiento y/o el factor de crecimiento
similar a la insulina-l. Ademas, se presentan métodos para la deteccién de moduladores del receptor de la hormona
de crecimiento y/o el factor de crecimiento similar a la insulina-l y métodos para modular la expresion del receptor de
la hormona de crecimiento y/o el factor de crecimiento similar a la insulina-l en células, tejidos o animales que
comprende de contactar a dichas células, tejidos o animales con uno 0 mas de los compuestos o composiciones de
la especificacion. Se presentan también a Métodos y botiquines de diagnéstico. Los métodos para el tratamiento de
un animal, particularmente un humano, que se sospecha que tiene o que es propenso a una enfermedad o condicion
asociada con la sefializacion de la hormona de crecimiento o el eje hormona de crecimiento / factor de crecimiento
similar a la insulina-l, particularmente la expresion del receptor de la hormona de crecimiento y/o el factor de
crecimiento similar a la insulina-l, también se presentan en este documento.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO
A. Vision general del Invento

[0036] Este invento utiliza oligonucledétidos para su uso en la modulacién de la funcién o del efecto de las moléculas
de acidos nucleicos que codifican al receptor de la hormona de crecimiento. Esto se logra al suministrar
oligonucledtidos que se hibridan especificamente con una o mas moléculas de acidos nucleicos que codifican al
receptor de la hormona de crecimiento. Tal como se utiliza en este documento, los términos “acido nucleico objetivo”
y “molécula de acidos nucleicos que codifican al receptor de la hormona de crecimiento” han sido utilizados para la
conveniencia de abarcar al ADN que codifica al receptor de la hormona de crecimiento, al ARN (incluyendo al pre-
ARNm y al ARNm o sus porciones (incluyendo a las regiones codificadoras y no codificadoras), la transcripcién de
aquel ADN, y también a la ADNc entregada de aquel ARN. La hibridacién de un compuesto para su uso en este
invento con su &cido nucleico objetivo se denomina, generalmente, como “antisentido”. Consecuentemente, el
mecanismo preferido que se cree es incluido en la practica de algunas secciones importantes del invento se
denomina en este documento como la “inhibicion antisentido”. Aquella inhibicion antisentido se basa comdnmente en
una hibridacién que se basa en enlaces de hidrégeno de hebras de oligonucleétidos o segmentos de tal forma que
por lo menos un hebra o segmento es dividida, degradada o deshabilitada de cualquier otra forma. En este aspecto,
actualmente se prefiere usar como objetivo a moléculas especificas de acidos nucleicos y sus funciones para
aquella inhibicién antisentido.

[0037] Las funciones del ADN que van ser interferidas pueden incluir la replicacion y la transcripcion. La replicacion
y la transcripcion, por ejemplo, pueden ser de una plantilla celular endégena, un vector, una estructura de plasmidos
o de otro tipo. Las funciones del ARN que seran interferidas pueden incluir a funciones tales como la translocacion
del ARN a un lugar de interpretacion proteinica, la translocacion del ARN a lugares dentro de la célula que estan
distantes del lugar de la sintesis del ARN, la interpretacion de proteinas del ARN, el empalme del ARN para generar
una o mas especies de ARN, y la actividad catalitica o formacion de complejos que involucra al ARN que podria
interactuar en, o ser facilitado por, el ARN. Un resultado preferido de aquella interferencia con la funcion del acido
nucleico objetivo es modular la expresion del receptor de la hormona de crecimiento. En el contexto de esta
especificacién, una “modulaciéon” y una “modulacién de la expresion” significa ya sea un incremento (estimulacion) o
una reduccién (inhibicién) en el monto o niveles de una molécula de acido nucleico que codifica al gen, por ejemplo,
el ADN o el ARN. La inhibicién es a menudo la forma preferida de modulacion de la expresion y el ARNm es a
menudo un acido nucleico objetivo preferido.

[0038] En el contexto de esta especificacion, la “hibridacion” significa el emparejamiento de hebras complementarias
de compuestos oligoméricos. En esta especificacion, el mecanismo preferido de emparejamiento involucra a enlaces
de hidrégeno, que podrian ser enlaces de hidrégeno tipo Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen en reversa, entre
nucledsidos complementarios o bases de nucleétidos (bases nitrogenadas) de las hebras de los compuestos
oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y la timina son bases nitrogenadas que se emparejan a través de la formacién
de enlaces de hidrogeno. La hibridaciéon puede ocurrir bajo varias circunstancias.

[0039] Un compuesto antisentido es capaz de hibridarse especificamente cuando enlaces del compuesto a los
acidos nucleicos objetivo interfiere con la funcion normal del acido nucleico objetivo para causar una pérdida de la
actividad, y existe un nivel suficiente de complementariedad para evitar enlaces no especificos del compuesto
antisentido a secuencias no objetivo de acidos nucleicos bajo condiciones en las cuales enlaces especificos son
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deseados, es decir, bajo condiciones fisiol6gicas, en el caso de ensayos in vivo, 0 de tratamientos terapéuticos, y
bajo condiciones en las cuales los ensayos son realizados, en el caso de ensayos in vitro.

[0040] En esta especificacion, la frase “condiciones estrictas de hibridacion” o “condiciones estrictas” se refiere a
condiciones bajo las cuales un compuesto para su uso en el invento se hibridara con su secuencia objetivo, pero se
hibridara minimamente con otras secuencias. Las Condiciones estrictas dependen de las secuencias y seran
diferentes en circunstancias diferentes y en el contexto de esta especificacién, las “condiciones estrictas” bajo las
cuales los compuestos oligoméricos se hibridaran a una secuencia objetivo son determinadas por la naturaleza y la
composicion de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los cuales se estan investigando.

[0041] EI término “complementario”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a la capacidad para un
emparejamiento preciso entre 2 bases nitrogenadas de un compuesto oligomérico. Por ejemplo, si una base
nitrogenada en una cierta posicion de un oligonucleétido (un compuesto oligomérico), es capaz de enlaces de
hidrégeno con una base nitrogenada en cierta posicién de un acido nucleico objetivo, siendo dicho acido nucleico
objetivo una molécula de ADN, de ARN o de oligonucleodtidos, entonces la posicién de los enlaces de hidrégeno
entre el oligonucledtido y el acido nucleico objetivo es considerada como una posicion complementaria. El
oligonucleétido y la molécula adicional de ADN, ARN o de oligonucleétidos son complementarias entre si cuando un
numero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula es ocupada por bases nitrogenadas que
pueden enlazarse con el hidrogeno entre si. Por lo tanto, el término “capaz de hibridarse especificamente” y
“complementario” son usados para indicar un nivel suficiente de emparejamiento preciso o complementariedad sobre
un numero suficiente de bases nitrogenadas para que enlaces estables y especificos ocurran entre el oligonucledtido
y un &cido nucleico objetivo.

[0042] Se entiende en la industria que la secuencia de un compuesto antisentido no necesita ser 100%
complementario a aquella de su acido nucleico objetivo con el cual es capaz de hibridarse especificamente.
Ademas, un oligonucleétido podria hibridarse sobre uno o mas segmentos de tal forma que los elementos
intervenidos o adyacentes no se involucran en el evento de la hibridacion (por ejemplo, una estructura tipo circuito o
una estructura tipo horquilla). Se prefiere que los compuestos antisentido aqui presentados comprendan por lo
menos el 70% de la complementariedad secuencial a una region objetivo dentro del acido nucleico objetivo, y mas
preferiblemente que comprendan el 90% de la complementariedad secuencial y ain mas preferiblemente que
comprendan el 95% de la complementariedad secuencial de la regién objetivo dentro de la secuencia del acido
nucleico objetivo al cual estan dirigidas. Por ejemplo, un compuesto antisentido en el cual 18 de 20 bases
nucleétidos del compuesto antisentido son complementarias a una region objetivo, y por lo tanto, se hibridan
especificamente, representando una complementariedad del 90%. En este ejemplo, las bases nitrogenadas
restantes que no son complementarias podrian aglutinarse o entremezclarse con bases nitrogenadas
complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o contiguas a bases nitrogenadas complementarias. Como
tal, un compuesto antisentido que tiene una longitud de 18 bases nitrogenadas tiene 4 (cuatro) bases nitrogenadas
no complementarias que estan rodeadas por 2 regiones de complementariedad completa con una
complementariedad general del 77.8 por ciento con el acido nucleico objetivo y, por lo tanto, caeria dentro del
enfoque de esta presentacion. La complementariedad porcentual de un compuesto antisentido con una region de un
acido nucleico objetivo puede determinarse rutinariamente utilizando los programas BLAST (basic local alignment
search tolos - herramientas de busqueda de alineacidn local basicas) y los programas PowerBLAST conocidos en la
industria (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656).

B. Compuestos para su uso en el invento

[0043] De acuerdo a esta especificacion, los compuestos incluyen compuestos oligoméricos antisentido,
oligonucledtidos antisentido, ribozimas, oligonucleétidos de secuencia de orientacion externa (EGS - external guide
sequence), empalmadores alternos, cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos que se hibridan a por lo
menos una porcién del acido nucleico objetivo. Como tal, éstos compuestos pueden ser introducidos en la forma de
compuestos oligoméricos de una sola hebra, de doble hebras, circulares o tipo horquilla y podrian contener
elementos estructurales tales como protuberancias o circuitos internos o terminales. Una vez introducidos a un
sistema, los compuestos para su uso en el invento podrian provocar la accién de una o mas enzimas o proteinas
estructurales para efectuar modificaciones del acido nucleico objetivo. Un ejemplo no limitante de una enzima como
estas es la ribonucleasa H, una endonucleasa celular que divide a la hebra de ARN de un ddplex de ARN:ADN. Se
conoce en la industria que compuestos antisentido de una sola hebra que son “similares al ADN” provocan a la
ribonucleasa H. La activacién de la ribonucleasa H, por lo tanto, resulta en una division del ARN objetivo, mejorando,
por lo tanto, en una gran forma, a la eficiencia de la inhibicion mediada por oligonucleétidos de la expresion genética.
Roles similares han sido postulados para otras ribonucleasa las tales como aquellas en la familia enzimatica de la
ribonucleasa Il y la ribonucleasa L.

[0044] Mientras que la forma preferida de compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido de una sola
hebra, en muchas especies la introduccion de estructuras de doble hebra, tales como moléculas de ARN de doble
hebra (dsRNA - double-stranded RNA), ha demostrado inducir una reduccién potente y mediada por antisentido se
especificos de la funcion de un gen o sus productos genéticos asociados. Este fendbmeno ocurre en plantas y
animales y se cree que tiene una conexion evolucionaria para defensas virales y el silenciamiento de transposones.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567132713

[0045] Esta primera evidencia de que las dsARNs podria conllevar a un silenciamiento genético en animales surgio
en 1995 proveniente del trabajo en la nematoda, Caenorhabditis elegans (Guo y Kempheus, Cell (Célula), 1995, 81,
611-620). Montgomery et al. han demostrado que los efectos primarios de interferencia de la dsARN son post-
interpretacion (Montgomery et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados unidos de América, 1998, 95, 15502-15507). El
mecanismo antisentido post-interpretacién definido en el Caenorhabditis elegans que resulta de la exposicion a ARN
de doble hebra (dsRNA - double-stranded RNA) ha sido designado desde entonces como interferencia de ARN
(ARNi — RNAIi - RNA interference). Este término ha sido generalizado para significar un silenciamiento genético
mediado por antisentidos que involucra la introduccién de dsARN que conlleva a la reduccién especifica de
secuencias de los niveles enddgenos de ARNm dirigidos (Fire et al., Nature (Naturaleza), 1998, 391, 806-811).
Recientemente, se ha demostrado que, en efecto, los oligdmeros de ARN de una sola hebra de polaridad antisentido
de los dsARNSs son los inductores potentes de ARNiI (Tijsterman et al., Science, 2002, 295, 694-697).

[0046] En el contexto de esta especificacion, el término “compuesto oligomérico” se refiere a un polimero u
oligbmero que comprende una pluralidad de unidades monoméricas. En el contexto de esta especificacion, el
término “oligonucledtido” se refiere a una oligobmero o polimero de acido ribonucleico (ARN) o &cido
deoxirribonucléico (ADN) o sus miméticos, quimeras, analogos y homadlogos. Este término incluye oligonucleétidos
compuestos de bases nitrogenadas que ocurren naturalmente, azlcares y vinculaciones internucleosidicas
(estructurales) covalentes, asi como oligonucleétidos que tienen porciones que no ocurren naturalmente que
funcionan similarmente. Aquellos oligonucleétidos modificados o sustituidos son a menudo preferidos sobre las
formas naturales debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, una absorcién celular mejorada, una
afinidad mejorada para un acido nucleico objetivo y una estabilidad incrementada en la presencia de nucleasas.

[0047] Aunque los oligonuclettidos son una forma preferida de los compuestos de esta especificacion, esta
especificaciébn comprende también otras familias de compuestos, incluyendo, pero sin limitarse a, analogos y
miméticos de oligonucledtidos tales como aquellos aqui descritos.

[0048] Los compuestos de acuerdo con esta especificacion comprenden preferiblemente desde alrededor de 8 a
alrededor de 80 bases nitrogenadas (es decir, desde alrededor de 8 a alrededor de 80 bases nitrogenadas
vinculadas). Una persona con conocimiento normal en la industria apreciard que esto abarca compuestos con una
longitud 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 ,u 80 bases nitrogenadas.

[0049] En una seccion importante, los compuestos de la especificacion tienen longitudes de entre 12 a 50 bases
nitrogenadas. Una persona con conocimiento normal en la industria apreciara que los compuestos cubren longitudes
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, o 50 bases nitrogenadas.

[0050] En otra seccion importante, los compuestos de esta especificacion son de longitudes de entre 15 a 30 bases
nitrogenadas. Una persona con conocimiento normal en la industria apreciard que estos compuestos abarcan a
longitudes de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 bases nitrogenadas de largo.

[0051] Los oligonucledtidos declarados tienen longitudes que van desde las 12 a las 30 bases nitrogenadas de
largo.

[0052] Compuestos antisentido de 8-80 bases nitrogenadas de largo comprenden un tramo de por lo menos ocho (8)
bases nitrogenadas consecutivas seleccionadas de las cuales los compuestos antisentido ilustrativos son
considerados también como compuestos antisentido adecuados.

[0053] Compuestos antisentido preferidos de ejemplo incluyen a secuencias de oligonucleétidos que comprenden
por lo menos las 8 bases nitrogenadas consecutivas de la terminal 5 de uno de los compuestos antisentido
preferidos ilustrativos (el resto de bases nitrogenadas son un tramo consecutivo del mismo oligonucleétido que
empieza inmediatamente corriente arriba de la terminal 5’ del compuesto antisentido que es capaz de hibridarse al
acido nucleico objetivo y continuar hasta que el oligonucleétido contenga alrededor de 8 a 80 bases nitrogenadas).
Asimismo, compuestos antisentido preferidos son representados por secuencias de oligonucleétidos que
comprenden por lo menos las 8 bases nitrogenadas consecutivas de la terminal 3' de uno de los compuestos
antisentido preferidos ilustrativos (las bases nitrogenadas restantes son un tramo consecutivo del mismo
oligonucleétido que empieza inmediatamente corriente abajo de la terminal 3' del compuesto antisentido que es
capaz de hibridarse especificamente al acido nucleico objetivo y continuar hasta que el oligonucleé6tido contenga
alrededor de 8 a 80 bases nitrogenadas). Una persona que tenga conocimiento en la industria equipada con los
compuestos antisentido aqui ilustrados serd capaz, sin experimentacion indebida, de identificar compuestos
antisentido preferidos adicionales.

C. Objetivos del Invento

[0054] “Dirigir” un compuesto antisentido a una molécula particular de acido nucleico, en el contexto de este invento,
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puede ser un proceso de varios pasos. El proceso usualmente empieza con la identificacién de un &cido nucleico
objetivo cuya funcion debe modularse. Este acido nucleico objetivo podria ser, por ejemplo, un gen celular (0 un
ARNm transcrito del gen) cuya expresion es asociada con un trastorno especifico o estado de enfermedad, o una
molécula de acido nucleico proveniente de un agente infeccioso. En este invento, el acido nucleico objetivo codifica
al receptor de la hormona de crecimiento.

[0055] El proceso de orientacion usualmente incluye ademas la determinacion de por lo menos una region,
segmento o lugar objetivo dentro del acido nucleico objetivo para que ocurra una interaccién antisentido para que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulacién de la expresién. Dentro del contexto de esta especificacion, el
término “region” se define como una porcién del acido nucleico objetivo que tiene por lo menos una estructura,
funcién o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de los acidos nucleicos objetivos existen segmentos.
Los “segmentos” son definidos como regiones mas pequefias o sub-porciones de estas regiones dentro del acido
nucleico objetivo. Los “lugares”, tal como se utiliza en esta especificacion, se definen como posiciones dentro de un
acido nucleico objetivo.

[0056] Puesto, que el coddn de iniciacidon de interpretacion es comiunmente el 5-AUG (en moléculas de ARNm
transcrito; el 5-ATG en la molécula correspondiente de ADN), tal como es conocido en la industria, el codén de
iniciacién de interpretacion también es referido como el “codén AUG”, el “codon inicial” o el “codén inicial AUG”. Una
minoria de genes tienen un coddn de iniciacion de interpretacion que tiene la secuencia de ARN de 5'-GUG, 5-UUG
0 5-CUG, y 5-AUA, 5-ACG y 5-CUG ha demostrado funcionar in vivo. Por lo tanto, los términos “codon de
iniciacion de interpretacion” y “coddn inicial” pueden abarcar muchas secuencias de codones, aunque el aminoacido
iniciador en cada instancia sea comdnmente la metionina (en eucariotas) y la formilmetionina (en procariotas).
También es conocido en la industria que los genes eucariotas y procariotas podrian tener 2 o0 mas codones alternos
de inicio, cualquiera de los cuales podria ser utilizado preferencialmente para la iniciacion de interpretacion en un
tipo especifico de célula o tejido, 0 bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la especificacion, el
“cododn inicial” y el “coddn de iniciacién de interpretacién” se refiere al codén o codones que son utilizados in vivo
para iniciar la interpretacion de un ARNm transcrito de un gen que codifica al receptor de la hormona de crecimiento,
sin importar la secuencia o secuencias de aquellos codones. También se conoce en la industria que un codon de
terminacion de interpretacion (o “codon de parada”) de un gen podria tener una de 3 secuencias, es decir, 5-UAA,
5-UAG y 5’-UGA (las secuencias de ADN correspondientes son 5’-TAA, 5'-TAG y 5'-TGA, respectivamente).

[0057] Los términos “region del coddn inicial” y “regiéon del codén de inicio de interpretacién” se refieren a una
porcion de un ARNm o gen que abarca desde alrededor de 25 a alrededor de 50 nucleétidos continuos en cualquier
direccién (es decir, 5’ 0 3') desde un coddn de inicio de interpretacion. Asimismo, los términos “region del codén de
parada” y la “region del codén de finalizacion de interpretacion” se refiere a una porcion de un ARNm o gen que
abarca desde alrededor de 25 a 50 nucleoétidos continuos en cualquier direccion (es decir, 5’ 0 3') desde un codén de
finalizacion de interpretacién. Consecuentemente la “region del codoén inicial” (o “regién del coddn de inicio de
interpretacion”) y la “region del codén de parada” (o “la regién del codén de finalizacion de interpretacion”) son todas
las regiones a las cuales se puede dirigir efectivamente con los compuestos antisentido para su uso de este invento.

[0058] El marco de lectura abierto (ORF-open reading frame) o “region de codificacion”, que es conocida en la
industria por referirse a la region entre el coddén de inicio de interpretacion y el codon de finalizacion de
interpretacion, también es ademas una regién que podria ser usada efectivamente como objetivo. Dentro del
contexto de esta especificacion, una region preferida es la region intragénica que abarca al coddn de inicio o
finalizacion de transcripcion del marco de lectura abierta (ORF - open reading frame) de un gen.

[0059] Otras regiones objetivo incluyen a la region no interpretada de 5’ (5'UTR - 5’ untranslated region), conocida
en la industria por referirse a la porcién de un ARNm en la direccion de 5’ desde el coddn de inicio de transcripcion, y
por lo tanto, incluye a los nucleétidos desde el sitio de finalizacion de 5’ y el codén de inicio de interpretacion de un
ARNmM (o nucleétidos correspondientes en el gen), y la regién no interpretada de 3’ (3'UTR - 3’ untranslated region),
conocida en la industria por referirse a la porcién de un ARNm en la direccion de 3’ desde el coddn de finalizacion de
interpretacion, y por lo tanto, incluye a los nucleétidos entre el coddn de finalizacién de interpretacion y el extremo de
3’ en un ARNm (o los nucleétidos correspondientes en el gen). El lugar determinacion de 5' del ARNm comprende
un residuo de guanosina de N7-metilada unido a la mayoria de residuos de 5’ del ARNm por medio de un enlace de
5'- trifosfato de 5. La region de terminacion de 5’ de un ARNm es considerada como que incluye a la estructura en si
de terminacion de 5’ asi como los primeros 50 nucleétidos adyacentes al lugar de terminacién. También es preferible
usar como objetivo a la region de terminacién de 5'.

[0060] Aungue algunas transcripciones de ARNm eucariotas son interpretadas directamente, muchas contienen una
0 mas regiones, conocidas como “intrones”, que son extirpadas de una transcripcién antes de que se interprete. El
resto de regiones (y por lao tanto las que son interpretadas) son conocidas como “exones” y son empalmadas entre
si para formar una secuencia continua de ARNm. El usar como objetivos a los lugares de empalme, es decir, a las
uniones de intrones y exones o a las uniones exones-intrones, también podria ser particularmente Util en situaciones
en las cuales empalmes aberrantes estan implicados en la enfermedad, o donde una sobreproduccion de un
producto de empalme particular estd implicada en la enfermedad. Uniones aberrantes de fusion debido a
reconfiguraciones o eliminaciones también son lugares objetivos preferidos. Las transcripciones de ARNmM

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567132713

producidas por medio del proceso del empalme de 2 (0 mas) ARNms de diferentes fuentes genéticas se conocen
como “transcripciones de fusién”. También es conocido que los intrones pueden ser usados como objetivos
efectivamente utilizando compuestos antisentido dirigidos a, por ejemplo, el ADN o el pre-ARNm.

[0061] También se conoce en la industria que transcripciones alternas de ARN pueden ser producidas a partir de la
misma region gendmica del ADN. Estas transcripciones alternas son generalmente conocidas como “variantes”. Mas
especificamente, las “variantes de pre-ARNmM” son transcripciones producidas a partir del mismo ADN gendémico que
difieren de otras transcripciones producidas a partir del mismo ADN gendmico en la posicién de inicio o de parada y
contienen secuencias de intrones y de exones).

[0062] En el momento que se extirpa una o mas regiones de exones o intrones, o sus porciones a lo largo del
empalme, las variantes de pre-ARNm producen “variantes de ARNm” mas pequefias. Consecuentemente, las
variantes de ARNm son procesadas antes de las variantes de pre-ARNm y cada variante pre-ARNm siempre debe
producir una variante Gnica del ARNm como resultado de los empalmes. Estas variantes del ARNm también son
conocidas como ‘“variantes alternas de empalmes”. Sino ocurriese ningln empalme de la variante de pre-ARNm
entonces la variante de pre-ARNm es idéntica a la variante del ARNm.

[0063] En el ratdn, en la rata y en el mono, la proteina enlazadora de la hormona de crecimiento, que es la forma
acortada soluble del receptor de la hormona de crecimiento, es producida al empalmar alternamente a la
transcripcion primaria del receptor de la hormona de crecimiento. En algunas secciones, podria ser preferible el
utilizar como objetivo a regiones de la transcripcién que estan presentes en la transcripcion de receptor de la
hormona de crecimiento y la transcripcién proteinica mas corta enlazadora de la hormona de crecimiento. En
algunas secciones, podria ser preferible usar como objetivo a regiones del ARNm que solo estan presentes en la
transcripcion mas larga del receptor de la hormona de crecimiento. En los humanos, en las vacas y en los cerdos
(entre otras especies), ningin empalme alterno de ARN es aparente, pero en vez de eso la proteina mas corta
enlazadora de la hormona de crecimiento es producida por medio de la protedlisis del receptor de la hormona de
crecimiento. Se debe entender que en el contexto de esta especificacion el término “acido nucleico que codifica al
receptor de la hormona de crecimiento” incluye, por lo tanto, al acido nucleico que codifica a la proteina enlazadora
de la hormona de crecimiento.

[0064] También es conocido en la industria que variantes pueden ser producidas a través del uso de sefiales
alternativas para iniciar o detener la transcripcién y que los pre-ARNms y los ARNms pueden tener mas de un codén
de inicio y de parada. Variantes que se originan de un pre-ARNm o ARNm que usan codones alternativos de inicio o
de parada son conocidos como las “variantes alternativas de inicio” de aquel pre-ARNm o ARNm. Agquellas
transcripciones que utilizan un codén alternativo de parada son conocidas como las “variantes alternativas de
parada” de aquel pre-ARNm o ARNm. Un tipo especifico de variante alternativa de parada es la “variante polyA” en
la cual las multiples transcripciones producidas resultan de la seccion alternativa de una de las “sefiales de parada
polyA” por la maquinaria de transcripcion, produciendo, por lo tanto, transcripciones que terminan en lugares polyA
Unicos. Dentro del contexto de la especificacion, los tipos de variantes aqui descritas también son acidos nucleicos
objetivo preferidos.

[0065] EI ARNm del receptor de la hormona de crecimiento tiene regiones alternativas no interpretadas de 5’ y una o
mas de estas pueden ser preferidas para ser usadas como objetivo.

[0066] Las ubicaciones en el acido nucleico objetivo a las cuales los compuestos antisentido preferidos se hibridan
se refieren desde este momento en este documento como los “segmentos objetivo preferidos”. Tal como se utiliza en
este documento, el término “segmento objetivo preferido” es definido como por lo menos una porcién de 8-bases
nitrogenadas de una region objetivo a la cual un compuesto antisentido activo es usado como objetivo. Mientras que
no se desea atarse a ninguna teoria, se cree en la actualidad que estos segmentos objetivos representan porciones
del acido nucleico objetivo en el cual son accesibles para su hibridacion.

[0067] Mientras que las secuencias especificas de ciertos segmentos objetivos preferidos se establecen en este
documento, una persona con conocimiento en la industria reconocera que estos sirven para ilustrar y describir
secciones especificas dentro del enfoque de esta especificacion. Segmentos objetivo preferidos adicionales pueden
identificarse por una persona que tenga un conocimiento normal en la industria.

[0068] Segmentos objetivo de 8-80 bases nitrogenadas de largo comprenden un tramo de por lo menos ocho (8)
bases nitrogenadas consecutivas seleccionadas de entre los segmentos objetivos preferidos ilustrativos también son
consideradas como blancos adecuados.

[0069] Segmentos objetivos podrian incluir a secuencias de ADN o de ARN que comprenden por lo menos a las 8
bases nitrogenadas consecutivas desde la terminal de 5’ de uno de los segmentos objetivos preferidos ilustrativos
(siendo el resto de bases nitrogenadas un tramo consecutivo del mismo ADN o ARN empezando inmediatamente
corriente arriba de la terminal de 5’ del segmento objetivo y continuando hasta que el ADN o el ARN contenga
alrededor de 8 a 80 bases nitrogenadas). Asimismo, segmentos objetivo preferidos son representados por
secuencias de ADN o de ARN que comprenden por lo menos las 8 bases nitrogenadas consecutivas desde la
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terminal de 3’ de uno de los segmentos objetivos preferidos ilustrativos (siendo el resto de las bases nitrogenadas un
tramo consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente corriente abajo de la terminal de 3’ del
segmento objetivo y continuando hasta que el ADN o ARN y que contiene alrededor de 8 a 80 bases nitrogenadas).
Una persona con conocimiento en la industria equipada con los segmentos objetivos preferidos aqui ilustrados
podrd, sin experimentacion indebida, identificar segmentos objetivo preferidos adicionales.

[0070] Una vez que una 0 mas regiones, segmentos o lugares objetivos se han identificado, los compuestos
antisentido son escogidos los cuales son suficientemente complementarios para orientarse, es decir, hibridarse
suficientemente bien y con una especificidad suficiente, para dar el efecto deseado.

D. Examinacion y Validacion del Objetivo

[0071] En una seccién adicional, los “segmentos objetivo preferidos” identificados en este documento podrian ser
utilizados en una prueba de deteccién de compuestos adicionales que module la expresion del receptor de la
hormona de crecimiento. Los “moduladores” son aquellos componentes que reducen o incrementan la expresion de
una molécula de acido nucleico que codifican al receptor de la hormona de crecimiento y que comprenden de por lo
menos una porcion de 8-bases nitrogenadas que es complementaria a un segmento objetivo preferido. EI método de
deteccién comprende los pasos de contactar a un segmento objetivo preferido de una molécula de acido nucleico
que codifica al receptor de la hormona de crecimiento con uno o mas moduladores candidatos, y seleccionando al
uno o mas moduladores candidatos que reduzcan o incrementen la expresion de una molécula de acido nucleico
que codifique al receptor de la hormona de crecimiento. Una vez que se demuestra que el modulador o moduladores
candidatos son capaces de regular (por ejemplo, ya sea incrementar o reducir) la expresion de una molécula de
acido nucleico que codifica al receptor de la hormona de crecimiento, el modulador podria entonces ser utilizado en
estudios investigativos adicionales de la funcion del receptor de la hormona de crecimiento, o para su uso como un
agente de investigacion, de diagndstico o terapéutico de acuerdo con esta especificacion.

[0072] Los segmentos objetivo preferidos de esta especificacién bien podrian combinarse con sus compuestos
antisentido complementarios respectivos para su uso en este invento para formar oligonucleétidos estabilizados de
doble hebra (duplex).

[0073] Aquellas particulas de oligonucleétidos de doble hebra han demostrado en la industria el modular la
expresion objetivo y regular la interpretacion, asi como el procesamiento de ARN por medio de mecanismos
antisentido. Ademas, las particulas de doble hebra pueden ser sujetas a modificaciones quimicas (Fire et al., Nature
(Naturaleza), 1998, 391, 806-811; Timmons y Fire, Nature (Naturaleza) 1998, 395, 854; Timmons et al., Gene (Gen),
2001, 263, 103-112; Tabara et al., Science (Ciencia), 1998, 282, 430-431; Montgomery et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos de América, 1998, 95, 15502-15507; Tuschl et al., Genes (Genes) Dev., 1999, 13, 3191-3197;
Elbashir et al., Nature (Naturaleza), 2001, 412, 494-498; Elbashir et al., Genes (Genes) Dev. 2001, 15, 188-200). Por
ejemplo, aquellas particulas de doble hebra han demostrado inhibir al objetivo por medio de una hibridacion clasica
de las hebras antisentido del diplex hacia el objetivo, activando, por lo tanto, una degradacion enzimatica del
objetivo (Tijsterman et al., Science (Ciencia), 2002, 295, 694-697).

[0074] Los compuestos de esta presentacién también pueden estar aplicados en las areas de descubrimiento de
medicamentos y de validacion de objetivos. Esta presentaciéon comprende el uso de los compuestos y de los
segmentos objetivo preferidos aqui identificados en los esfuerzos de descubrimiento de medicamentos para elucidar
las relaciones que existen entre el receptor de la hormona de crecimiento y un estado de enfermedad, fenotipo o
condicion. Estos métodos incluyen el detectar o modular al receptor de la hormona de crecimiento que comprenden
contactar a una muestra, tejido, célula u organismo con los compuestos de esta presentacion, midiendo el nivel de
acido nucleico o proteinico del receptor de la hormona de crecimiento y/o un punto final fenotipico o quimico
relacionado un tiempo después del tratamiento, y compartir opcionalmente el valor medido para una muestra no
tratada o tratada con un compuesto adicional de la presentacion. Estos métodos también pueden ser realizados en
paralelo o en combinacién con otros experimentos para determinar la funcion de los genes desconocidos del
proceso de validacion de objetivos o para determinar la validez de un producto genético especifico como un objetivo
para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad, condicién o fenotipo especifico.

E. Botiquines, reactivos de investigacion, diagndsti cos y terapias

[0075] Los compuestos aqui presentados pueden ser utilizados para la diagnosis, la terapia, la profilaxis y como
reactivos y botiquines de investigacion. Ademas, los oligonucleétidos antisentido, que pueden inhibir la expresion
genética con una especificidad exquisita, son usados a menudo por aquellas personas con conocimiento normal
para elucidar la funcion de genes especificos o para distinguir entre funciones de varios miembros de un sendero
bioldgico.

[0076] Para su uso en botiquines y en el diagnoéstico, los compuestos de esta presentacion, ya sea individualmente o
en combinacion con otros compuestos o terapias, pueden ser utilizados como herramientas en andlisis diferenciales
y/o combinatorios para elucidar los patrones de expresion de una porcion o de un complemento total de genes
expresados en las células y los tejidos.
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[0077] Como ejemplo no limitante, los patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno o mas
compuestos antisentido son comparados a células o tejidos de control que no son tratados con los compuestos
antisentido y los patrones producidos son analizados para detectar niveles diferenciales de la expresién genética
puesto que pertenecen, por ejemplo, a la asociacién de enfermedades, los senderos de sefializacion, la localizacion
celular, el nivel de expresion, el tamafio, la estructura o la funcién de los genes examinados. Estos andlisis pueden
realizarse en células estimuladas o no estimuladas y en la presencia o ausencia de otros compuestos que afecten
los patrones de expresion.

[0078] Ejemplos de métodos de analisis de expresidn genética en la industria incluyen ensayos o micro ensayos de
ADN(Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, et al.,, FEBS Lett., 2000, 480, 2-16), SAGE (analisis en
serie de la expresion genética - serial analysis of gene expression) (Madden, et al., Drug (Medicamento) Discov.
Today (Hoy), 2000, 5, 415-425), READS (amplificacién enzimatica de restriccion de ADNcs - restriction enzyme
amplification of digested cDNAs) (Prashar y Weissman, Methods Enzymol. (Métodos de Enzimologia), 1999, 303,
258-72), TOGA (andlisis total de expresion genética-total gene expression analysis) (Sutcliffe, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. Estados Unidos de América, 2000, 97, 1976-81), ensayos proteinicos y protedmica (Celis, et al., FEBS
Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis, (Electroforesis) 1999, 20, 2100-10), secuenciacién de
marcaciones secuenciales expresadas (EST - expressed sequence tag) (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16;
Larsson, et al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huellas substractivas de ARN (SuRF - subtractive RNA
fingerprinting) (Fuchs, et al., Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98; Larson, et al., Cytometry (Citometria), 2000, 41, 203-
208), clonacién substractiva, muestras diferenciales (DD - differential display) (Jurecic y Belmont, Curr. Opin.
Microbiol., 2000, 3, 316-21), hibridacion genémica comparativa (Carulli, et al., J. Cell Biochem. Suppl., 1998, 31,
286-96), técnicas FISH (hibridacion fluorescente in situ - fluorescent in situ hybridization) (Going y Gusterson, Eur. J.
Cancer (Cancer), 1999, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masa (para, Comb. Chem . High Throughput
Screen (Deteccion de Alto Caudal), 2000, 3, 235-41).

[0079] Los compuestos de la presentacion son Utiles para investigaciones y diagnosticos, puesto que estos
compuestos se hibridan a acidos nucleicos que codifican al receptor de la hormona de crecimiento. Por ejemplo, los
oligonucledtidos que han demostrado hibridarse con una eficiencia y bajo aquellas condiciones tal como se present6
en este documento para ser inhibidores efectivos del receptor de la hormona de crecimiento también seran
cebadores o sondas efectivas bajo condiciones que favorezcan a la amplificacion o a la deteccidon genética,
respectivamente. Estos cebadores y sondas son Utiles en métodos que requieren la deteccién especifica de las
moléculas de acidos nucleicos que codifican al receptor de la hormona de crecimiento y en la amplificacion de
aquellas moléculas de acidos nucleicos para la deteccion o para su uso en estudios adicionales del receptor de la
hormona de crecimiento. La hibridacion de oligonucleétidos antisentido, particularmente los cebadores y las sondas,
de la presentacion con un acido nucleico que codifique al receptor de la hormona de crecimiento puede detectarse
con sistemas conocidos en la industria. Aquellos sistemas podrian incluir la conjugacién de una enzima a
oligonucledtidos, la radio-marcacién del oligonucleétido o cualquier otro medio de deteccion adecuado. también
pueden prepararse botiquines que usen aquellos medios de deteccion para medir el nivel del receptor de la hormona
de crecimiento en una muestra.

[0080] La especificidad y sensibilidad del antisentido también son recaudadas por aquellas personas con
conocimiento en la industria para sus usos terapéuticos. Los compuestos antisentido han sido utilizados como
particulas terapéuticas en el tratamiento de estados de enfermedad en animales, incluyendo en humanos. Los
medicamentos de oligonucledtidos antisentido, incluyendo a ribozimas han sido administrados en una forma segura
y efectiva a humanos y numerosos ensayos clinicos estan llevandose a cabo actualmente. Por lo tanto, esta
establecido que los compuestos antisentido pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse
para ser Utiles en regimenes de tratamiento de células, tejidos y animales.

[0081] Los compuestos para su uso en este invento han demostrado poder reducir la expresion del receptor de la
hormona de crecimiento y reducir los niveles de IGF-I. Se cree, por lo tanto, que estos compuestos son Utiles para la
prevencion, el retraso o el tratamiento de condiciones asociadas con el receptor de la hormona de crecimiento o con
el eje hormona de crecimiento/factor de crecimiento similar a la insulina-l, incluyendo la acromegalia, el gigantismo,
la degeneracion macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la nefropatia diabética, la diabetes, la
artritis y tumores que dependen de la hormona de crecimiento y del IGF-I.

[0082] Para terapias, en animales, preferiblemente en un humano, que se sospeche que tienen una enfermedad o
un trastorno que puede ser tratado al modular la expresién del receptor de la hormona de crecimiento se lo trata al
administrar compuestos antisentido para su uso en este invento. Por ejemplo, en una seccién no limitante, los
compuestos son usados en métodos que comprenden el paso de administrar al animal que necesita el tratamiento,
un monto terapéuticamente efectivo y un inhibidor del receptor de la hormona de crecimiento. Los inhibidores del
receptor de la hormona de crecimiento para su uso en este invento inhiben efectivamente la actividad de la proteina
receptora de la hormona de crecimiento o inhiben la expresién de la proteina receptora de la hormona de
crecimiento. En una seccion, la actividad o expresion del receptor de la hormona de crecimiento en un animal es
inhibida por alrededor del 10%. Preferiblemente, la actividad o expresion del receptor de la hormona de crecimiento
en un animal es inhibida por alrededor de un 30%. Mas preferiblemente, la actividad o expresion del receptor de la
hormona de crecimiento en un animal es inhibida por un 45% o0 mas.
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[0083] Por ejemplo, la reduccion de la expresiéon del receptor de la hormona de crecimiento podria medirse en un
suero, el tejido adiposo, en el higado o en cualquier otro fluido corporal un érgano del animal. Preferiblemente, las
células contenidas dentro de dichos fluidos, tejidos u 6rganos que se estan analizando contienen una molécula de
acidos nucleicos que codifican a la proteina receptora de la hormona de crecimiento y/o la proteina receptora de la
hormona de crecimiento en si.

[0084] Los compuestos para su uso en el invento pueden ser utilizados en composiciones farmacéuticas al agregar
un monto efectivo de un compuesto a un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable que sea adecuado. Los
compuestos para su uso en métodos del invento también podrian ser utilizados profilacticamente.

F. Modificaciones

[0085] Tal como es conocido en la industria, un nucleésido es una combinacién que se basa en azlcar. La porcion
base del nucle6sido es normalmente una base heterociclica. Las 2 clases mas comunes de aquellas bases
heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Los nucle6tidos son nucledsidos que incluyen ademas un grupo
fosfato vinculado covalentemente a la porcion de azucar del nucledsido. Para aquellos nucleésidos que incluyen un
azucar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede ser vinculado a la particula hidroxila de 2’, 3' 0 5’ en el azucar. Al
formar los oligonucledtidos, los grupos fosfatos se enlazan covalentemente con los nucleésidos adyacentes entre si
para formar un compuesto polimérico linear. A su vez, los extremos respectivos de este compuesto polimérico linear
pueden unirse ain mas para formar un compuesto circular, sin embargo, los compuestos lineares son generalmente
preferidos. Adicionalmente, los compuestos lineares pueden tener una complementariedad interna de bases
nitrogenadas y, podrian, por lo tanto, plegarse en una forma que produzca un compuesto que sea completamente o
parcialmente de doble hebra. Dentro de los oligonucleodtidos, los grupos fosfatos son cominmente referidos como
que forman a la estructura internucleosidica del oligonucledtido. La vinculacion normal o la estructura del ARN y del
ADN es una vinculacién de un fosfodiester de 3’ a 5'.

Vinculaciones Internucleosidicas modificadas (estructuras)

[0086] Los compuestos antisentido Utiles en este invento son los oligonucledtidos que contienen estructuras
modificadas o vinculaciones internucleosidicas naturales. Tal como se define en esta especificacion, los
oligonucledtidos que tienen estructuras modificadas incluyen a aquellos que retienen un atomo de fésforo en la
estructura y aquellos que no tienen un atomo de fosforo en la estructura. Para los propdsitos de esta especificacion,
y tal como se denomina a veces en la industria, los nucleétidos modificados que no tienen un atomo de fésforo en su
estructura internucleosidica también pueden ser considerados como oligonucleésidos.

[0087] Estructuras preferidas de oligonucledtidos modificados que contienen un atomo de fésforo en ellas, incluyen,
por ejemplo, a los fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforo-ditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres,
fosfonatos de metilo y de alquilo incluyendo a fosfonatos de 3'-alquileno, fosfonatos de 5'-alquileno y fosfonatos
quirales, fosfinatos, fosforamidatos incluyendo a fosforamidatos de 3'-amino y aminoalquilfosforamiditos,
tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriesteres, selenofosfatos, y boranofosfatos que tienen
enlaces normales de 3'-5’, analogos enlazados de 2'-5' de estos y aquellos que tienen una polaridad invertida donde
una o mas vinculaciones internucleosidicas es una vinculaciéon de 3' a 3’, de 5’ a 5', 0 de 2’ a 2'. Los oligonucle6tidos
preferidos que tienen una polaridad invertida comprenden una sola vinculaciéon de 3’ a 3’ en la vinculacion mas
internucleosidica de 3, es decir, un solo residuo invertido de nucledsidos que podria ser abésico (la base
nitrogenada no existe o tiene un grupo hidroxilo en su lugar). También se incluyen varias formas de sales, sales
mezcladas y de acidos libres.

[0088] Patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparaciéon de los enlaces que contienen
fésforo incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos: 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.

[0089] Estructuras preferidas de oligonucleétidos modificados que no incluyen un atomo de fésforo en ellas tienen
estructuras que son formadas por vinculaciones de cadenas cortas internucleosidicas de alquilos o cicloalquilos,
vinculaciones mixtas internucleosidicas de heteroatomos y alquilos o cicloalquilos, o una o mas vinculaciones de
cadenas cortas internucleosidicas hetero atdmicas o heterociclicas. Estas incluyen a aquellas que tienen
vinculaciones morfololinas (formadas en parte de porciones de azlcar de un nucledsido); estructuras de siloxanos;
estructuras de sulfuros, sulféxidos y sulfonas; estructuras de formacetilos y tioformacetilos; estructuras de
riboacetilos; estructuras que contienen alquenos; estructuras de sulfamatos; estructuras de metileneimino y
metilenehidracino; estructuras de sulfonatos y sulfonamidas; estructuras de amidas; y otras que tienen partes
componentes mezcladas de N, O, S, y CHa.

[0090] Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacién de los oligonucleétidos que se

acaban de mencionar incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos: 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
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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.

Azucar Modificado y Vinculaciones-Miméticas Internucleosidicas

[0091] En otras miméticas de oligonucledtidos preferidas, el azicar y la vinculacion internucleosidica (es decir, la
estructura), de las unidades de nucledtidos son reemplazadas con grupos nuevos. Las unidades de bases
nitrogenadas son mantenidas por medio de hibridacién con un acido nucleico objetivo apropiado. Un compuesto
como ese, un mimético de oligonucleétidos que ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridacion, se lo
denomina como un &cido nucleico peptidico (PNA - peptide nucleic acid). En los compuestos PNA, la estructura del
azucar de un oligonucleétido es reemplazada con una estructura que contiene a amidas, en particular una estructura
aminoetilglicina. Las bases nitrogenadas son retenidas y son enlazadas directamente o indirectamente a los atomos
de nitrégeno aza de la porcién amida de la estructura. Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la
preparacion de compuestos PNA incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos: 5,539,082; 5,714,331; y 5,719,262.
Ensefianzas adicionales de los compuestos PNA pueden encontrarse en Nielsen et al., Science (Ciencia), 1991,
254, 1497-1500.

[0092] Secciones preferidas para su uso en el invento son oligonucledtidos con estructuras de fosforotioato y
oligonucleésidos con estructuras de heteroatomos, y en particular a -CH2-NH-O-CH2-, -CH2-N(CH3)-O-CH2-
[conocido como una estructura de metileno (metilimino) o MMI], -CH2-O-N(CH3)-CH2-, -CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2-
y -ON(CH3)-CH2-CH2 [donde la estructura del fosfodiester natural es presentada como -O-P-O-CH2-] de la patente
de Estados Unidos referenciada anteriormente 5,489,677, y las estructuras de amidas de la patente de Estados
Unidos referenciada anteriormente 5,602,240. También son preferidos los oligonucledtidos que tienen estructuras
morfolinas de la patente de Estados Unidos 5,034,506 ya referenciada.

Azlcares modificados

[0093] los oligonucleétidos modificados también podrian contener una o mas particulas sustituidas de azucar. Los
oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguiente en la posicién 2': OH; F; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-
alguenilo; O-, S- o N-alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, el alquenilo y el alquinilo podrian ser sustituidos
0 no sustituidos con alquilo C1 a C10, o alquenilo y alquinilo C2 a C10. Particularmente preferidos son
O[(CH2)NnOIMCH3, O(CH2)nOCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2, y O(CH2)nON[(CH2)nCH3]2,
donde n y m son de uno a alrededor de 10. Otros oligonucle6tidos preferidos comprenden uno de los siguiente en la
posicion 2: un alquilo C1 a C10 inferior, un alquilo inferior sustituido, un alquenilo, un alquinilo, un alcarilo, un
aralquilo, un O-alcaril0 o un O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2,
N3, NH2, un heterocicloalquilo, un heterocicloalcarilo, un aminoalquilamino, un polialquilamino, un sililo substituido,
un grupo de division de ARN, un grupo reportado, un intercalador, un grupo mejorador de las propiedades
farmacocinéticas de un oligonuclettido, o un grupo para mejorar las propiedades farmaco - dinamicas de un
oligonucledtido, y otros sustituyentes que tengan propiedades similares. Una modificacion preferida incluye a la 2'-
metoxietoxi (2'-O-CH2CH20OCH3, también conocida como 2’-O-(2-metoxietilo) o 2’-MOE) (Martin et al., Helv. Chim.
Acta, 1995, 78, 486-504), es decir, un grupo alcoxialcoxi. Una modificacion preferida adicional incluye al grupo 2'-
dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2-DMAOE, tal como se
describié en los ejemplos en secciones posteriores de este documento, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (también
conocido en la industria como 2’-O-dimetil-amino-etoxi-etilo 0 2'-DMAEOE),
es decir, 2'-O-CH2-O-CH2-N(CH3)2, también descritos en los ejemplos en secciones posteriores de este
documento.

[0094] Otras modificaciones preferidas incluyen a 2’-metoxi (2'-O-CH3), 2’-aminopropoxi (2’-OCH2CH2CH2NH2), 2'-
alilo (2'-CH2-CH=CH2), 2’-O-allyl (2’-O-CH2-CH=CH2) y 2'-fluoro (2’-F). La modificacion de 2’ podria ser en la
posicion arabino (arriba) o en la posicidon ribo (abajo). Una maodificacion preferida 2'-arabino es el 2'-F.
Modificaciones similares también pueden realizarse en otras posiciones en el oligonucleétido, particularmente la
posicion 3’ del azucar en el nucleétido terminal 3’ 0 en los oligonucleétidos vinculados en 2’-5" en la posicion 5’ del
nucleétido terminal 5. Los oligonucleétidos también podrian tener miméticos de azUcar tales como las particulas de
ciclobutilos en el lugar del azlGcar pentofuranosilo. Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la
preparacion de aquellas estructuras modificadas de azlcar incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos:
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.

[0095] Una modificacion referida adicional del azicar incluye a los Acidos Nucleicos Bloqueados (LNAs - Locked
Nucleic Acids) en los cuales el grupo 2'-hidroxilo esta vinculado con el atomo carbono 3’ 0 4’ del anillo de azucar,
formando, por lo tanto, una particula biciclica de azlcar. La vinculacion es preferiblemente un grupo metileno (-CH2-
)n que sirve de puente entre el atomo de oxigeno 2’ y el atomo de carbono 4’ donde n es uno o 2. Las LNAs y sus
preparaciones se describen en WO 98/39352 y WO 99/14226.

Bases nitrogenadas naturales y modificadas
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[0096] Los oligonucledtidos también podrian incluir a modificaciones o sustituciones de bases nitrogenadas (a
menudo denominadas en la industria como simplemente “bases”). Tal como se utiliza en este documento, las bases
nitrogenadas “no modificadas” o “naturales” incluyen las bases purinas, la adenina (A) y la guanina (G), y las bases
pirimidinas, la timidina (T), la citosina (C) y el uracilo (U). Las bases nitrogenadas modificadas incluyen otras bases
nitrogenadas sintéticas y naturales tales como la 5-metilcitosina (5-me-C), la citosina de 5-hidroximetilo, la xantina, la
hipoxantina, la 2-aminoadenina, el 6-metilo y otros derivados alquilos de adenina y guanina, el 2-propilo y otros
derivados alquilos de adenina y guanina, el 2-tiouracilo, la 2-tiotimina y la 2-tiocitosina, el 5-halouracilo y la citosina,
el 5-propinilo (-C=C-CH3) el uracilo y la citosina y otros derivados de bases de la pirimidina, el uracilo de 6-azo y
citosina y otros derivados de alquinilos de bases de pirimidinas, uracilo de 6-azo, citosina y timina, 5-uracilo
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras 8-sustituidas adeninas y
guaninas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citocinas 5-sustituidos, 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. Bases nitrogenadas modificadas adicionales incluyen a pirimidinas triciclicas
tales como la citidina(1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacina-2(3H)-ona) de fenoxacina, (1H-pirimido[5,4-
b][1,4]benzotiacina-2(3H)-ona) de citidina de fenotiacina abrazadera G tales como una citidina de fenoxacina (por
ejemplo, la 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacina-2(3H)-ona), la (2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona) de
citidina de carabazol, la (H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona) de citidina de piridoindol. Bases nitrogenadas
modificadas podrian incluir aquellas en las cuales la base purina o pirimidina es reemplazada con otros heterociclo
2, por ejemplo, 7-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Bases nitrogenadas adicionales
incluyen aquellas presentadas en la patente de Estados Unidos ndmero 3,687,808, aquellas presentadas en The
Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering (La Enciclopedia Concisa de Ciencia e Ingenieria
Polimérica), paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990, aquellas presentadas por Englisch et
al., Angewandte Chemie, edicion internacional, 1991, 30, 613, y aquellas presentadas por Sanghvi, Y.S., Capitulo
15, Antisense Research and Applications (Investigacion y Aplicaciones Antisentido), paginas 289-302, Crooke, S.T. y
Lebleu, B., ed., CRC Press, 1993. Ciertas de estas bases nitrogenadas son particularmente Utiles para incrementar
la afinidad de enlaces de los compuestos para su uso en este invento. Estas incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-
azapirimidinas y purinas sustituidas de N-2, N-6 y O-6, incluyendo a la 2-aminopropiladenina, el 5-propiniluracilo y la
5-propinilcitosina. Las sustituciones de 5-metilcitosina han demostrado incrementar la estabilidad duplex de los
acidos nucleicos por 0.6-1.2 °C y son actualmente las sustituciones preferidas de bases, ain mas especificamente
cuando se combinan con modificaciones de azucar de 2’-O-metoxietilo.

[0097] Patente representativa de Estados Unidos que es en la preparacion de aquellas bases nitrogenadas
modificadas mencionadas anteriormente asi como otras bases nitrogenadas incluyen, pero no se limitan a, la
patente antes mencionada Estados Unidos 3,687,808, asi como Estados Unidos: 4,845,205; 5,130,302; 5,134,066;
5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 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; 5,830,653; 5,763,588;
6,005,096; y 5,681,941, y la patente de Estados Unidos 5,750,692.

Conjugaciones

[0098] Otra modificacion de los oligonucleétidos para su uso en el invento involucra vincularlos quimicamente a los
oligonucleétidos, una o mas particulas o conjugaciones que mejoran la actividad, la distribucién celular o la
absorcion celular de los oligonucleétidos. Estas particulas o conjugaciones pueden incluir a grupos conjugados
enlazados covalentemente a grupos funcionales tales como grupos de hidroxilos primarios o secundarios. Los
grupos conjugados para su uso en el invento incluyen intercaladores, moléculas reportadoras, poliaminas,
poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que mejoran las propiedades farmacodinamicas de los oligémeros.
Grupos de conjugacion tipicos incluyen a los colesteroles, a los lipidos, a los fosfolipidos, a la biotina, a la fenacina,
el folato, la fenantridina, la antraquinona, la acridina, las fluoresceinas, las rodaminas, las cumarinas, y colorantes.
Grupos que mejoran las propiedades farmacodinamicas, en el contexto de esta especificacion, incluyen a grupos
que mejoran la absorcién, mejora la resistencia a la degradacion, y/o fortalecen la hibridacion especifica de
secuencias con el acido nucleico objetivo. Los grupos que mejoran las propiedades farmacocinéticas, en el contexto
de esta especificacion, incluyen a grupos que mejoran la absorcién, la distribucion, el metabolismo o la excrecion de
los compuestos para su uso en este invento. Grupos de conjugaciones representativas se presentan en la aplicacion
de patente internacional PCT/US92/09196, presentada el 23 de octubre de 1992, y la patente de Estados Unidos
6,287,860. Particulas de conjugacion incluyen, pero no se limitan a, moléculas liquidas tales como una particula de
colesterol, acido cdlico, un tioéter, por ejemplo, el hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo,
el dodecandiol o residuos de undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, el di-hexadecil-rac-glicerol o el trietil-amonio 1, 2-
di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato, una porliamina o una cadena de polietilenglicol, o acido acético de
adamantano, una particula de palmitilo, o una particula de octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol.
Oligonucledtidos para su uso en el invento pueden ser conjugados a sustancias farmaco activas, por ejemplo, la
aspirina, la warfarina, la fenilbutazona, el ibuprofeno, el suprofeno, el fenbufeno, el ketoprofeno, el (S)-(+)-
pranoprofeno, el carprofeno, la dansilsarcosina, el acido 2,3,5-triiodobenzéico, el acido flufenamico, el acido folinico,
una benzotiadiazida, la clorotiazida, una diazepina, una indometicina, un barbiturato, una cefalosporina, un
medicamento sulfa, un antidiabético, un antibacterial o un antibiético. Las conjugaciones oligonucle6tido-
medicamento y su preparacién son descritas en la aplicacién de patente de Estados Unidos 09/334,130 (presentada
el 15 de junio de 1999).
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[0099] Patente representativa de Estados Unidos que ensefia la preparacion de aquellas conjugaciones de
oligonucleétidos incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos: 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.

Compuestos quiméricos

[0100] No es necesario para todas las posiciones en un compuesto especifico estar modificadas uniformemente, y
de hecho, mas de una de las modificaciones ya mencionadas podria incorporarse en un solo compuesto o incluso en
un solo nucledsido dentro de un oligonucleétido.

[0101] Este invento también puede incluir a compuestos antisentido para su uso los cuales son compuestos
guiméricos. Los compuestos “quiméricos” antisentido o “quimeras”, en el contexto de esta especificacion, son
compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, que contienen 2 o0 mas regiones quimicamente diferentes,
cada una hecha de por lo menos una unidad monomérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
oligonucleétido. Estos oligonucleétidos cominmente contienen por lo menos una region donde el oligonucleétido es
modificado para otorgar al oligonucleétido una resistencia incrementada a la degradacion de las nucleasas, una
absorcion celular incrementada, una estabilidad incrementada y/o una afinidad de enlaces incrementada para el
acido nucleico objetivo. Una regién adicional de los oligonucledtidos podria servir como un substrato para las
enzimas capaz de dividir a hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN. En forma de ejemplo, la ribonucleasa H es una
endonucleasa que divide a la hebra del ARN de un diplex de ARN: ADN. La activacién de la ribonucleasa H, por lo
tanto, resulta en la division del objetivo ARN, mejorando, por lo tanto, extensamente la eficiencia de la inhibicion
mediada por los oligonucleétidos de la expresion genética. La division de hibridos ARN:ARN puede, en una forma
similar, lograrse a través de las acciones de las endorribonucleasas, tales como la ribonucleasa L que divide al ARN
celular y viral. La divisién del objetivo ARN puede ser detectado rutinariamente por medio de electroforesis de gel vy,
si fuese necesario, técnicas de hibridacion conocidas en la industria asociadas con los &cidos nucleicos.

[0102] Los compuestos antisentido quiméricos para su uso en el invento pueden ser formados como estructuras
compuestas de 2 o mas oligonucledtidos, oligonucledtidos modificados, miméticos de oligonucledsidos y/o
oligonucledtidos tal como se describid anteriormente. Aquellos compuestos han sido referidos en la industria como
hibridos o gapmers. Patente representativas de Estados Unidos que ensefia la preparacion de aquellas estructuras
hibridas incluyen, pero no se limitan a, Estados Unidos: 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.

G. Formulaciones

[0103] Los compuestos para su uso en el invento podrian ser mezclados, encapsulados, conjugados o asociados de
otras formas a otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, como por ejemplo, a liposomas,
moléculas dirigidas a reserva por es, formulaciones orales, rectales, topicas o de otro tipo, para asistir a la absorcion,
distribucion y/o asimilacion. Patente representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacion de
formulaciones quedan asistencia a aquella absorcién, distribucion y/o asimilacién incluyen, pero no se limitan a,
Estados Unidos: 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.

[0104] Los compuestos antisentido para su uso en el invento abarca a cualquier sal, éster o sal de éster o cualquier
otro compuesto farmacéuticamente aceptable, que cuando sea administrado a un animal, incluyendo un humano,
sea capaz de suministrar (directamente o indirectamente) el metabolito biol6gicamente activo o su residuo.
Asimismo, por ejemplo, la presentacion también es sacada de pro-medicamentos y sales farmacéuticamente
aceptables de los compuestos para su uso en el invento, las sales farmacéuticamente aceptables de dichos pro-
medicamentos, y otros equivalentes biolégicos. El sodio es una sal farmacéuticamente aceptable, particularmente
para los compuestos de oligonucledtidos.

[0105] EI término “pro-medicamentos” indica el agente terapéutico que es preparado en una forma inactiva que es
convertido a una forma activa (es decir, un medicamento) dentro del cuerpo o de sus células por la acciéon de
enzimas enddgenas u otros quimicos y/o condiciones. En particular, las versiones de pro-medicamentos de los
oligonucleétidos para su uso en el invento son preparados como derivados de [(Sacetil-2-tioetil) fosfato] de SATE de
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acuerdo a los métodos presentados en WO 93/24510 a Gosselin et al., publicado el 9 de diciembre de 1993 o en
WO 94/26764 y U.S. 5,770,713 de Imbach et al.

[0106] EI término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiologica y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos para su uso en el invento: es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada
del compuesto padre y no imparten efectos toxicoldgicos. Para los oligonucleétidos, ejemplos preferidos de sales
farmacéuticamente aceptables y sus usos son descritos aun mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860.

[0107] Esta presentacién también incluye composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen a los
compuestos antisentido del invento. Las composiciones farmacéuticas para su uso en este invento podrian
administrarse en varias formas dependiendo de si un tratamiento es local o sistémico es deseado y dependiendo del
area que va a ser tratada. La administracién podria ser topica (incluyendo las membranas oftdlmicas y mucosas
incluyendo una entrega vaginal y rectal), pulmonar, por ejemplo, por medio de la inhalacion o la insuflacién de polvos
o0 aerosoles, incluyendo por medio de un nebulizador; intra - trAdquea, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o
parenteral. La administracion parenteral incluye inyecciones o infusiones intravenosas, intra - arteriales,
subcutaneas, intraperitoneales o intramusculares; o intracraneales, por ejemplo, una administracion intratecal o
intraventricular. Se cree que los oligonucle6tidos que tienen por lo menos una modificacién de 2’-O-metoxietilo son
particularmente Utiles para una administracion oral. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para una
administracion tépica podrian incluir parches, ungientos, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles,
liquidos y polvos transdérmicos. Los portadores farmacéuticos convencionales, bases acuosas, de polvos o de
aceites, enlazadores y similares podrian ser necesarios o deseables. Condones cubiertos, guantes y similares
también podrian ser Utiles.

[0108] Las formulaciones farmacéuticas para su uso en este invento, que podrian presentarse convenientemente en
formas de dosis unitarias, podria ser preparadas de acuerdo a técnicas convencionales bien conocidas en la
industria farmacéutica. Aquellas técnicas incluyen el paso de asociar a los ingredientes activos con un portador o
portadores o excipiente o excipientes farmacéuticos. En general, las formulaciones son preparadas al asociar
uniformemente e intimamente a los ingredientes activos con portadores liquidos o portadores soélidos divididos
finamente o ambos, y luego, si fuese necesario, darle forma al producto.

[0109] Las composiciones para su uso en este invento podrian ser formuladas en cualquiera de muchas formas
posibles de dosis tales como, pero sin limitarse a, tabletas, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles
suaves, supositorios y enemas. Las composiciones para su uso en este invento también podrian ser formuladas
como suspensiones en medios acuosos, N0 acuosos 0 Mixtos. Las suspensiones acuosas podrian contener ademas
sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension incluyendo, por ejemplo, a la carboximetilcelulosa de
sodio, al sorbitol y/o al dextrano. La suspension tamil podria contener estabilizadores.

[0110] Las composiciones farmacéuticas para su uso en este invento incluyen, pero no se limitan a, soluciones,
emulsiones, espumas y liposomas que contienen formulaciones. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas
para su uso en este invento podrian comprender uno o mas mejoradores de penetracién, portadores, excipientes u
otros ingredientes activos o inactivos.

[0111] Las emulsiones son sistemas comunmente heterogéneos de un liquido dispersado en otro en la forma de
gotas usualmente excediendo 0.1 uyM de diametro. Las emulsiones podrian contener componentes adicionales
ademas de las fases dispersas, y el medicamento activo que podria estar presente como una solucion en la fase
acuosa, la fase de aceites o individualmente como una fase separada. Las micro emulsiones son incluidas como una
seccion de esta presentacion. Las emulsiones y sus usos son bien conocidas en la industria y son descritas alin mas
en la patente de Estados Unidos 6,287,860.

[0112] Las formulaciones para su uso en este invento incluyen formulaciones de liposomas. Tal como se utiliza en
esta especificacion, el término “liposoma” se refiere a una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos configurados en
una bi-capa o bi-capas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilamlares o multilamelares que tienen una
membrana formada de un material lipofilico y un interior acuoso que contiene la composicion que va a ser
entregada. Los liposomas catidnicos son liposomas cargados positivamente que se cree que interactian con las
moléculas de ADN cargadas negativamente para formar un complejo estable. Los liposomas que son sensibles al
pH o que estan cargados negativamente se cree que atrapan al ADN en vez de crear complejos con el punto ambos
liposomas catiénicos y no catiénicos han sido utilizados para entregar el ADN a las células.

[0113] Los liposomas también incluyen a liposomas “estabilizados estéricamente”, un término que, tal como se
utiliza en este documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se
incorporan a los liposomas, resultan en vidas Utiles mejoradas de circulacion en relaciéon a los liposomas que no
tienen dichos lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en los cuales
una parte de la porcién de lipidos que forma a la vesicula de liposoma comprende uno o mas glucolipidos o es
derivado con uno o mas polimeros hidrofilicos, tal como una particula de polietilenglicol (PEG). Los liposomas y sus
usos son descritos ain mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860.
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[0114] Las formulaciones y composiciones farmacéuticas para su uso en este invento también podrian incluir
surfatantes. El uso de surfactantes en productos, formulaciones y en emulsiones farmacolédgicas es bien conocida en
la industria. Surfactantes y sus usos son descritos alin mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860.

[0115] En una seccion, esta especificacion utiliza varios mejoradores de penetracion para efectuar una entrega
eficiente de los acidos nucleicos, particularmente de los oligonucleétidos. Adicionalmente a ayudar a la difusion de
los medicamentos no lipofilicos a lo largo de las membranas celulares, mejoradores de penetracion también
incrementan la permeabilidad de los medicamentos lipofilicos. Los mejoradores de penetracién podrian clasificarse
como que pertenecen a una de 5 categorias amplias, es decir, surfactantes, acidos grasos, sales biliares, agentes
quelantes, y no surfactantes no quelantes. Los mejoradores de penetracion y sus usos son descritos ain mas en la
patente de Estados Unidos 6,287,860.

[0116] Una persona con conocimiento en la industria reconocera que las formulaciones son disefiadas
rutinariamente de acuerdo a la intencién de su uso, es decir, la ruta de administracion.

[0117] Otros compuestos antisentido preferidos son aquellos capaces de una administraciéon oral tales como los
compuestos antisentido 2'MOE vy los fosforodiamidatos de morfolino. Esto suministra una conveniencia adicional a
los usuarios en relacion a los compuestos del receptor de la hormona de crecimiento en comparacion con los
compuestos anteriores en la industria. Compuestos preferidos para el tratamiento de algunas condiciones seran
aquellos que distribuyen ampliamente y, por lo tanto, mas habilmente efectos locales y/o sistémicos por medio del
rifién. Debe entenderse, sin embargo, que en otras condiciones, la distribucién a menos drganos es lo preferido.

[0118] Formulaciones preferidas para su administracion topica incluyen aquellas en las cuales los oligonucle6tidos
para su uso en el invento son mezclados con un agente de entrega tdpica tal como lipidos, liposomas, acidos
grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y surfactantes. Los lipidos y liposomas preferidos
incluyen a neutrales (por ejemplo, etanolamina de DOPE de dioleoilfosfatidilo, DMPC de colina de
dimiristoilfosfatidilo, colina de distearolifosfatidilo) negativos (por ejemplo, DMPG de glicerol de dimiristoilfosfatidilo) y
catidnicos (por ejemplo, DOTAP de dioleoiltetrametilaminopropilo y DOTMA etanolamina de dedioleoilfosfatidilo).

[0119] Para administracion topica o de otro tipo, oligonucledtidos para su uso en el invento pueden ser
encapsulados dentro de liposomas o pueden formar complejos compuestos, en particular a liposomas catiénicos.
Alternamente, los oligonucleétidos pueden ser formados en complejos con lipidos, en particular con lipidos
catiénicos. Acidos grasos y ésteres preferidos, sus sales farmacéuticamente aceptables, y sus usos son descritos
aln mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860. Formulaciones tépicas son descritas en detalle en la aplicaciéon
de patente de Estados Unidos 09/315,298 presentada el 20 de mayo de 1999.

[0120] Las composiciones y formulaciones para su administracion oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas suspensiones o soluciones en agua o en medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, bolsitas,
tabletas o mini — tabletas. Espesantes, agentes saborizantes, diluyentes, emulsionantes, asistentes de dispersion o
enlazadores pueden ser deseables. Formulaciones orales preferidas son aquellas en las cuales oligonucledtidos
para su uso en el invento son administrados en conjunto con uno o mas surfactantes y quelantes mejoradores de
penetracion. Surfactantes preferidos incluyen &cidos grasos y/o sus ésteres o sus sales. Acidos/sales biliares y
acidos grasos preferidos y sus usos son descritos alin mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860. También
son preferidas combinaciones de mejoradores de penetracién, por ejemplo, acidos/sales grasas en combinacion con
acidos/sales biliares. Una combinacion particularmente preferida es la sal de sodio de acido laurico, acido caprico y
UDCA. Mejoradores de penetracion adicionales incluyen al éter de polioxietileno-9-laurilo, el éter de polioxietileno-
20-cetilo. Oligonucleétidos para su uso en el invento podrian ser entregados oralmente, en una forma granular
incluyendo particulas secadas y esparcidas por aerosol, o puestas en complejos para formar micro o nanoparticulas.
Los agentes formadores de complejos de oligonucleétidos y sus usos son descritos ain mas en la patente de
Estados Unidos 6,287,860. Mutaciones orales para oligonucleétidos y su preparacién son descritos en detalle en las
aplicaciones de Estados Unidos 09/108,673 (presentada el 1 de julio 1998), 09/315,298 (presentada el 20 de mayo
1999) y 10/071,822 (presentada el 8 de febrero 2002).

[0121] Las composiciones y formulaciones para una administracién parenteral, intratecal o intraventricular podrian
incluir soluciones acuosas estériles que también podrian contener amortiguadores, diluyentes y otros aditivos
adecuados tales como, pero sin limitarse a, mejoradores de penetraciéon, compuestos portadores y otros portadores
0 excipientes farmacéuticamente aceptables.

[0122] Ciertas secciones de la presentacion se refieren a composiciones farmacéuticas que contienen uno 0 mas
compuestos oligoméricos y uno o mas de otros agentes quimioterapéuticos que funcionan por medio de un
mecanismo antisentido. Ejemplos de aquellos agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a,
medicamentos quimioterapéuticos del cancer tales como la daunorubicina, la daunomicina, la dactinomicina, la
doxorubicina, la epirubicina, la idarubicina, la esorubicina, la bleomicina, la mafosfamida, la ifosfamida, la citosina, la
arabinosida, la bis-cloroetilnitrosurea, el busulfano, la mitomicina C, la actinomicina D, la mitramicina, la prednisona,
la hidroxiprogesterona, la testosterona, el tamoxifeno, la dacarbacina, la procarbacina, la hexametilmelamina, la
pentametilmelamina, la mitoxantrona, la amsacrina, el clorambucilo, la etilciclohexilnitrosurea, mostazas de
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nitrégeno, el melfalano, la ciclofosfamida, la 6-mercaptopurina, la 6-tioguanina, la citarabine, la 5-azacitidina, la
hidroxiurea, la deoxico-formicina, la 4-hidroxiperoxiciclofosforamida, el 5-fluorouracilo (5-FU), la 5-fluorodeoxiuridina
(5-FUdR), el metotrexato (MTX), la colchicina, el taxol, la vincristina, la vinblastina, el etoposido (VP-16), el
trimetrexato, el irinotecan, el topotecan, la gemcitabina, el teniposido, el cisplatino y el dietilstilbestrol (DES). Cuando
se usa con los compuestos para su uso en el invento, aquellos agentes quimioterapéuticos podrian ser utilizados
individualmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétidos), secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucle6tidos
durante un periodo de tiempo seguido por MTX y oligonucleétidos), o en combinacién con uno o0 mas agentes
quimioterapéuticos adicionales (por ejemplo, 5-FU, MTX y oligonucleétidos, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétidos).
Medicamentos antiinflamatorios, incluyendo, pero sin limitarse a, medicamentos no esteroideos antiinflamatorios y
corticoesteroides, y medicamentos antivirales, incluyendo, pero sin limitarse a la ribivirina, la vidarabina, aciclovir y el
ganciclovir, también podrian ser combinados en composiciones para su uso en el invento. Las combinaciones de los
compuestos antisentido y otros medicamentos antisentido también estan dentro del enfoque de esta presentacion. 2
0 mas compuestos combinados podrian ser usados juntos o secuencialmente. Combinaciones preferidas
comprenden a octreétidos, a Trovert y/u otros inhibidores o antagonistas de la hormona de crecimiento, el factor de
crecimiento similar a la insulina-l, el IGFBP-3, el receptor de la hormona de crecimiento o el receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina.

[0123] Las composiciones para su uso en el invento podrian contener uno 0 mas compuestos antisentido,
particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos antisentido
adicionales orientados hacia un 2° objetivo de acido nucleico. Alternamente, las composiciones para su uso en el
invento podrian contener 2 0 mas compuestos antisentido dirigidos a regiones diferentes del mismo objetivo del
acido nucleico. Numerosos ejemplos de compuestos antisentido son conocidos en la industria. 2 0 mas compuestos
combinados podrian ser utilizados juntos o secuencialmente.

H. Dosis

[0124] Se cree que la formulacion de las composiciones terapéuticas y su administracion subsiguiente (dosis) esta
dentro del conocimiento de aquellas personas en la industria. La dosis depende de la gravedad y el nivel de
respuesta del estado de la enfermedad que se esté tratando, con el curso de tratamiento que dura desde algunos
dias hasta algunos meses, o0 hasta que una cura sea efectuada o una reduccién del estado de la enfermedad sea
alcanzada. Cronogramas Optimos de dosis pueden calcularse a partir de mediciones de la acumulacion del
medicamento en el cuerpo del paciente. Personas con un conocimiento normal pueden determinar facilmente dosis
Optimas, metodologias de dosis y tasas de repeticién. Dosis 6ptimas podrian variar dependiendo de la potencia
relativa de los oligonucleétidos individuales, y pueden, generalmente, estimarse basandose en los EC50s que han
demostrado ser efectivos en modelos animales in vitro e in vivo. En general, dosis que van desde 0.01 microgramos
a 100 g por kilogramo de masa corporal, y podrian ser entregados una vez o mas diariamente, semanalmente,
mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afos. Personas con un conocimiento normal en la
industria podran estimar facilmente las tasas de repeticion para las dosis basandose en tiempos medidos de
residencia y concentraciones del medicamento en los fluidos y tejidos corporales. Después de un tratamiento
exitoso, podria ser deseable exponer a un paciente a una terapia de mantenimiento para prevenir la recurrencia del
estado de la enfermedad, donde el oligonucleétido es administrado en dosis de mantenimiento, que varian desde
0.01 microgramos a 100 g por kilogramo de masa corporal, una vez 0 mas veces diariamente a una vez cada 20
afos.

[0125] Oligonucledtidos antisentido preferidos son hechos con técnicas quimicas capaces de reducir la frecuencia
de las dosis, es decir, una vez al dia, una vez a la semana o menos frecuentemente. Quimicas antisentido
paticularmente preferidas son aquellas utilizadas en este documento que podrian ser administradas una vez cada 2
dias y que son capaces de ser administradas por lo menos una vez a la semana subcutdneamente, e incluso menos
frecuentemente como por ejemplo una vez al mes, basandose en las observaciones de antisentidos de la misma
clase. Esto es menos frecuente que Trovert en el mismo modelo animal, que fue administrada todos los dias, y
menos frecuente que la experiencia clinica actual con Trovert. Esto suministra una enorme conveniencia para el
tratamiento de esta condicion cronica que podria potencialmente mejorar el cumplimiento.

[0126] Aunque este invento ha sido descrito con una especificidad de acuerdo a ciertas secciones importantes, los
siguientes ejemplos sirven Gnicamente para ilustrar el invento y no tiene la intencién de limitarlo.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Sintesis de Fosforamiditas de Nucledsidos

[0127] Los siguientes compuestos, incluyendo las amiditas y sus intermediadores fueron preparados tal como se
describe en la patente de Estados Unidos 6,426,220 y publicada en la PCT WO 02/36743; el intermediador 5'-O-

Dimetoxitritil-timidina para la amidita de dC de 5-metilo, el intermediador 5’-O-Dimetoxitritil-2’-deoxi-5-metilcitidina
para la amidita de 5-metil-dC, el penultimo intermediador 5’-O-Dimetoxitritil-2’-deoxi-N4-benzoil-5-metilcitidina para la
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amidita de dC de 5-metilo, [5’-O-(4,4’-Dimetoxitrifenilmetil)-2’-deoxi-N4-benzoil-5-metilcitidina-3'-O-il]-2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita (amidita de dC de 5-metilo), 2'-Fluorodeoxiadenosina, 2’-Fluorodeoxiguanosina, 2'-
Fluorouridina, 2’-Fluorodeoxicitidina, amiditas modificadas de 2’-O-(2-Metoxietilo), el intermediador 2’-O-(2-
metoxetil)-5-metiluridina, el pendltimo intermediador 5-O-DMT-2'-O-(2-metoxetil)-5-metiluridina, [5-O-(4,4'-
Dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)-5-metiluridina-3’-O-il]-2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita (amidita de T de
MOE), intermediador 5’-O-Dimetoxitritil-2’-O-(2-metoxietil)-5-metilcitidina, el pendltimo intermediador 5'-O-
dimetoxitritil-2’-O-(2-metoxetil)-N4-benzoil-5-metil-citidina, [5'-O-(4,4'-Dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)-N4-
benzoil-5-metilcitidina-3'-O-il]-2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita (amidita de 5-Me-C de MOE), [5-O-(4,4'-
Dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)-N6-benzoiladenosina-3'-O-il]-2-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita (amidita
de MOE), [5’-O-(4,4'-Dimetoxitrifenilmetil)-2’-O-(2-metoxietil)-N4-isobutirilguanosina-3’-O-il]-2-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita (amidita de G de MOE), amiditas de nucleésidos de 2’-O-(Aminooxietilo) y amiditas de
nucleésidos de 2’-O-(dimetilamino-oxietilo), amiditas de nucledsidos de 2’-(Dimetilaminooxietoxi), 5-O-terc-
Butildifenilsilil-O2-2'-anhidro-5-metiluridina, 5'-O-terc-Butildifenilsilil-2'-O-(2-hidroxietil)-5-metiluridina, 2'-0-([2-
ftalimidoxi)etil]-5'-t-butildifenilsilil-5-metiluridina, 5’-O-terc-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi)etil]-5-metiluridina,
5'-O-terc-Butildifenilsilil-2'-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina, 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5’-O-
DMT-2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5’-0-DMT-2-0O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-
cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita], amidita de nucleésidos de 2’-(Aminooxietoxi), N2-isobutiril-6-O-
difenilcarbamoil-2’-O-(2-etilacetil)-5’-O-(4,4’-dimetoxitritil)guanosina-3’-[(2-caanoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita],
amiditas de nucleésidos de 2’-dimetilaminoetoxietoxi (2'-DMAEQE), uridina de 2’-O-[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)etil]-
5-metilo, uridina de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)-etil)]-5-metil y uridina-3’-O-(cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita de 5’-O-Dimetoxitritil-2’-O-[2(2-N,N-dimetilaminoetoxi)-etil)]-5-metilo.

Ejemplo 2
Sintesis de Oligonucleétidos y Oligonucledsidos

[0128] Los compuestos antisentido utilizados de acuerdo a este invento pueden ser hechos convenientemente y
rutinariamente por medio de la técnica bien conocida de sintesis de fase sélida. Equipos para aquellas sintesis son
vendidos por varios proveedores, incluyendo, por ejemplo, a Applied Biosystems (Foster City, CA). Cualquier otro
método para aquella sintesis conocido en la industria podria ser utilizado adicionalmente o alternamente. Es bien
conocido el usar técnicas similares para preparar oligonucleétidos tales como derivados de fosforotioatos y
alquilatados.

[0129] Oligonucledtidos: los oligonucledtidos de fosfodiestéres (P = 0) no sustituidos y sustituidos son sintetizados
en un sintetizador automatizado de ADN (Applied Biosystems modelo 394) utilizando quimica estandar
defosforamiditas con oxidacion por medio de yodo.

[0130] Los fosforotioatos (P = S) son sintetizados similarmente a los oligonucleétidos de fosfodiesteres con las
siguientes excepciones: la tiacion fue efectuada al utilizar el 10% masa/volumen de la solucién de 1,1-di6xido de
3,H-1,2-benzoditiol-3-ona en acetonitrilo para la oxidacion de los enlaces de fosfito. El tiempo del paso de la reaccién
de tiacion fue incrementado a 180 segundos y precedido por el paso de nivelacion normal. Después de la division de
la columna CPG un desbloqueo en hidroxido de amonio concentrado a 55 °C (de 12 a 16 horas), los oligonucle6tidos
fueron recuperados por medio de precipitaciones con >3 volimenes de etanol desde 1 M de una soluciéon de
NH40Ac. Oligonucleottidos de fosfinatos son preparados tal como se describe en la patente de Estados Unidos
5,508,270.

[0131] Los oligonucledtidos de fosfonatos de alquilos son preparados tal como se describe en la patente de Estados
Unidos 4,469,863.

[0132] Los oligonucledtidos de fosfonato de 3’-Deoxi-3’-metileno son preparados tal como se describe en las
patentes de Estados Unidos 5,610,289 o 5,625,050.

[0133] Los oligonucleétidos de fosforamidita son preparados tal como se describe en la patente de Estados Unidos
5,256,775 o en la patente de Estados Unidos 5,366,878.

[0134] Los oligonuclettidos de Alquilfosfonotioato son preparados tal como se describe en las aplicaciones
publicadas PCT PCT/US94/00902 y PCT/US93/06976 (publicadas como WO 94/17093 y WO 94/02499,
respectivamente).

[0135] Los oligonucleétidos de fosforamidatos de 3’-Deoxi-3’-amino son preparados tal como se describe en la
patente de Estados Unidos 5,476,925.

[0136] Los oligonucledtidos de fosfotriesteres son preparados tal como se describe en la patente de Estados Unidos
5,023,243.

[0137] Los oligonucledtidos de fosfato de borano son preparados tal como se describe en las patentes de Estados

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567132713

Unidos 5,130,302 y 5,177,198.

[0138] Oligonucleosidos: oligonucledsidos enlazados a metilenemetilimino, también identificados como
oligonucledsidos enlazados a MMI, oligonucleésidos enlazados a metilenedimetilhidrazo, también identificados como
oligonucledsidos enlazados a MDH, y oligonucledsidos enlazados a metilenecarbonilamino, también identificados
como oligonucledsidos enlazados a amida-3, y oligonucledsidos enlazados a metileneaminocarbonilo, también
identificados como oligonucledsidos enlazados a amida-4, asi como compuestos de estructuras mixtas que tienen,
por ejemplo, enlaces alternantes de MMI y P=0O son preparados tal como se describe en las patentes de Estados
Unidos 5,378,825, 5,386,023, 5,489,677, 5,602,240 y 5,610,289.

[0139] Oligonucleotidos enlazados a formacetal y tioformacetal son preparados tal como se describe en las patentes
de Estados Unidos 5,264,562 y 5,264,564.

[0140] Los oligonuclettidos enlazados a 6xido de etileno son preparados tal como se describe en la patente de
Estados Unidos 5,223,618.

Ejemplo 3
Sintesis del ARN

[0141] En general, la quimica de la sintesis del ARN se basa en la incorporacion selectiva de varios grupos
protectores en reacciones intermediadoras estratégicas. Aunque una persona con conocimiento normal en la
industria entendera el uso de grupos protectores en la sintesis organica, una clase Util de grupos protectores incluye
a éteres de sililo. En particular, éteres voluminosos de sililo son utlizados para proteger al 5-hidroxilo en
combinacién con un grupo protector de orto-ésteres acidos de labil en el 2'-hidroxilo. Este conjunto de grupos
protectores es utilizado entonces con tecnologia estandar para la sintesis de fases sélidas. Es importante el remover
al dltimo al grupo protector del orto-éster labil acido después de todos los otros pasos sintéticos. Ademas, el uso
temprano de los grupos protectores de sililo durante la sintesis asegura una remocion facil cuando sea deseado, sin
una desproteccion no deseada de hidroxilo de 2'.

[0142] Después de este procedimiento para la proteccion secuencial del 5'-hidroxilo en combinacién con la
proteccion del 2-hidroxilo por los grupos protectores que son removidos diferencialmente y son volubles
diferencialmente y quimicamente, se procedio a sintetizar a los oligonucleétidos de ARN.

[0143] Los oligonucleétidos de ARN son sintetizados en forma de pasos. Cada nucleétido es agregado
secuencialmente (en la direccion desde 3'- a 5') a un oligonucleétido enlazado a un soporte sélido. El primer
nucleésido en el extremo de 3’ de la cadena esta adherido covalentemente a un soporte solido. Se agrego el
precursor de los nucledtidos, una fosforamidita de ribonucleésidos, y un activador, acoplando la 22 base en el
extremo 5’ del primer nucleésido. El soporte es lavado y cualquier grupo no reaccionado de 5'-hidroxilo son tapados
con anhidrido acético para generar a las particulas de 5’-acetilo. La vinculacién es oxidada entonces a una
vinculacion mas estable y ultimadamente deseada P (V). Al final del ciclo de adhesion de nucleétidos, el grupo 5'-
sililo es dividido con fltor. El ciclo es repetido para cada nucle6tido subsiguiente.

[0144] Después de la sintesis, los grupos protectores de metilo en los fosfatos son divididos durante 30 minutos
utilizando 1 M de trihidrato de disodio-2-carbamoil-2-cianoetileno-1,1-ditiolato (S2Na2) en DMF. La solucién de
desproteccion es lavada del oligonucleétido enlazado a un soporte sélido utilizando agua. El soporte es tratado
entonces con un 40% de metilamina en agua durante 10 minutos a 55 °C. Esta liberacion de oligonucledtidos de
ARN a la solucion, desprotege a las aminas exociclicas, y modifica a los grupos 2'. Los oligonucleétidos pueden ser
analizados por un HPLC de intercambio de aniones en esta etapa.

[0145] Los grupos 2'- orto-ésteres son los Ultimos grupos protectores que deben ser removidos. El grupo protector
de ortoester de monoacetato de etilenglicol desarrollado por Dharmacon Research, Inc. (Lafayette, CO), es un
ejemplo de un grupo protector Util de ortoesteres que, tienen las siguientes caracteristicas importantes. Es estable
en las condiciones de la sintesis de fosforamiditas de nucledsidos y en la sintesis de oligonucledtidos. Sin embargo,
después de la sintesis de oligonucledtidos el oligonucledtido es tratado con metilamina que divide al oligonucleétido
del soporte solido y también remueve a los grupos acetilos de los ortoesteres. Los sustituyentes resultantes de 2-etil-
hidroxilos en el ortoéster extraen menos electrones que el precursor acetilado. Como resultado, el ortoéster
modificado se vuelve mas voluble para la hidrélisis catalizada por medio de acidos. Especificamente, la tasa de
divisién es de aproximadamente 10 veces mas rapida después de que los grupos acetilos son removidos. Por lo
tanto, este ortoéster posee suficiente estabilidad para ser compatible con la sintesis de oligonucleétidos y aun asi,
cuando se modifica subsiguientemente, permite que se lleve a cabo la desproteccion bajo condiciones acuosas
moderadas compatibles con el producto final de oligonucle6tidos del ARN.

[0146] Adicionalmente, métodos para la sintesis de ARN son bien conocidos en la industria (Scaringe, S. A. tesis de

Ph.D., University of Colorado, 1996; Scaringe, S. A., et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 11820-11821; Matteucci,
M. D. y Caruthers,
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M. H. J. Am. Chem. Soc., 1981, 203, 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 ([Acidos Nucleicos) 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).

[0147] Los compuestos antisentido de ARN (oligonucleétidos de ARN) para su utilizacién en este invento pueden
sintetizarse por los métodos aqui presentados o pueden ser comprados de Dharmacon Research, Inc (Lafayette,
CO). Una vez sintetizados, los compuestos antisentido de ARN complementarios pueden ser recocidos por medio de
métodos conocidos en la industria para formar compuestos antisentido de doble hebra (duplex). Por ejemplo, los
duplex pueden ser formados al combinar 30 pl de cada una de las hebras complementarias de los oligonucleétidos
de ARN (50 uM de la solucion de oligonucleétidos de ARN) y 15 microlitros de 5X de amortiguador de recocido (100
mM de acetato de potasio, 30 mM de HEPES-KOH pH 7.4, 2 mM de acetato de magnesio) seguido de un
calentamiento durante un minuto a 90 °C, luego una hora a 37 °C. Los compuestos antisentido duplex resultantes
fueron utilizados en botiquines, ensayos, pruebas y otros métodos para investigar el rol de un acido nucleico
objetivo.

Ejemplo 4
Sintesis de Oligonucle6tidos Quiméricos

[0148] Los oligonucleétidos, oligonucledsidos u oligonucleétidos/oligonucledsidos quiméricos mezclados para su uso
en el invento pueden ser de diferentes tipos. Estos incluyen un primer tipo donde el segmento “vacio” de nucledsidos
enlazados es posicionado entre los segmentos “ala” entre 5’ y 3’ de los nucledsidos enlazados y un 2° tipo de
“extremo abierto” donde el segmento “vacio” esta ubicado en la terminal de 3" o de 5" del compuesto oligomérico.
Los oligonucledtidos del primer tipo también son conocidos en la industria como “gapmers” u oligonucleétidos con
vacios. Los oligonucleétidos del 2° tipo también son conocidos en la industria como “hemimers” o “wingmers”.

Oligonucleétidos Quiméricos de Fosforotioato [2'-O- Me]--[2’-deoxi]--[2’-O-Me]

[0149] Los oligonucledtidos quiméricos que tienen segmentos oligonucleétidos de fosforotioato de 2’-O- alquilo y 2'-
deoxi son sintetizados utilizando un sintetizador de ADN automatizado de Applied Biosystems modelo 394, tal como
se mencioné anteriormente. Los oligonucledtidos son sintetizados utilizando el sintetizador automatizado y 2'-deoxi-
5'-dimetoxitritil-3'-O-fosfor-amidita para la porcion de ADN y 5’-dimetoxitritil-2’-O-metil-3'-O-fosforamidita para las
alas de 5’ y de 3'. El ciclo de sintesis de estandares es modificado al incorporar pasos de acoplamiento con tiempos
incrementados de reaccion para la 5'-dimetoxitritil-2'-O-metil-3’-O-fosforamidita. El oligonucleétido completamente
protegido es dividido del soporte y desprotegido en amonio concentrado (NH4OH) durante 12-16 horas a 55 °C. El
oligo es desprotegido y entonces recuperado por medio de un método apropiado (preparacion, cromatografia de
columnas, volumen reducido al vacio y analizado por medio de espectrofotometria para su produccién y por pureza
por medio de electroforesis capilar y por medio de espectrometria de masa.

Oligonucledtidos Quiméricos de Fosforotioato de [2 -O-(2-Metoxietil)]--[2'-deoxi]--[2’-O-(Metoxietilo) ]

[0150] Oligonucledtidos quiméricos de Fosforotioato [2'-O-(2-Metoxietil)]--[2’-deoxi]--[2'-O-(Metoxietilo)] fueron
preparados de acuerdo al procedimiento mencionado anteriormente para el nucleétido quimérico de 2’-O-metilo, con
la sustitucion de las amiditas de 2’-O-(metoxietil) para las amiditas de 2’-O-metilo.

Oligonucledtidos Quiméricos [2'-O-(2-Metoxietil)fos fodiester]--[Fosforotioato de 2’-deoxi]--[Fosfodies ter de
2'-0-(2-Metoxietilo)]

[0151] Los oligonucleétidos quiméricos [2'-O-(2-Metoxietil)fosfodiester]--[Fosforotioato de 2’-deoxi]--[Fosfodiester de
2'-0-(2-Metoxietilo)] son preparados de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente para el oligonucleétido
guimérico de 2'-O-metilo con la sustitucion de amiditas de 2’-O-(metoxietilo) para las amiditas de 2’-O-metilo, la
oxidacioén con yodo para generar a los enlaces internucleosidicos de fosfodiéster dentro de las porciones ala para las
estructuras quiméricas y la sulfurizacion utilizando 1,1 dioxido de 3,H-1,2benzoditiol-3-ona (Beaucage Reagent
(Reactivo)) para generar los enlaces internucleosidicos de fosforotioato para el vacio central.

[0152] Otros oligonucleétidos quiméricos, oligonucledsidos quiméricos y oligonucledtidos/oligonucledtsidos
quiméricos mezclados son sintetizados de acuerdo a la patente de Estados Unidos 5,623,065.

Ejemplo 5

Disefio y examinacion de compuestos antisentido dipl ex que usan como objetivo al receptor de la hormona
de crecimiento

[0153] Una serie de duplex de acidos nucleicos que comprenden a los compuestos antisentido para su uso en este
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invento y sus complementos pueden ser disefiados para usar como objetivo al receptor de la hormona de
crecimiento. En una seccién, estos acidos nucleicos duplex son compuestos de ARN de doble hebra (ARNs
pequefios que interfieren o siARNs - small interfering RNAs). En general, los lugares activos para oligonucle6tidos
antisentido que dependen de la ribonucleasa H predicen lugares activos del siARN (Vickers et al., 2003, J. Biol
Chem. 278, 7108-7118). En una seccion, la secuencia de bases nitrogenadas de la hebra antisentido del duplex
comprende por lo menos una porcién de una secuencia de oligonucledtidos que se muestran en la tabla 1.
Alternamente, una nueva “caminata genética” en la cual varios dsARNs dirigidos al receptor de la hormona de
crecimiento son sintetizados y probados para ver si pueden ser utilizados.

[0154] Los extremos de las hebras de la dsARN podrian ser modificados al agregar una 0 mas bases nitrogenadas
naturales o modificadas para formar una saliente. La hebra sentido de la dsARN es designada entonces y
sintetizada como el complemento de la hebra antisentido y también podria contener modificaciones o adiciones a
cualquiera de las terminales. Por ejemplo, en una seccién, ambas hebras del duplex de dsARN serian
complementarias sobre las bases nitrogenadas centrales, cada una teniendo salientes en una o ambas terminales.
El daplex podria ser unimolecular o di-molecular; es decir, las 2 hebras podrian estar conectadas entre si
directamente o por medio de un vinculador, o podrian ser moléculas separadas.

[0155] En forma de ejemplo, un duaplex que comprende una hebra antisentido que tiene la secuencia
CGAGAGGCGGACGGGACCG y que tiene una salida de 2 bases nitrogenadas de deoxitimidina (dT) tendria la
siguiente estructura:

cgagaggoggacgggacoglT Hebra antisentido
CEErrerer e

TTgctoctocogooctgoccotgge Complemento

[0156] En otra seccion, un duplex que comprende una hebra antisentido que tiene la misma secuencia
CGAGAGGCGGACGGGACCG podria prepararse con extremos romos (ni una sola saliente con hebras) tal como se
mostro:

COAgAYYCYYAcggUaAT ey Hebra antisentido

gototoogoctgoootggc

Complemento

[0157] Las hebras de ARN del duplex pueden ser sintetizadas por medio de los métodos aqui presentados o
compradas de Dharmacon Research Inc., (Lafayette, CO). Una vez sintetizadas, las hebras complementarias son
recocidas. Las hebras individuales son divididas en porciones y diluidas a una concentracion de 50 uM. Una vez
diluidas, 30 pl de cada hebra es combinada con 15 pl de una solucién 5X de amortiguador de recocido. La
concentracion final de dicho amortiguador es 100 mM de acetato de potasio, 30 mM de HEPES-KOH pH 7.4, y 2mM
de acetato de magnesio. El volumen final es 75 pl. La solucion es incubada durante un minuto a 90 °C y luego
centrifugada durante 15 segundos. Al tubo se le permite reposar durante una hora a 37 °C, tiempo durante el cual
los duplex de dsARN son utilizados en experimentaciones. La concentracion final del diplex de dsARN es 20 uM. La
solucion puede ser almacenada en una forma congelada (-20 °C) y congelada-descongelada hasta 5 veces.

[0158] Una vez preparados, los compuestos antisentido duplex son evaluados para detectar su capacidad para
modular a la expresion del receptor de la hormona de crecimiento.

[0159] Cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia, fueron tratadas con compuestos antisentido duplex.
Para células cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos fueron lavados una vez con 200 pl de un medio sérico
reducido OPTI-MEM-1 (Gibco BRL) y luego se traté con 130 pl de OPTI-MEM-1 que contenia 12 pg/mililitros de
LIPOFECTINA (Gibco BRL) y el compuesto antisentido duplex deseado a una concentracion final de 200 nM.
Después de 5 horas de tratamiento, el medio es reemplazado con un medio fresco. Las células fueron cultivadas 16
horas después del tratamiento, en cuyo momento el ARN fue aislado y la reduccién del objetivo fue medida por RT-
PCR.

Ejemplo 6
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Aislamiento de los Oligonucledétidos

[0160] Después de la division del soporte sélido de vidrio de poros controlados y del desbloqueo en hidréxido de
amonio concentrado a 55 °C durante 12-16 horas, los oligonucleoétidos o los oligonucledsidos son recuperados por
medio de precipitaciones de 1M de NH4OAc con volimenes >3 de etanol. Los oligonucleodtidos sintetizados fueron
analizados por medio de espectroscopia de masa de electro aerosol (determinaciéon de la masa molecular) y por
medio de electroforesis de gel capilar y se estimé que era por lo menos un 70% de la longitud completa del material.
Los montos relativos de los enlaces de fosforotioatos y fosfodiesteres obtenidos en la sintesis se determiné por la
tasa de masa molecular correcta en relacion a los -16 amu del producto (+/-32 +/-48). Para algunos estudios los
oligonucleétidos fueron purificados por medio de HPLC, tal como se describi6é por Chiang et al., J. Biol. Chem. 1991,
266, 18162-18171. Los resultados obtenidos con el material purificado por HPLC fueron similares a aquellos
obtenidos con el material no purificado por medio de HPLC.

Ejemplo 7
Sintesis de Oligonucleétidos - Formato de Placas de 96 Pozos

[0161] Los oligonucledtidos fueron sintetizados por medio de quimica de fosforamiditas de fase soélida P(lll) en un
sintetizador automatizado capaz de ensamblar 96 secuencias simultaneamente en un formato de 96 pozos. Los
enlaces internucleosidicos de fosfodiesteres fueron generados por medio de oxidacion en yodo acuoso. Los enlaces
internucleosidicos de fosforotioato fueron generados por medio de sulfurizacién utilizando 1,1 diéxido de 3,H-1,2
benzoditiol-3-ona (Beaucage Reagent) en acetonitrilo anhidrido. Las fosforamidita de beta-cianoetil-diiso-propilo de
base estandar protegida fue comprada de proveedores comerciales (por ejemplo, PE-Applied Biosystems, Foster
City, CA, o Pharmacia, Piscataway, NJ). Los nucleésidos que no eran estandar fueron sintetizados por medio de
métodos estandar o patentados. Ellos son utilizados como fosforamiditas de beta-cianoetildiisopropilo de bases
protegidas.

[0162] Los oligonucleottidos fueron divididos del soporte y fueron desprotegidos con NH4OH concentrado a
temperaturas elevadas (55-60 °C) durante 12-16 horas y el producto liberado fue entonces secado al vacio. El
producto seco fue entonces re-suspendido en agua estéril para generar una placa maestra de la cual todas las
muestras de las placas analiticas y de prueba fueron entonces diluidas utilizando pipetas robéticas.

Ejemplo 8
Analisis de Oligonucleétidos - Formato de Placas de 96 Pozos

[0163] La concentracion de los oligonucleétidos en cada pozo fue evaluada por medio de la dilucion de muestras y la
espectroscopia de absorcion de UV. La integridad de longitud completa de los productos individuales fue evaluada
por medio de electroforesis capilar (CE - capillary electrophoresis) en un formato de 96 pozos (Beckman P/ACE™
MDQ) o, para muestras preparadas individualmente, un aparato comercial de CE (por ejemplo, Beckman P/ACE™
5000, ABI 270). La composicién base y de la estructura fue confirmada por andlisis de masa de los compuestos
utilizando espectros con espectroscopia de masa por electro aerosol. Todas las placas de pruebas de ensayo fueron
diluidas de la placa maestra utilizando pipetas roboéticas de un solo canal y de canales multiples. Se estimé que las
placas eran aceptables si por lo menos el 85% de los compuestos en la placa tenian un 85% de la longitud
completa.

Ejemplo 9
Cultivo Celular y Tratamiento de Oligonucleétidos

[0164] EI efecto de los compuestos antisentido en la expresion objetivo de acidos nucleicos puede probarse en
cualquiera de una variedad de tipos celulares siempre y cuando el acido nucleico objetivo esté presente a niveles
medibles. Esto puede determinarse rutinariamente utilizando, por ejemplo, el andlisis PCR o de Northern blot. Los
siguientes tipos celulares son suministrados para propositos ilustrativos, pero otros tipos celulares pueden ser
utilizado rutinariamente, siempre y cuando el objetivo esté expresado en el tipo celular escogido. Esto puede
determinarse facilmente por medio de métodos rutinarios en la industria, por ejemplo, el andlisis de Northern blot,
ensayos de proteccién de ribonucleasas, o RT-PCR.

Células T-24:

[0165] La linea celular T-24 de carcinoma de vejiga de células de transicion humanas fue obtenida del American
Type Culture Collection (ATCC - la Coleccién Americana de Tipos de Cultivos) (Manassas, VA). Las células T-24
fueron cultivadas rutinariamente en un medio completo basal 5A de McCoy (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)
suplementado con un 10% de suero fetal de ternero (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), penicilina 100 unidades
por mililitro, y estreptomicina de 100 pg por mililitro (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Las células fueron
pasadas rutinariamente por medio de tripnizacién y dilucion cuando alcanzaron una confluencia del 90%. Las células
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fueron sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria #353872) a una densidad de 7000 células/pozo para su
uso en un analisis de RT-PCR.

[0166] Para andlisis de Northern blot o de otro tipo, las células podrian ser sembradas en 100 mm u otras placas de
cultivos de tejidos estandar y tratadas en forma similar, utilizando volimenes apropiados de medio y de
oligonucledtidos.

Células A549:

[0167] La linea celular A549 de carcinoma de pulmén humano fue obtenida de la American Type Culture
Collection (ATCC - la Coleccion Americana de Tipos de Cultivos) (Manassas, VA). Las células A549 fueron
cultivadas rutinariamente en un medio basal DMEM (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) suplementada con un
10% de suero fetal de ternero (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), penicilina 100 unidades por mililitro, y
estreptomicina de 100 pg por mililitro (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Las células fueron pasadas
rutinariamente por medio de tripnizacion y dilucién cuando alcanzaron el 90% de confluencia.

Células NHDF:

[0168] Fibroblastos dermicos neonatales humanos (NHDF - Human neonatal dermal fibroblast) fueron obtenidos de
Clonetics Corporation (Walkersville, MD). Los NHDFs fueron mantenidos rutinariamente en un medio de crecimiento
de fibroblastos (Clonetics Corporation, Walkersville, MD) suplementados tal como fue recomendado por el
proveedor. Las células fueron mantenidas por hasta 10 pases tal como lo recomendo el proveedor.

Células HEK:

[0169] Los queratinocitos embrionarios humanos (HEK - Human embryonic keratinocytes) fueron obtenidos de
Clonetics Corporation (Walkersville, MD). Los HEKs fueron mantenidos rutinariamente en un medio de crecimiento
de queratinocitos (Clonetics Corporation, Walkersville, MD) formulado tal como lo recomendé el proveedor. Las
células fueron mantenidas rutinariamente por hasta 10 pases tal como lo recomendé el proveedor.

MCF7:

[0170] La linea celular MCF-7 de carcinoma de mama humana fue obtenida de la American Type Culture
Collection (ATCC - la Coleccién Americana de Tipos de Cultivos) (Manassas, VA). Las células MCF-7 fueron
cultivadas rutinariamente DMEM de glucosa baja (Gibco/Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementada con un
10% de suero fetal de becerro (Gibco/Life Technologies, Gaithersburg, MD). Las células fueron pasadas
rutinariamente por medio de tripnizacién y dilucién cuando alcanzaron el 90% de confluencia. Las células fueron
sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria
#3872) a una densidad de 7000 células/pozo para su uso en el analisis RT-PCR.

[0171] Para Northern blotts u otros analisis, las células pueden sembrarse a 100 mm u otras placas estandar de
cultivos de tejidos y pueden ser tratadas similarmente, utilizando volimenes apropiados de medios y
oligonucledétidos.

Células b.END:

[0172] La linea celular b.END endotelial de cerebro de raton fue obtenida del Dr. Werner Risau en el Max Plank
Instititute (Bad Nauheim, Alemania). Las células b.END fueron cultivadas rutinariamente en DMEM, de alta glucosa
(GibcolLife Technologies, Gaithersburg, MD) suplementadas con un 10% de suero fetal de becerro (Gibco/Life
Technologies, Gaithersburg, MD). Las células fueron pasadas rutinariamente por medio de tripnizacion y dilucion
cuando alcanzaron el 90% de confluencia. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria
#3872) a una densidad de 3000 células/pozo para su uso en analisis de RT-PCR.

[0173] Para un andlisis de Northern blots y de otro tipo, las células pueden ser sembradas en 100 mm u otras placas
de cultivo celular estandar y tratadas similarmente, utilizando volimenes apropiados de medios y de
oligonucledtidos.

Tratamiento con compuestos antisentido:

[0174] Cuando las células alcanzaron un 65-75% de confluencia, fueron tratadas con oligonucleétidos. Para las
células cultivadas en placas de 96 pozos, los pozos fueron lavados una vez con 100 pl de un medio sérico reducido
con OPTI-MEM™-1 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) y entonces fueron tratados con 130 pl de OPTI-MEM™-1
gue contenia 3.75 microgramos/mililitro de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) y la concentracién
deseada de oligonucleétidos. Las células fueron tratadas y la informacion fue obtenida por triplicado. Después de 4-7
horas de tratamiento a 37 °C, el medio fue reemplazado con un medio fresco. Las células fueron cultivadas 16-24
horas después del tratamiento de los oligonucleétidos.
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[0175] La concentracion de oligonucleétidos que se utilizd vario entre cada linea celular. Para determinar la
concentracion optima de oligonucledtidos para una linea celular especifica, las células son tratadas con un
oligonucledtido de control positivo en un rango de varias concentraciones. Para las células humanas el
oligonucledtido de control positivo es seleccionado de ISIS 13920 (TCCGTCATCGCTCCTCAGGG,
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1) la cual fue orientada hacia H-ras, o ISIS 18078, HUMANAS
(GTGCGCGCGAGCCCGAAATC, IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2) la cual fue orientada a las
quinasas-2 de la terminal Jun-N humana (JNK2 - Jun-N-terminal kinase-2). Ambos controles son gapmers de 2'-O-
metoxietilo (2'-O-metoxietilos mostrados en negrillas) con una estructura de fosforotioato. Para células de ratones o
de ratas el oligonucledtido de control positivo es ISIS 15770, ATGCATTCTGCCCCCAAGGA, IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 3, un gapmer 2'-O-metoxietilo (2'-O-metoxietilos mostrados en negrillas) con una
estructura de fosforotioato que es orientada hacia el raton y la rata c-raf. La concentracién de oligonucleétidos de
control positivo que resultaron en un 80% de inhibicion de ARNm de c-H-ras (para ISIS 13920), JNK2 (para ISIS
18078) o c-raf (para ISIS 15770) es utilizada entonces como una concentracién de examinaciéon para nuevos
oligonucledtidos en experimentos subsiguientes para aquella linea celular. Si el 80% de inhibicion no fue alcanzado,
la concentracién mas baja de los oligonucleétidos de control positivo que resultaron en un 60% de inhibicion del
ARNmM de c-H-ras, JNK2 o c-raf es utilizada entonces como la concentracién de examinacion de los oligonucleétidos
en experimentos subsiguientes para aquella linea celular. Si el 60% de inhibicién no fue alcanzado, aquella linea
celular especifica es considerada como no apropiada para experimentos de transfeccién de oligonucleétidos. Las
concentraciones de oligonucle6tidos antisentido aqui utilizadas son de 50 nM a 300 nM.

Ejemplo 10
Andlisis de inhibicién de oligonucleétidos de la ex presion del receptor de la hormona de crecimiento

[0176] La modulacion antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento puede ser probada en
una variedad de formas conocidas en la industria. Por ejemplo, los niveles del ARNm del receptor de la hormona de
crecimiento pueden cuantificarse por medio de, por ejemplo, un analisis de Northern blots, reacciones en cadena de
polimerasa competitivas (PCR - polymerase chain reaction), o PCR en tiempo real (RT-PCR - real-time PCR). El
PCR cuantitativo en tiempo real es preferido actualmente. El andlisis de ARN puede realizarse en ARN o poly(A)+
mRNA celular total. El método preferido de analisis de ARN es el uso de ARN celular total tal como se describi6 en
otros ejemplos en este documento. Métodos para el aislamiento de ARN son bien conocidos en la industria. Los
analisis de Northern blots también son rutinarios en la industria. (PCR) cuantitativo en tiempo real puede lograrse
convenientemente utilizando los sistemas de deteccion secuencial ABI PRISM™ 7600, 7700, o 7900 los cuales son
comercialmente disponibles, de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizadas de acuerdo a las instrucciones
del fabricante.

[0177] Los niveles proteinicos del receptor de la hormona de crecimiento pueden cuantificarse en una variedad de
formas bien conocidas en la industria, tales como inmunoprecipitaciéon, andlisis de western blots (inmuno-
manchado), ensayo por inmunoadsorcion vinculado a enzimas (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay),
organizacion celular activada por fluorescencia (FACS - fluorescence-activated cell sorting). Los anticuerpos
dirigidos al receptor de la hormona de crecimiento pueden ser identificados y obtenidos de una variedad de fuentes,
tales como el catdlogo MSRS de anticuerpos (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden ser preparados por
medio de métodos de generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales los cuales son bien conocidos en la
industria.

[0178] La reduccidon en la expresion del receptor de la hormona de crecimiento también puede medirse
indirectamente al medir las reducciones del factor de crecimiento similar a la insulina-l1 en el suero y otros fluidos,
tejidos u érganos corporales.

Ejemplo 11

Disefio de ensayos fenotipicos y estudios in vivo pa ra el uso de inhibidores del receptor de la hormona de
crecimiento

Ensayos fenotipicos

[0179] Una vez que los inhibidores del receptor de la hormona de crecimiento han sido identificados por los métodos
aqui descritos, los compuestos son investigados alin mas en uno o mas ensayos fenotipicos, teniendo cada uno
puntos finales medibles los cuales son pronosticables en cuanto a su eficacia en el tratamiento de un estado o
condicion de enfermedad en particular. Los ensayos fenotipicos, los botiquines y los reactivos para su uso son bien
conocidos para aquellas personas con conocimiento en la industria y son utilizados en este documento para
investigar el rol y/o la asociacién con el receptor de la hormona de crecimiento en salud y enfermedad. Los ensayos
fenotipicos representativos, los cuales pueden ser comprados de cualquiera de varios proveedores comerciales,
incluyendo aquellos para determinar la viabilidad celular, la cito toxicidad, la proliferacién celular o la supervivencia
celular (Molecular Probes, Eugene, OR; PerkinElmer, Boston, MA), los ensayos que se basan en proteinas
incluyendo ensayos enzimaticos (Panvera, LLC, Madison, WI; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ; Oncogene
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Research Products, San Diego, CA), la regulacion celular, la transduccién de sefializacion, la inflamacion, los
procesos oxidantes y la apoptosis (Assay Designs Inc., Ann Arbor, MI), la acumulacién de triglicéridos (SigmaAldrich,
St. Louis, MO), los ensayos de angiogénesis, los ensayos de formacion de cubos, los ensayos de citoquinas y
hormonas y los ensayos metabdlicos (Chemicon International Inc., Temecula, CA; Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ).

[0180] En un ejemplo no limitante, células que se determinaron ser apropiadas para un ensayo fenotipico en
particular (es decir, células MCF-7 seleccionadas para estudios del cancer de la mama; adipocitos para estudios de
la obesidad) son tratadas con inhibidores del receptor de la hormona de crecimiento identificadas a partir de los
estudios in vitro, asi como compuestos de control a concentraciones Optimas los cuales se determinaron mediante
los métodos descritos anteriormente. Al final del periodo de tratamiento, las células tratadas y no tratadas son
analizadas por uno o mas métodos especificos para el ensayo para determinar los resultados y los puntos finales
fenotipicos.

[0181] Los puntos finales fenotipicos incluyen cambios en la morfologia celular a lo largo del tiempo o la dosis de
tratamiento, asi como cambios en los niveles de los componentes celulares tales como las proteinas, los lipidos, los
acidos nucleicos, las hormonas, los sacaridos o los metales. Mediciones del estado celular que incluye el pH, la
etapa del ciclo celular, la ingestion o la excrecion de indicadores bioldgicos por la célula, también son puntos finales
de interés.

[0182] Analisis del genotipo de la célula (medicién de la expresion de uno o mas genes de la célula) después del
tratamiento también se utilizan como un indicador de la eficacia o la potencia de los inhibidores del receptor de la
hormona de crecimiento. Genes representativos, o aquellos genes que se sospecha que estan asociados con un
estado, condicion o fenotipo de enfermedad especifica, son medidos en células tratadas y no tratadas.

Estudios in vivo

[0183] Los sujetos individuales de los estudios in vivo aqui descritos son animales vertebrados de sangre caliente,
gue incluyen a humanos.

[0184] El ensayo clinico es sujeto a controles rigurosos para asegurar que los individuos no estén corriendo riesgos
innecesariamente y que estan completamente informados acerca de su rol en el estudio. Para contabilizar los
efectos psicologicos de la recepcion de tratamientos, los voluntarios son administrados aleatoriamente placebos o
inhibidores del receptor de la hormona de crecimiento. Ademas, para prevenir que los doctores se parcialicen en
relacion a los tratamientos, ellos no estan informados acerca de si el medicamento que estan administrando es un
inhibidor del receptor de la hormona de crecimiento o un placebo. Utilizando este método aleatorio, cada voluntario
tiene la misma oportunidad de recibir al nuevo tratamiento o al placebo.

[0185] Los voluntarios reciben al inhibidor del receptor de la hormona de crecimiento o al placebo durante un
periodo de 8 semanas con parametros biolégicos asociados con el estado o condicion de la enfermedad indicada
que se va midiendo al inicio (las mediciones de linea base antes de cualquier tratamiento), al final (después del final
del tratamiento), y a intervalos regulares durante el periodo de estudio. Aquellas mediciones incluyen los niveles de
las moléculas de acido nucleico que codifican al receptor de la hormona de crecimiento o a los niveles proteinicos
del receptor de la hormona de crecimiento en fluidos, tejidos u 6rganos corporales en comparacion con los niveles
pre-tratamiento. Otras medidas incluyen, pero no se limitan a, indices del estado o condicién de la enfermedad que
se esta tratando, la masa corporal, la presidon sanguinea, titulos séricos de indicadores farmacolégicos de la
enfermedad o de la toxicidad, asi como medidas ADME (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion).

[0186] La informacion registrada para cada paciente incluye la edad (afios), el género, la altura (centimetros), el
historial familiar del estado o condicién de la enfermedad (si/no), clasificacién de la motivacion (algo/moderada /
bastante) y el niUmero y tipo de regimenes previos de tratamiento para la enfermedad o condicién indicada.

[0187] Voluntarios que participaron en este estudio son adultos saludables (edades entre 18 y 65 afios de edad) y
aproximadamente un nimero igual de hombres y mujeres participaron en el estudio. Voluntarios con ciertas
caracteristicas fueron distribuidos igualmente para el tratamiento con placebo y con el inhibidor del receptor de la
hormona de crecimiento. En general, los voluntarios tratados con placebo tuvieron una respuesta pequefia o ninguna
respuesta al tratamiento, mientras que los voluntarios tratados con el inhibidor del receptor de la hormona de
crecimiento mostraron tendencias positivas en su indice de estado o condicidn de la enfermedad cuando finalizé el
estudio.

Ejemplo 12
Aislamiento de ARN

Aislamiento de Poly(A) + mMARN
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[0188] El Poly(A)+ mRNA fue aislado de acuerdo a Miura et al., (Clin. Chem., 1996, 42, 1758-1764). Otros métodos
para el aislamiento de poly(A)+ ARNm son rutinarios en la industria. Brevemente, para las células cultivadas en
placas de 96 pozos, el medio de crecimiento fue removido de las células y cada pozo se lavé con 200 pl de PBS frio.
Se agregaron 60 pl de amortiguador de lisis (10 mM de Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM de EDTA, 0.5 M de NacCl, 0.5% de
NP-40, 20 mM de un complejo vanadilo-ribonucledsido) fue agregado a cada pozo, la placa fue agitada suavemente
y luego incubada a la temperatura del cuarto durante 5 minutos. 55 pl del lisado fueron transferidos a placas de 96
pozos (AGCT Inc., Irvine CA) cubiertas con Oligo d(T). Las placas fueron incubadas durante 60 minutos a la
temperatura del cuarto, lavadas 3 veces con 200 ul de amortiguador de lavado (10 mM de Tris-HCI pH 7.6, 1 mM de
EDTA, 0.3 M de NacCl). Después del lavado final, la placa fue manchada en toallas de papel para remover el exceso
de amortiguador de lavado y luego secada con aire durante 5 minutos. Se agregaron 60 pl de amortiguador de
elucién (5 mM de Tris-HCI pH 7.6), recalentados a 70 °C en cada pozo, la placa fue incubada en una placa caliente a
90 °C durante 5 minutos, y el eluido fue transferido entonces a una placa fresca de 96 pozos.

[0189] Las células cultivadas en placas de 100 mm o de otro estandar pueden ser tratada similarmente, utilizando
volumenes apropiados de todas las soluciones.

Aislamiento total de ARN

[0190] El ARN total fue aislado utilizando un botiquin RNEASY 96™ y amortiguadores comprados de Qiagen Inc.
(Valencia, CA) siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante. Brevemente, para las células
cultivadas en placas de 96 pozos, el medio de crecimiento fue removido de las células y cada pozo fue lavado con
200 pl de PBS frio. Se agregaron 150 pl de amortiguador RTL a cada pozo y la placa fue agitada vigorosamente
durante 20 segundos. 150 pl de un 70% de etanol se agregd entonces a cada pozo y los contenidos fueron
mezclados por medio de pipetas 3 veces de arriba a abajo. Las muestras fueron transferidas entonces a la placa de
pozos RNEASY 96™ la cual estaba adjunta a colector QIAVAC™ calzado con una bandeja de recoleccién de
desperdicios y adjunto a una fuente de succion. El vacio fue aplicada durante un minuto. 500 ul del amortiguador
RW1 fueron agregados a cada pozo de la placa RNEASY 96™ e incubados durante 15 minutos y el vacio fue
aplicado nuevamente durante un minuto. Se agregaron 500 pl adicionales del amortiguador RW1 a cada pozo de la
placa RNEASY 96™ y la succién fue aplicada durante 2 minutos. Se agreg6 un micro litro de amortiguador RPE a
cada pozo de la placa RNEASY 96™ vy la succion fue aplicada durante un periodo de 90 segundos. El lavado del
amortiguador RPE fue repetido entonces y la succién fue aplicada durante unos 3 minutos adicionales. La placa fue
removida entonces del colector QIAVAC™ vy secada en toallas de papel. La placa fue adherida nuevamente
entonces al colector QIAVAC™ calzado con una estanteria de tubos de recoleccion que contenia tubos de
recoleccién de una. 2 ml. El ARN fue diluido entonces con pipetas colocando 140 pl de Rib6 nucleasas libres de
agua en cada pozo, incubandose durante un minuto, y luego aplicando el vacio durante 3 minutos.

[0191] EI uso repetitivo de pipetas y de los pasos de elucién pueden ser automatizados utilizando el QIAGEN Bio-
Robot 9604 (Qiagen, Inc., Valencia CA). Esencialmente, después de lisar a las células en la placa del cultivo, la
placa es transferida a la cubierta del robot donde el uso de pipetas, los pasos de tratamiento y de elucién de la
deoxirribonucleasa son ejecutados.

Ejemplo 13

Andlisis PCR Cuantitativo en Tiempo Real del Recepto r de los Niveles de ARNm de la Hormona de
Crecimiento

[0192] La cuantificaciéon de los niveles del ARNm del receptor de la hormona de crecimiento se logré por medio de
PCR cuantitativo en tiempo real utilizando el sistema de deteccion secuencial ABI PRISM™ 7600, 7700, o 7900 (PE-
Applied Biosystems, Foster City, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de deteccion
de fluorescencia de tubo cerrado, que no se basa en gel, que permite cuantificaciones de alto caudal de productos
de reaccion es en cadena de polimerasa (PCR - polymerase chain reaction) en tiempo real. Al contrario que en el
caso del PCR estandar en el cual los productos de amplificaciéon son cuantificados después de que el PCR ha sido
completado, los productos en el PCR cuantitativo en tiempo real son cuantificados mientras se van acumulando.
Esto se logra al incluir en la reaccion de PCR una sonda de oligonucleétidos que recoce especificamente entre los
cebadores PCR hacia adelante y en reversa, y contiene 2 coloraciones fluorescentes. Un colorante reportador (por
ejemplo, FAM o JOE, obtenidos de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies Inc., Alameda,
CA o Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, I1A) es adherida al extremo 5’ de la sonda y una coloracién
neutralizadora (por ejemplo, TAMRA, obtenida de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies
Inc., Alameda, CA o Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, I1A) es adherida al extremo 3’ de la sonda. Cuando
la sonda y las coloraciones estan intactas, la emision de la coloracién reportadora es neutralizada por la proximidad
de la coloracion de neutralizacion en el 3'. Durante la amplificacion, el recocido de la sonda a la secuencia objetivo
crea un sustrato que puede ser dividido por la actividad exonucleasa de 5’ de la polimerasa Tag. Durante la fase de
extension del ciclo de amplificacion del PCR, la division de la sonda por la polimerasa Taq libera a la coloracién
reportadora del resto de la sonda (y por lo tanto de la particula neutralizadora) y una sefial fluorescente de secuencia
especifica es generada. Con cada ciclo, moléculas adicionales de la coloracion reportadora son divididas de sus
sondas respectivas, y la intensidad de fluorescencia es monitoreada en intervalos regulares por medio de éptica
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laser integrada en el sistema de deteccién secuencial de ABI PRISM™. En cada ensayo, una serie de reacciones
paralelas que contienen diluciones en serie del ARNm de muestras de control no tratadas genera una curva
estandar que es utilizada para cuantificar la inhibicion porcentual después del tratamiento de oligonucleétidos
antisentido de las muestras de prueba.

[0193] Antes del andlisis cuantitativo de PCR, conjuntos cebadores - sondas especificos al gen objetivo que se esta
midiendo son evaluados para detectar su capacidad para ser “multiplexados” con una reaccién de amplificacion
GAPDH. En el multiplexamiento, el gen objetivo y el gen estandar interno de GAPDH son amplificados
concurrentemente en una sola muestra. En este analisis, el ARNm aislado de las células no tratadas es diluido en
serie. Cada dilucién es amplificada en la presencia de los conjuntos de cebadores - sondas especificos, Gnicamente
para GAPDH, Unicamente para el gen objetivo (“‘un solo-plex”), o para ambos (multiplex). Después de la
amplificacion de PCR, curvas estandar de las sefiales ARNm GAPDH y objetivo en funcion de la diluciéon son
generadas de muestras de un solo plex y de varios plex. Si la inclinacién y el coeficiente de correlacion de la GAPDH
y las sefales objetivo generadas de las muestras multiplexadas caen dentro del 10% de sus valores
correspondientes generados de las muestras de un solo plexamiento, el conjunto de cebadores - sondas especifico
para el objetivo se estima que tiene la capacidad de ser multiplexado. Otros métodos de PCR también son
conocidos en la industria.

[0194] Los reactivos PCR fueron obtenidos de Invitrogen Corporation, (Carlsbad, CA). Las reacciones RT-PCR
fueron ejecutadas al agregar 20 pl de un cdéctel PCR (2.5x de amortiguador PCR menos MgCI2, 6.6 mM de MgClI2,
375 mM de cada uno de dATP, dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM de cada uno de cebador hacia adelante y cebador en
reversa, 125 nM de la sonda, 4 unidades del inhibidor de ribonucleasa, 1.25 unidades de PLATINUM® Tag, 5
unidades de la transcriptasa en reversa de MuLV, y 2.5x de la coloracion ROX) a placas de 96 pozos que contenian
30 pl de una solucién de ARN total (20-200 ng). La reaccion RT fue ejecutada por medio de incubacién durante 30
minutos a 48 °C. Después de una incubacién durante 10 minutos a 95 °C para activar al PLATINUM® Taq, se
ejecutaron 40 ciclos de 2 pasos de protocolo de PCR: 95 °C durante 15 segundos (desnaturalizacion) seguido por 60
°C durante 1.5 minutos (recocido/extensién).

[0195] Las cantidades obtenidas del objetivo genético por el RT-PCR en tiempo real son analizadas utilizando el
nivel de expresion de GAPDH, un gen cuya expresidon es constante, o al cuantificar al ARN total utilizando
RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR). La expresion GAPDH es cuantificada por medio de RT-PCR en tiempo real, o al ejecutarse
simultdaneamente con el objetivo, por medio de multiplexado, o por separado. El ARN total es cuantificado utilizando
el reactivo de cuantificacion de ARN RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). Los métodos de
cuantificacion de ARN de RiboGreen™ son ensefiados en Jones, L.J., et al, (Analytical Biochemistry (Bioquimica
Analitica)., 1998, 265, 368-374).

[0196] En este ensayo, 170 pl del reactivo de trabajo RiboGreen™ (reactivo RiboGreen™ diluido a 1:350 en 10mM
de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 7.5) colocado con pipetas en una placa de 96 pozos que contienen 30 pl de ARN
celular purificado. La placa es leida en un CytoFluor 4000 (PE Applied Biosystems) con una excitacién de 485 nmy
una emision de 530 nm.

[0197] Las ondas y cebadores para el receptor de la hormona de crecimiento humana fueron disefiadas para
hibridarse a una secuencia de receptor de hormona de crecimiento humana, utilizando informacién secuencial
publicada (acceso del GenBank (Banco Genético) numero NM_000163.1, incorporado en este documento como la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4). Para el receptor de la hormona de crecimiento humana los
cebadores de PCR fueron:

cebador hacia adelante: GATGTCCCAATGTGACATGCA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 5) cebador
en reversa: AAGTAGGCATTGTCCATAAGGAAGTT (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6) y la sonda PCR
fue: FAM-CCGGAAATGGTCTCACTCTGCCAAGA-TAMRA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 7), donde
FAM es el colorador fluorescente y TAMRA es el colorador neutralizador. Para la GAPDH humana los cebadores
PCR fueron: cebador hacia adelante: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 8)
cebador en reversa: GAAGATGGTGATGGGATTTC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 9) y la sonda PCR
fue: 5 JOE-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC- TAMRA 3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 10) donde JOE
es el colorante fluorescente reportador y TAMRA es el colorante neutralizador.

[0198] Las ondas y cebadores para el receptor de la hormona de crecimiento de raton fueron designadas para
hibridarse a una secuencia del receptor de la hormona de crecimiento de ratén, utilizando informacién secuencial
publicada (acceso del GenBank (Banco Genético) nimero NM_010284.1, incorporado en este documento como la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 11). Para el receptor de la hormona de crecimiento los cebadores de
PCR fueron:

cebador hacia adelante: TTGACGAAATAGTGCAACCTGATC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 12)
cebador en reversa: CGAATCCCGGTCAAACTAATG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 13) y la sonda
PCR fue: FAM-CATTGGCCTCAACTGGACTTTACTAA-TAMRA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 14)
donde FAM es el colorante reportador fluorescente y TAMRA es el colorante neutralizador. Para la GAPDH de ratén
los cebadores PCR fueron:
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cebador hacia delante: GGCAAATTCAACGGCACAGT (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 15) cebador en
reversa: GGGTCTCGCTCCTGGAAGAT (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 16) y la sonda PCR fue: 5
JOE-AAGGCCGAGAATGGGAAGCTTGTCATC- TAMRA 3’ (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 17) donde
JOE es el colorante reportador fluorescente y TAMRA es el colorante neutralizador.

Ejemplo 14
Analisis de Northern blot de los niveles de ARNm de | receptor de la hormona de crecimiento

[0199] 18 horas después del tratamiento antisentido, las monocapas celulares fueron lavadas 2 veces con PBS frio y
se lisaron en 1 ml de RNAZOL™ (TEL-TEST "B" Inc., Friendswood, TX). El ARN total fue preparado siguiendo los
protocolos recomendados por el fabricante. 20 pg de ARN total fueron fraccionados por medio de electroforesis a
través de 1.2 por ciento de geles de agarosa que contenian 1.1 por ciento de formaldehido utilizando un sistema
amortiguador de MOPS (AMRESCO, Inc. Solon, OH). El ARN fue transferido desde el gel a membranas nylon
HYBOND™-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) por medio de una transferencia capilar durante la
noche utilizando el sistema de amortiguacion de transferencia Northern/Southern (TEL-TEST "B" Inc., Friendswood,
TX). La transferencia de ARN fue confirmada por medio de visualizacion ultravioleta. Las membranas fueron fijadas
por medio de vinculaciones transversales ultravioleta utilizando un STRATALINKER™ UV Crosslinker 2400
(Stratagene, Inc, La Jolla, CA) y luego se sondearon utilizando la solucién de hibridacion QUICKHYB™ (Stratagene,
La Jolla, CA) utilizando las recomendaciones del fabricante para condiciones exigentes.

[0200] Para detectar el receptor de la hormona de crecimiento humana, una sonda especifica para el receptor de la
hormona de crecimiento humana fue preparada por medio de PCR utilizando el cebador hacia adelante
GATGTCCCAATGTGACATGCA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 5) y el cebador en reversa
AAGTAGGCATTGTCCATAAGGAAGTT (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6). Para normalizar las
variaciones de eficiencia de carga y transferencia, las membranas fueron extirpadas y sondeadas para detectar ARN
de deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH) (Clontech, Palo Alto, CA).

[0201] Para detectar el receptor de la hormona de crecimiento de ratén, se prepar6 una sonda especifica del
receptor de la hormona de crecimiento de ratdn por medio de PCR utlizando el cebador hacia adelante
TTGACGAAATAGTGCAACCTGATC (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 12) y el cebador en reversa
CGAATCCCGGTCAAACTAATG (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 13) para normalizar las variaciones
de eficiencia de carga y de transferencia, las membranas fueron extirpadas y sondeadas para detectar el ARN de
deshidrogenasa de gliceraldehido-3-fosfato de ratén (GAPDH) (Clontech, Palo Alto, CA).

[0202] Membranas hibridadas fueron visualizadas y cuantificadas utilizando los softwares PHOSPHORIMAGER™ y
IMAGEQUANT™ V3.3 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). La informacién fue normalizada a niveles de GAPDH
en controles sin tratamiento.

Ejemplo 15
Inhibicién antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento humana por medio de
oligonucleétidos quiméricos de fosforotioato que ti enen alas 2’-MOE y un vacio deoxi

[0203] Una serie de compuestos antisentido fueron disefiados para usar como objetivo a diferentes regiones del
ARN de receptor de la hormona de crecimiento humana, utilizando secuelas publicadas (acceso del GenBank
(Banco Genético) nimero NM_000163.1, incorporado en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERQO: 4, y el complemento de las posiciones 468085 a 502183 de la secuencia con el acceso del GenBank
nimero NT_006702.8, incorporado en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 18).
Los compuestos son mostrados en la tabla 1. El “lugar objetivo” indica el primer nimero de nucle6tidos (5’-mayoria)
en la secuencia objetivo particular a la cual se enlaza el compuesto. Todos los compuestos en la tabla 1 son
oligonucleétidos quiméricos (“gapmers”), con 20 nucleétidos de largo, compuestos de una region “vacia” central que
consiste de 10 2'-deoxinucleétidos, que son rodeados por ambos lados (en las direcciones 5’ y 3') por “alas” de 5-
nucleétidos. Las alas son compuestas de nuclettidos 2'-metoxietilo (2'-MOE). Los enlaces internucleosidicos
(estructurales) son tipo fosforotioato (P = S) a lo largo de los oligonucleétidos. Todos los residuos de citidina son 5-
metilcitidinas. Los compuestos fueron analizados por su efecto en los niveles de ARNm del receptor de la hormona
de crecimiento humana por medio de PCR cuantitativo en tiempo real tal como se describid en otros ejemplos en
este documento. Los datos son promedios de 3 experimentos en los cuales las células MCF7 fueron tratadas con los
oligonucleétidos antisentido. El control positivo para cada dato es identificado en la tabla por el niumero de
identificacion secuencial. Si estuviese presente, “N.D.” indica “sin datos” (“no data”).
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Tabla 1

Inhibicién de los niveles de ARNm de receptor de la
guiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y

hormona de crecimie nto humana por oligonucle6tidos

un vacio de deoxi

Isis # Region Identificacion Lugar Secuencia % Identificacion Identificacion
secuencial objetivo objetivo inhib secuencial nimero secuencial de
ndmero control

numero

227452 | Codificacion | 4 332 tcagggcattctttccattc 79 19 1

227453 | Caodificacion | 4 337 cataatcagggcattctttc 52 20 1

227464 | Codificacion | 4 947 cctttaatctttggaactgg 58 21 1

227468 | Codificacion | 4 1079 tcatcaatatctagctcaat 62 22 1

227465 | Codificacion | 4 1124 cttagaagtctgtctgtgtc 63 23 1

227475 | Caodificacion | 4 1514 cctgctggtgtaatgteget 68 24 1

227480 | Codificacion | 4 1724 atgtaaatgtcctcttggtt 66 25 1

227481 | Caodificacion | 4 1729 tggtgatgtaaatgtcctct 45 26 1

227402 | Codificacion | 4 1734 ttctgtggtgatgtaaatgt 53 27 1

227483 | Caodificacion | 4 1733 aggctttctgtggtgatgta 75 28 1

227484 | Caodificacion | 4 1744 tggtaaggctttctgtggtg 63 29 1

227488 | Caodificacion | 4 1922 agttggtctgtgctcacata 86 30 1

227489 | Codificacion | 4 1927 tgttcagttggtctgtgctc 75 31 1

227490 | Codificacion | 4 1936 gcatgattttgttcagttgg 67 32 1

227499 | 3UTR 4 2656 tataaaagggctttgtaaaa 14 33 1

227500 | 3UTR 4 4043 catagcagcaaagtagcaga | 69 34 1

227501 | 3UTR 4 4183 gctatttttggctatagaaa 64 35 1

227502 | 3UTR 4 4197 gattgaggtatttagctatt 56 36 1

272302 | Codén 4 31 gatccatacctgtaggacct 60 37 1

inicial

272303 | Codon 4 36 ccagagatccatacctgtag 55 38 1

inicial

272304 | Codificacion | 4 115 tgctaaggatagctgcetgtg 48 39 1

272305 | Codificacion | 4 160 ttgtctttaggcctggatta 68 40 1

272306 | Codificacion | 4 170 ttagaagaatttgtctttag 13 41 1

272307 | Caodificacion | 4 185 gtgaatttaggctccttaga 55 42 1

272308 | Caodificacion | 4 274 gctgtatgggtcctaggttc 57 43 1

272309 | Codificacion | 4 362 taacagctgttttccccagce 85 44 1

272310 | Codificacion | 4 439 tttcatccactgtaccacca 76 45 1

272311 | Codificacion | 4 468 ttgcactatttcatcaacag 47 46 1

272312 | Caodificacion | 4 480 gggtggatctggttgcacta 57 47 1

272313 | Caodificacion | 4 564 attgcgtggtgcttcccatc 77 48 1

272314 | Caodificacion | 4 652 tagggtccatcattttccat 56 49 1

272315 | Codificacion | 4 684 caatgagtacactggaactg | 53 50 1

272316 | Codificacion | 4 752 aactcgccataatttccaga 64 51 1

272317 | Caodificacion | 4 857 agcccaaatattccaaagat | 65 52 1

272318 | Caodificacion | 4 913 tcagcattttaatcctttgc 55 53 1

272319 | Codificacion | 4 979 attttccttccttgaggaga 67 54 1

272320 | Codificacion | 4 1000 agattgtgttcacctcctct 70 55 1

272321 | Codificacion | 4 1053 aacccaagagtcatcactgt 64 56 1

272322 | Caodificacion | 4 1084 ctggctcatcaatatctagce 84 57 1

272323 | Caodificacion | 4 1110 tgtgtctgattcctcagtct 67 58 1

272324 | Caodificacion | 4 1236 tatgtcattggcattgaaat 53 59 1

272325 | Codificacion | 4 1302 aaggcataagagatctgctt 66 60 1

272326 | Codificacion | 4 1420 actcagctccttcagtagga 77 61 1

272327 | Caodificacion | 4 1560 ggacatccctgcecttattct 60 62 1

272328 | Codificacion | 4 1623 ggcattgtccataaggaagt 85 63 1

272329 | Codificacion | 4 1651 actttttggcatctgcctca 63 64 1

272330 | Codificacion | 4 1656 gatgcactttttggcatctg 47 65 1

272331 | Codificacion | 4 1861 cagtcgcattgagtatgagg 67 66 1

272332 | Caodificacion | 4 1884 ctctttgtcaggcaagggca 75 67 1

272333 | Caodificacion | 4 1913 gtgctcacatagccacatga 72 68 1

272334 | Codén de | 4 1949 aagaaaggctaaggcatgat | 61 69 1

parada

272335 | 3UTR 4 1973 aaatacgtagctcttgggaa 47 70 1

272336 | 3UTR 4 2196 caatcactgctactaaacag 69 71 1

272337 | 3UTR 4 2249 aaacatagccattcaatgct 39 72 1
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272338 | 3UTR 4 2337 gtgctatggtttgcattcaa 78 73 1
272339 | 3UTR 4 2454 gttttacatatccaaactat 72 74 1
272340 | 3UTR 4 2853 catcaaccaagatttggtga 69 75 1
272341 | 3UTR 4 2988 gaggctatagatcttatctc 65 76 1
272342 | 3UTR 4 3271 tagtgagaaagaaagtttct 45 77 1
272343 | 3UTR 4 3765 aatgctctcaagaatgatgt 48 78 1
272344 | 3UTR 4 3980 acactcaattctagcttttc 60 79 1
272345 | 3UTR 4 4011 catctattacaaataacatg 24 80 1
272346 | 3UTR 4 4057 ctcttggagaaaaccatagc 67 81 1
272347 | 3UTR 4 4097 tctacactgatgatacttta 62 82 1
272348 | 3UTR 4 4120 cacagctttgaattgaatta 57 83 1
272349 | 3UTR 4 4133 agtcttccaaacacacagct 68 84 1
272350 | 3UTR 4 4156 aggctgttgtgaaatagtaa 67 85 1
272351 | 3UTR 4 4170 atagaaatgttgtcaggctg 57 86 1
272352 | 3UTR 4 4218 ccaaaatgacattctgagac 77 87 1
272353 | 3UTR 4 4245 ataatggcttatgtggccac 72 86 1
272354 | Intrén 18 2571 agttatgtaaccctgattga 65 89 1
272355 | Union 18 6416 ttgagtgttgticctaaaatgaa | 24 90 1
intrén: exén
272356 | Intron 18 8405 atggaggctggaggticaaa | 63 91 1
272357 | Unidn 18 22712 tagggtccatctttcaagac 62 92 1
intrén: exén
272358 | Intrén 18 25543 tctccagatagaatctaaac 53 93 1
272359 | Intrén 18 29755 tccaaatattctggtacttt 72 94 1
272360 | Unidn 18 29935 tattagttaccttgaggaga 0 95 1
intrén: exén
272361 | Unidn 18 30267 attttccttcctagaaaata 10 96 1
intrén: exén

[0204] Tal como se muestra en la tabla 1, las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 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, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89,
91, 92, 93 y 94 demostraron por lo menos un 45% de inhibicion de la expresién del receptor de la hormona de
crecimiento humana en este ensayo y son, por lo tanto, preferidas. Mas preferidas son las IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS 30, 44 y 57.

[0205] ISIS 272322 (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 57) es dirigida al exén 10, una regién que
aparece en todas las transcripciones del receptor de la hormona de crecimiento. Los compuestos dirigidos al exdn
10 son, por lo tanto, secciones preferidas para su uso en el invento. Se reportdé que el exon 3 era alternamente
empalmado en la transcripcién o transcripciones humanas. Esta también podria ser una region objetiva preferida.

[0206] Las regiones objetivo a las cuales las secuencias antisentido preferidas de la tabla 2 complementan, son
denominadas en este documento como “segmentos objetivo preferidos” y son, por lo tanto, objetivos preferidos de la
direccion de los compuestos para su uso en este invento. Estos segmentos objetivo preferidos son mostrados en la
tabla 3. Los segmentos representan el complemento en reversa de los compuestos antisentido preferidos que se
muestra en la tabla 1. El “lugar objetivo” indica el primer nimero de nucleétido (5'-mayoria) en el acido nucleico
objetivo especifico al cual se enlaza el oligonucleétido. También se muestra en la tabla 3 las especies en las cuales
cada uno de los segmentos objetivo preferidos fueron encontrados.

Ejemplo 16
Inhibicién antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento del raton por medio d e
oligonucledtidos quiméricos de fosforotioato que ti enen alas 2'-MOE y un vacio de deoxi

[0207] Una 22 serie de compuestos antisentido fue disefiada para usar como objetivo a regiones diferentes del ARN
del receptor de la hormona de crecimiento del raton, utilizando secuencias publicadas (acceso del GenBank (Banco
Genético) nimero NM_010284.1, incorporada en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 11, una variante del acceso del GenBank (Banco Genético) nimero AF120480.2 con un lugar de
empalme alterno al exén 1B: exdn 2, incorporada en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 97, una variante del acceso del GenBank (Banco Genético) nimero AF120480.2 con un lugar alterno de
empalme al exdn IC:exén 2, incorporada en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
98, una variante del acceso del GenBank (Banco Genético) nimero AF120480.2 con un lugar alterno de empalme al
exon 1D:exén 2, incorporado en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 99, y una
secuencia derivada de los accesos del GenBank (Banco Genético) numeros AF120480.2 y AC073753.1,
representando una secuencia genémica, incorporada en este documento como la IDENTIFICACION SECUENCIAL
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NUMERO: 100). Los compuestos se muestran en la tabla 2. El “lugar objetivo” indica el primer nimero de nucleétido
(5’-mayoria) en el acido nucleico objetivo especifico al cual se enlaza el compuesto. Todos los compuestos en la
tabla 2 son oligonucleétidos quiméricos (“gapmers”) de 20 nucleétidos de longitud, compuestos de una region “vacia”
central que consiste de 10 2’-deoxinucleétidos, que son rodeados en ambos lados (en las direcciones 5’ y 3’) por
“alas” de 5-nucledtidos. Las alas son compuestas de nucleétidos 2'-metoxietilo (2'-MOE). Los enlaces
internucleosidicos (estructurales) son fosforotioatos (P = S) a lo largo del oligonucleétido. Todos los residuos de
citidina son 5-metilcitidinas. Los compuestos fueron analizados para detecta dar su efecto en los niveles de ARNm
del receptor de la hormona de crecimiento del ratébn por medio de PCR cuantitativo en tiempo real tal como se
describié en otros ejemplos de este documento. Los datos son los promedios de 3 experimentos en los cuales las
células b.END fueron tratadas con oligonucleétidos antisentido. El control positivo para cada dato es identificado en
la tabla por el nimero de identificacion secuencial. Si estuviese presente, “N.D.” indica “sin datos” (“no data”).

Tabla 2
Inhibicion de los niveles de ARNm del receptor de |  a hormona de crecimiento de ratén por oligonucleoti dos quiméricos de fosforotioato que
tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi
Isis # Regién Identificacion Lugar Secuencia % Identificacion Identificacion
secuencial objetivo objetivo inhib secuencial nimero secuencial de
ndmero control nimero
227443 | 5'UTR 11 5 tgcttggcagetegtgggtt 0 101 1
227444 | 5'UTR 11 16 atggctgcgcctgcttggeca 53 102 1
227445 | Codén inicial 11 221 tacctgagacctcggagttt 69 103 1
227446 | Codén inicial 11 232 acaaagatccatacctgaga 87 104 1
227447 | Codificacion 11 300 gctggtgtagcctcacttcc 77 105 1
227440 | Caodificacién 11 313 tttgccaagagtagctggtg 60 106 1
227449 | Caodificacién 11 391 acgacacttggtgaatcgag 69 107 1
227450 | Codificacion 11 495 tggctttcecttitagcata 71 108 1
227451 | Caodificacién 11 520 atgagcaabtcttgcagctt 49 109 1
227454 | Codificacion 11 590 agttgaagtaacagctgttt 69 110 1
227455 | Codificacion 11 620 agtagggtatccaaatggag 43 111 1
227456 | Codificacién 11 717 gtccagttgaggccaatggg 97 112 1
227457 | Codificacion 11 812 gaattatccatcccticaga 67 113 1
227458 | Codificacién 11 832 gtactgaatttcatactcca 75 114 1
227459 | Caodificacién 11 975 ctgaactcgctgtacttttc 60 115 1
227460 | Codificacion 11 1041 aactggatatcttcttcaca 43 116 1
227461 | Codificacién 11 1084 tgctactccaaatattcaca 75 117 1
227462 | Codificacion 11 1115 gctttgaaaatataactaca 31 118 1
227463 | Codificacion 11 1137 atcagcatcttaatcctttg 39 119 1
227465 | Codificacién 11 1190 tgagaagatctggatcaatc 51 120 1
227466 | Codificacion 11 1245 ttgtagttatcatgaatgcc 50 121 1
227467 | Codificacién 11 1265 catcattgtagaagtcgggt 33 122 1
227470 | Caodificacién 11 1388 ctccaaggataccagctgat 82 123 1
227471 | Codificacion 11 1530 aggcacaagagatcagcttc 52 124 1
227472 | Caodificacién 11 1579 agagccaagggaagcatcat 42 125 1
227473 | Codificacion 11 1710 aagtcaatgtttgccagtga 71 126 1
227474 | Cadificacién 11 1730 tgtcgcttacttgggcataa 68 127 1
227476 | Caodificacién 11 1837 gtaattttcttggcagggceg 41 128 1
227477 | Codificacion 11 1850 cactgttcatgctgtaattt 61 129 1
227478 | Caodificacién 11 1878 tttttggcatctgactcaca 68 130 1
227479 | Codificacion 11 1947 atgtcctcttggttaaagct 59 131 1
227485 | Codificacion 11 2044 cgtggtgtagtctgggacag 45 132 1
227486 | Codificacién 11 2054 cggtgtgaaccgtggtgtag 39 133 1
227487 | Codificacion 11 2106 tcaggcaaaggcaaagcagt 44 134 1
227491 | Codén de | 11 2182 taggaaaggctactgcatga 65 135 1
parada
227492 | 3UTR 11 2239 taaaacatagttttggtita 7 136 1
227493 | 3'UTR 11 2253 tcccaacacagatttaaaac 51 137 1
227494 | 3UTR 11 2517 caaaagccacctgattgttt 56 138 1
227495 | 3UTR 11 2527 tcctgaactgcaaaagccac 47 139 1
227496 | 3'UTR 11 2537 gcattcaatttcctgaactg 51 140 1
227497 | 3UTR 11 2637 taaatgttitgcatatccaa 77 141 1
227498 | 3'UTR 11 197 ttgtaaaaatctaacttgtt 49 142 1
227503 | Uni6én exon: | 97 197 tacctgagaccccagttcat 24 143 1
exoén
227504 | Uni6én exdn: | 98 23 tacctgagaccccgcgcage 34 144 1
exoén
227505 | Unién exén: | 99 61 tacctgagacccacaagcgg 39 145 1
exoén
227506 | Uni6én exén: | 100 4352 cctccagtacctcggagttt 69 146 1
intrén
227507 | Uni6n intrén: | 100 4865 gtccttgctccaggttagca 89 147 1
exén
227508 | Uni6én exén: | 100 5071 ttccactcaccccagttcat 51 148 1
intrén
227509 | Unién intrén: | 100 5153 gcagttctatcagaactttg 82 149 1
exén
227510 | Intron 100 5196 ctccagacgtgacccgactc 64 150 1
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227511 _Uni(?n exon: | 100 5264 ccacgcacccacaagcggat 71 151 1
227512 :2222 100 6350 taacctatggtgactatgtc 36 152 1
227513 Unién intrén: | 100 7123 tacctgagacctgcaagaca 40 153 1
227514 ?n)i(r)gn 100 9753 atgctcacgtcagctattgg 43 154 1
227515 ‘Uni(")n exoén: | 100 13932 aaattcttacttgtccccag 37 155 1
227516 3:1:?)?1 intrén: | 100 17200 ttggctttccctggaggttc 57 156 1
227517 _(Lal)r(:i)gn exon: | 100 17224 cttcactaaccttgcagctt 63 157 1
227518 ILT::)?] exon: | 100 24259 cacggcttacctatttcgtc 6 158 1
227519 IS::; exoén: | 100 37843 tcacacctacctttgctgct 44 159 1
227520 llrjgl?): intrén: | 100 40862 catcttaatccttggaaaca 42 160 1
exoén

[0208] Tal como se muestra en la tabla 2, las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS 102, 103, 104,
105, 106, 107, 108, 110, 112, 113, 114, 115, 117, 120, 121, 123, 124, 126, 127, 129, 130, 131, 135, 137, 138, 140,
141, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 156 y 157 demostraron por lo menos un 50% de inhibicion de la expresién del
receptor de la hormona de crecimiento de ratén en este experimento y son, por lo tanto, preferidas. Mas preferidas
son las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS 104, 147 y 149.

[0209] ISIS 227446, 227507 y 227509 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMEROQS: 104, 147 y 149) fueron sujetas
a estudios de respuesta de dosis. Todos los 3 compuestos demostraron buena respuesta a dosis con ICses de
aproximadamente 25 nM, 12.5 nMy 12.5 nM, respectivamente.

[0210] las regiones objetivo a las cuales las secuencias antisentido preferidas de la tabla 2 son complementarias son
referidas en este documento como los “segmentos objetivo preferidos” y son, por lo tanto, preferidas para servir de
objetivo para los compuestos para su uso en este invento. Estos segmentos objetivo preferidos son mostrados en la
tabla 3. Las secuencias presentan el complemento en reversa de los compuestos antisentido preferidos mostrados
en la tabla 2. El “lugar objetivo” indica el primer nimero de nucleétido (5'-mayoria) en el acido nucleico objetivo
especifico al cual el oligonucleétido se enlaza. También se muestra en la tabla 3 los espacios en los cuales cada uno
de los segmentos objetivo preferidos fueron encontrados.

Tabla 3
Secuencia y posicion de los segmentos objetivo pref eridos identificados en el receptor de la hormonad e crecimiento
Identificacion Ndmero de Lugar Secuencia Rev comp de la Activo en Identificacion
del lugar identificacion objetivo identificacion secuencial
secuencial objetivo secuencial ndmero
144070 4 332 gaatggaaagaatgccctga 19 H. sapiens 161
144071 4 337 gaaagaatgccctgattatg 20 H. sapiens 162
144082 4 947 ccagttccaaagattaaagg 21 H. sapiens 163
144086 4 1079 attgagctagatattgatga 22 H. sapiens 164
144087 4 1124 gacacagacagacttctaag 23 H. sapiens 165
144093 4 1514 agcgacattacaccagcagg 24 H. sapiens 166
144098 4 1724 aaccaagaggacatttacat 25 H. sapiens 167
144099 4 1729 agaggacatttacatcacca 26 H. sapiens 168
144100 4 1734 acatttacatcaccacagaa 27 H. sapiens 169
144101 4 1739 tacatcaccacagaaagcct 28 H. sapiens 170
144102 4 1744 caccacagaaagccttacca 29 H. sapiens 171
144106 4 1922 tatgtgagcacagaccaact 30 H. sapiens 172
144107 4 1927 gagcacagaccaactgaaca 31 H. sapiens 173
144108 4 1936 ccaactgaacaaaatcatgc 32 H. sapiens 174
144118 4 4043 tctgctactttgctgctatg 34 H. sapiens 175
144119 4 4183 ttictatagccaaaaatagc 35 H. sapiens 176
144120 4 4197 aatagctaaatacctcaatc 36 H. sapiens 177
188518 4 31 aggtcctacaggtatggatc 37 H. sapiens 178
188519 4 36 ctacaggtatggatctctgg 38 H. sapiens 179
188520 4 115 cacagcagctatccttagca 39 H. sapiens 180
188521 4 160 taatccaggcctaaagacaa 40 H. sapiens 181
188523 4 185 tctaaggagcctaaattcac 42 H. sapiens 182
188524 4 274 gaacctaggacccatacagc 43 H. sapiens 183
188525 4 362 gctggggaaaacagctgtta 44 H. sapiens 184
188526 4 439 tggtggtacagtggatgaaa 45 H. sapiens 185
188527 4 468 ctgttgatgaaatagtgcaa 46 H. sapiens 186
188528 4 480 tagtgcaaccagatccaccc 47 H. sapiens 187
188529 4 564 gatgggaagcaccacgcaat 48 H. sapiens 188
188530 4 652 atggaaaatgatggacccta 49 H. sapiens 189
188531 4 684 cagttccagtgtactcattg 50 H. sapiens 190

35




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2567132713

188532 4 752 tctggaaattatggcgagtt 51 H. sapiens 191

188533 4 857 atctttggaatatttgggct 52 H. sapiens 192

188534 4 913 gcaaaggattaaaatgctga 53 H. sapiens 193

188535 4 979 tctcctcaaggaaggaaaat 54 H. sapiens 194

188536 4 1000 agaggaggtgaacacaatct 55 H. sapiens 195

188537 4 1053 acagtgatgactcttgggtt 56 H. sapiens 196

188538 4 1084 gctagatattgatgagccag 57 H. sapiens 197

188539 4 1110 agactgaggaatcagacaca 58 H. sapiens 198

188540 4 1236 atttcaatgccaatgacata 59 H. sapiens 199

188541 4 1302 aagcagatctcttatgectt 60 H. sapiens 200

188542 4 1420 tcctactgaaggagctgagt 61 H. sapiens 201

188543 4 1560 agaataaggcagggatgtcc 62 H. sapiens 202

188544 4 1623 acttccttatggacaatgcc 63 H. sapiens 203

188545 4 1651 tgaggcagatgccaaaaagt 64 H. sapiens 204

188546 4 1656 cagalgocasasagigeatc 65 H. sapiens 205
188547 4 1861 coicatacicaaigogacty 1 H. sapiens 206
188548 4 1684 tgcoctigooigacaaagan 6T H. sapiens 207
1885408 4 1813 tcatgiggctatgtgagcac 68 H. sapiens 208
188550 4 1645 atcatgecttagecttiett B4 H. zsapiens 20
188551 4 1873 ticccasgagetacgtattt 70 H. sapiens 20
1848552 4 2196 cigtitagtageagigatiy T H. sapiens 1
188554 4 2337 ttgaaigcaaaccatageac 73 H. sapiens M2
1848555 4 2454 atagiiggatatgiaaasc T4 H. sapiens M3
188556 4 2B53 tcaccaaatctiggtigaty 75 H. sapiens 214
188557 4 2088 gagataagatctatagectc TE H. sapiens M5
188558 4 3z agaaacticitictcacta T H. sapiens ME
188555 4 ATES scatcaticttgagageatt T8 H. zsapiens T
184560 4 3080 gaaasgpciagaatigagigi T4 H. sapiens 28
188562 4 4057 geotatggitticiccaagag a1 H. sapiens el
188563 4 4097 teaagiaicatcagigtaga a2 H. sapiens 230
188564 4 4120 tasticasticasagoigty 83 H. sapiens g |
188565 4 4133 agcigigigitiggaagact a4 H. zsapiens I
188566 4 41586 ttactatiicacaacagoot a5 H. sapiens 233
188567 4 4170 cagocigacaacattictat a6 H. sapiens 24
184568 4 4218 gtcicagasigtcatitigg ar H. sapiens 235
188569 4 4245 gtgpocacataagooatiat a8 H. sapiens b
188570 18 2571 tcasicagggiceceiasct a0 H. sapiens 23T
188572 18 BAOS titgaacciccagootooat 91 H. sapiens 228
184573 18 22712 gictigassgatggacocta 92 H. sapiens 20
188574 i8 25543 gtitagatictaiciggags 93 H. sapiens 230
188575 18 24755 saagtaccagaatattigga G H. sapiens i |
144062 11 16 tgCccasgoaggogcagoeat 102 M. muscwlus X33
144063 11 21 aaacicocgaggicicaggia 103 M. muscwlus 233
144064 11 32 tctcaggtatgoatctitgt 104 M. muscwlus 234
144065 11 300 gpaagigaggctacaccage 105 M. muscwlus 235
144066 11 313 caccagoiaciciiggcass 106 M. muscwlus 236
144067 11 3 ctcgaticaccaagigtogt 107 M. muscwlus 23T
144068 11 445 tatgciassaqgQasasgocs 108 M. muscwlus 238
144072 11 540 saacagoigiacticaact 110 M. muscilus X340
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144074 1 TiT cocattggocticaaciggac 112 M. muscwlus | 240
144075 1 812 tcigasgppatggataatic 113 M. muscwlus | 241
144076 11 432 tppagtalgaasticagtas 114 M. muzscwlus | 242
144077 11 475 gasasgtacagegagticen 115 M. muscwlus | 243
144079 11 1084 thogaatatitggagiagea 117 M. muscwlus | 244
144083 i1 1180 gatigatccagatctictes 120 M. muscwlus | 245
144084 1 1245 gocaticatgataactacas 121 M. muscwlus | 246
144088 1 1388 stcagcipgtatcctipgag 123 M. muscwlus | 24T
144088 1 1530 gasgcigatcictigtgect 124 M. muscwlus | 248
144081 11 1710 teactggeasacattigact 126 M. muscwlus | 249
144002 11 1730 ttatgoccasgtaaqeacs 127 M. muzcwlus | 250
144005 11 1850 saattacaqcatgaacagty 129 M. muscwlus | 251
144006 11 1878 tgtgagtcagatqocaaaas 130 M. muscwlus | 252
144047 i1 1647 agcittasccaagaggacat 131 M. muscwlus | 253
144108 n 2182 icatpeagtagoeticetia 135 M. muscilus 254
144111 1 2253 gitttasatcigigtgogga 137 M. muscwlus | 255
144112 1 2517 aaacaatcaggtgocitity 138 M. muscwlus | 256
144114 1 2537 cagticaggaaattyaatge 140 M. muscwlus | 25T
144115 1 2637 ttgpatatgrasaacatta 141 M. muscwlus | 258
144124 100 4352 sgactcegaggtactngagg 146 M. muzscwlus | 259
144125 100 4865 tgctascciygageaaggac 147 M. muscwlus | 260
144126 100 5071 atgaaciggggtgagtegas 148 M. muzscwlus | 261
144127 100 5153 caaagtictigatagaacigc 1459 M. muscwlus | 262
144128 100 196 gagtcgogtcacgiciggag 150 M. muscwlus | 263
144120 100 5264 atccgctighgogtocoton 151 M. musciwlus | 264
144134 100 17200 gaacciccagggasagoeas 156 M. muscwlus | 265
144135 100 17224 aagctgeaagiagigasg 157 M. muscwlus | 268

[0211] Puesto que se ha demostrado por experimentacion que estos “segmentos objetivo preferidos”, estan abiertos
para, y son accesibles para, su hibridizaciéon con los compuestos antisentido para su uso en este invento, una
persona con conocimiento en la industria reconocera o sera capaz de afirmar, utilizando experimentacion rutinaria a
secciones adicionales que abarcan otros compuestos que se hibridan especificamente a estos segmentos objetivos
preferidos y consecuentemente inhiben la expresion del receptor de la hormona de crecimiento.

[0212] De acuerdo a esta especificacion, los compuestos antisentido incluyen compuestos oligoméricos antisentido,
oligonucleétidos antisentido, ribozimas, oligonucleétidos de secuencia de orientacién externa (EGS - external guide
sequence), empalmadoras alternas, cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos cortos que se hibridan a
por lo menos una porcién del acido nucleico objetivo.

Ejemplo 17
Andlisis de Western blot de los niveles proteinicos del receptor de la hormona de crecimiento
[0213] El analisis Western blot (analisis de inmuno manchado) es ejecutado usando métodos estandar. Las células

son cultivadas 16-20 horas después del tratamiento con oligonucleétidos, lavadas una vez con PBS, suspendidas en
el amortiguador Laemmli (100 pl/pozo), hervidas durante 5 minutos y cargadas en un 16% de gel de SDS-PAGE.
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Los geles son ejecutados durante 1.5 horas a 150 V, y transferidos a la membrana para la prueba de western blots.
Los anticuerpos primarios apropiados dirigidos al receptor de la hormona de crecimiento son utilizados, con un
anticuerpo secundario marcado radiolégicamente o fluorescentemente en contra de la especie principal de
anticuerpos. Las bandas son visualizadas utilizando PHOSPHORIMAGER™ (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA).

Ejemplo 18

Reduccioén de IGF-1 sérico en animales después delt  ratamiento con antisentido al receptor de la hormon ade
crecimiento - estudio piloto de una semana

[0214] 40 ratones Balb/C(a) machos que pesaban entre 9 a 10 g fueron colocados en jaulas, 4 animales por jaula, y
se les permitié asimilarse a su entorno con nuevos compafieros de camada una semana antes (dia -7) del inicio del
estudio de una semana. Los ratones de esta edad estarian a su maxima tasa de crecimiento. Sus masas corporales
fueron medidas y registradas cada 2° dia durante este periodo. Cuando los ratones tenian una masa de 11 g (dia -
2), una muestra de sangre fue recaudada bajo anestesia tal como es descrito mas adelante, y un ensayo del IGF-I
sérico fue realizado para determinar los valores pre-tratamiento y para asistir en la asignacion de ratones a los
grupos de tratamiento para reducir la variabilidad animal. Para obtener la muestra de sangre, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (50 mg/kilogramo i.p.) y muestras de sangre sin ayunar fueron recaudadas
exactamente 5 minutos después del plexo retrobulbar a través de tubos capilares heparinizados bajo una anestesia
ligera de éter. Los 40 animales fueron colocados en 5 grupos y cada grupo tenia un promedio de masa similar y una
concentracion promedio similar de IGF-I para el ensayo.

[0215] A los animales (n = 8/grupo) se les designé dentro de los 5 siguientes grupos de tratamiento:
Control - solucion salina (una vez cada 2 dias)

ASO (Antisense to growth hormone receptor - antisentido para el receptor de la hormona de crecimiento)- ISIS
227446 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 104) (30 miligramos/kilogramo una vez cada 2 dias).
Emparejamiento erroneo (oligonucledtidos de control negativo)- I1SIS 261303 (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO: 12:07, emparejamiento erréneo de base 8 a ISIS 261303).

(30 mg/kilogramo una vez cada 2 dias).

Ocredtido -(25 pg/kilogramo/2 veces al dia).

[0216] Muestras de soluciones salinas, antisentidos, y ocre6tidos fueron preparadas, y codificadas para ser
administradas sin revelar el grupo. A los animales se les dio una dosis subcutanea de solucién salina cada 2 dias, y
al control de emparejamiento erréneo o de antisentido con una administracion en los dias 0, 2, 4, 6. A los animales
se les dio 2 veces al dia dosis de 25 ug de ocreétidos. Se albergaron 4 animales por jaula, durante una semana.
Tuvieron acceso a una cantidad pre-determinada de comida y agua estandar para ratones en todo momento a lo
largo del experimento. Se los albergé en un entorno callado, con la temperatura y humedad adecuada durante todo
el estudio. En el dia cero y antes del tratamiento y cada dia o cada 2 dias, los animales tuvieron ediciones de su
masa corporal y de su consumo alimenticio, permitiendo la administracion de la dosis correcta del agente. Se
monitoreo de cerca a los animales para detectar cambios en la piel, en el pelo, en los ojos, en la motricidad u otros
cambios de comportamiento. No se observé ningun problema. Cada 2 dias desde el dia -7 hasta el dia 7, se midié la
masa corporal y el consumo de comida.

[0217] En el dia 7, un dia después de la Gltima dosis del antisentido, y/o después de la Ultima dosis de ocreétidos, se
anestesié a los animales con pentobarbital (50 mg/kilogramo i.p.) y muestras de sangre no en ayunas fueron
recaudadas exactamente 5 minutos después del plexo retro bulbar a través de tubos capilares heparinizados bajo
anestesia ligera de éter (tal como en el dia -7 y 0).

[0218] En el dia -2 y en el dia 7, se realiz6 una medicién del IGF-I sérico por medio de un radioinmunoensayo. Los
resultados fueron mostrados en la tabla 4. El nivel de IGF-1 sérico es la medido mas ampliamente usando de la
actividad biolégica de la hormona de crecimiento en terapias humanas. Es utilizado para medir la eficacia de
tratamientos de antagonistas de la hormona de crecimiento similares a Trovert, que bloquean la respuesta de las
células al exceso de la hormona de crecimiento, y los medicamentos de agonistas de dopamina y antagonistas de
somatostatina de ocreoétidos que bloquean la secrecién de la hormona de crecimiento de la pituitaria.
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Tabla 4

Efecto del inhibidor antisentido del receptor de la hormona de crecimiento en los niveles

séricos del factor de crecimiento similar a la insu lina-I
IGF-I (ng/ml) dia - | IGF-I (ng/ml) dia 7 | Reduccién % de IGF-I*
2

Control salino 217.09 +42.61 102.64 + 31.64 0

Ocredtido 199.72 + 44.47 114.34 + 41.36 -

ASO 3mg/kg 216.23 + 78.14 129.63 + 33.76 -

ASO 30 mg/kg 181.84 + 71.32 56.95 + 10.34 44.51

Emparejamiento erroneo | 184.87 + 55.6 81.1+19.16 20.98

30mg/kg

*Reduccién porcentual en IGF-I sérico en el dia 7 en comparacién con el control salino en el dia 7.

[0219] Tal como se mostr6 en la tabla 4, el compuesto antisentido del receptor de la hormona de crecimiento, ISIS
227446 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 104, administrado subcutaneamente con 30 mg/kilogramos
cada 2° dia durante una semana, produjo una reduccion estadisticamente significativa y especifica de IGF-1 sérico al
55% del grupo de control (solucién salina). Los resultados de la prueba t demostraron una diferencia significativa
entre los 30 mg/kilogramos del control salino (p <0.005) y el control de emparejamiento erroneo (p <0.01). El control
de emparejamiento erréneo no fue diferente estadisticamente que el control de solucion salina (p >0.05). No hubo un
efecto a 3 mg/kilogramo. La reduccién del 45% en los niveles de IGF-I sérico en nuestro estudio utilizando 30
mg/kilogramos de antisentido cada 2° dia es comparable a aquel logrado utilizando Unicamente 10 mg/kilogramos
diariamente de Trovert (Van Neck et al., J. Endocrinol., 2000, 167, 295-303).

[0220] EI control negativo de oligonucledtidos ISIS 261303 emparejados erroneamente de 8-nucleétidos
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 267), redujo el IGF-I sérico por un 21% en comparacion al grupo salino
de control, sin embargo, esta reduccién no fue estadisticamente significativa (con p >0.05). Los nucledtidos a 2 dosis
diarias de 25 ug cada una no tuvo efecto en los niveles de IGF-I sérico en el dia 7. La falta de efectos obtenida con
ocredtidos es consistente con la informacion reportada por Groenbaek et al. (J. Endocrinol., 2002, 172, 637-643)
utilizando esta dosis y 2 veces esta dosis en el dia 7 en animales diabéticos. En animales diabéticos 2 dosis de 50
Hg de ocredtidos por dia durante 2 semanas fueron requeridos para reducir los niveles de sIGF-I.

[0221] Por lo tanto, un inhibidor antisentido del receptor de la hormona de crecimiento ha demostrado reducir
especificamente los niveles séricos del factor de crecimiento similar a la insulina-1 por un 45% en comparacion al
control. La reduccion del factor de crecimiento similar a la insulina-I sérico con niveles similares a los vistos cuando
se utilizan ocreodtidos o Trovert, son clinicamente relevantes en el tratamiento de enfermedades incluyendo a la
acromegalia, el gigantismo, la degeneracién macular relacionada con la edad, la retinopatia diabética, la nefropatia
diabética, la diabetes, y tumores que dependen de la hormona de crecimiento y del IGF-I tal como se sefiald
anteriormente. Por lo tanto, se cree que esta terapia antisentido es terapéuticamente (til para el tratamiento de
condiciones asociadas con el eje hormona de crecimiento/factor de crecimiento similar a la insulina-I.

[0222] El suero restante después del ensayo del factor de crecimiento similar a la insulina-1 fue aislado y
almacenado a -80 °C. Todo el higado fue removido rapidamente para ser pesado y congelado abruptamente en
parcelas etiquetadas de aluminio por medio de sumersion en nitrégeno liquido. Los rifiones y los vasos también
fueron congelados abruptamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C en el congelador. La carcasa fue
pesada y colocada entonces en una bolsa que podia sellarse de plastico, congelada abruptamente en hielo seco y
mantenida a -80 °C.

[0223] La reduccién en el factor de crecimiento similar a la insulina-1 sérico con 30 mg/kilogramos de antisentido no
fue suficiente para influenciar la masa corporal o las masas de los érganos durante este periodo. Esto confirma los
resultados publicados de otras personas. Van Neck et al., J Endocrinol., 2000, 167, 295-303. Observando al estudio
en general, un incremento de la longitud del cuerpo durante el estudio estuvo en el rango de 7.5-10%. El incremento
de longitud de la cola estuvo en proporcion a los incrementos generales de longitud. El consumo de comida no varié
significativamente entre los grupos de tratamiento. El crecimiento (longitud y masa del cuerpo) no fueron afectados
por ningun tratamiento. La masa fue medida de 2 formas: tendencia de la masa (animal vivo), y masa final de la
carcasa. Las masas absolutas del higado no cambiaron excepto por un incremento ligero en la masa del higado
(gramos/masa corporal total) para el grupo de ocreétidos. Las masas de otros érganos no fueron afectadas. Estas
observaciones fueron similares a aquellas reportadas por van Neck et al. con Trovert excepto que la masa del
higado no fue afectada por Trovert, tal como fue observado con el antisentido del receptor de la hormona de
crecimiento.

[0224] Los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento en muestras de tejidos de este estudio
fueron expuestas a ensayos del higado y de los rifiones para detectar mecanismos de accion antisentido que se
basan en la ribonucleasa H. Los niveles proteinicos del receptor de la hormona de crecimiento por medio de
ensayos de Western blots o de enlaces en las muestras de tejidos de este estudio fueron expuestas a ensayos del
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higado y/o rifiones para detectar mecanismos de accion antisentido adicionales y/o alternos. El higado contribuyo
con el 75% de los niveles séricos del factor de crecimiento similar a la insulina-1 tal como se muestra en el receptor
de la hormona de crecimiento de los animales knockout de Sjogren et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de
Ameérica, 1999, 96, 7088-7092. Andlisis de muestras del factor de crecimiento similar a la insulina-l del higado y de
los rifiones por andlisis de ARN totales de Western y Northern blots o0 PCRs cuantitativos también fueron realizados
tal como es entendido por aquellas personas con conocimiento en la industria.

Ejemplo 19

Reduccion de la actividad del receptor de la hormon a de crecimiento en los animales después del
tratamiento con antisentido al receptor de la hormo na de crecimiento

[0225] Ensayos especificos de enlaces fueron ejecutados con los tejidos del higado utilizando hormonas de
crecimiento humanas yodadas [1251] hGH.

[0226] Preparaciones microsomales de membranas fueron obtenidas de la siguiente forma. 400 mg de polvo de
tejidos fueron homogeneizados en un amortiguador frio de homogeneizacién (50mM de Tris /HCI, 250mM de
sacarosa, pH 7.4). Esto fue centrifugado a 200 R P.M. durante 10 minutos a 3 °C y el sobrenadante fue guardado.
Esto fue centrifugado nuevamente a 15.000 revoluciones por minuto durante 20 minutos. Los peletes fueron re -
suspendidos en 0.5 mililitros de amortiguador de RRA con un inhibidor (50mM de Tris, 20mM de MgCI2, pH 7.4).
Muestras de preparaciones microsomales fueron almacenadas a -80 °C hasta el ensayo de enlaces especificos.

[0227] El ensayo de enlaces especificos de [1251] hGH fue hecho de la siguiente forma. 4 tubos de vidrio fueron
preparados para cada muestra, 2 para (-), 2 para (+). Diferentes muestras y soluciones fueron agregadas en cada
tubo de la siguiente forma (i) 0.2ml de amortiguador RRA (50mM de Tris, 20mM de MgCl2, 0.1% de BSA, pH 7.4); (ii)
0.1ml de membrana (1/2 o 1/4 de dilucién); (iii) 0.1ml de bGH (10 mg /ml) para el tubo (+) o 0.1ml de amortiguador
RRA para el tubo (-); y (iv) 0.1ml de rastreador [***I]-hGH.

[0228] Se incubaron muestras a 4 °C con agitacion durante la noche. La reaccion fue detenida con 2.5 mililitros de
RRA frio, y la muestra fue centrifugada a 2800 revoluciones por minuto durante 25 minutos a 4 °C. El sobrenadante
fue aspirado y los peletes fueron contados utilizando el contador de y. La capacidad especifica de enlaces fue
calculada: CPM(-) - CPM(+). EIl contenido proteinico de las muestras microsomales fue determinado por el ensayo
proteinico BCA.

Tabla 5

Efecto del inhibidor antisentido en la activida d de enlaces de la hormona de crecimiento con el
receptor de la hormona de crecimiento
Enlaces especificos/miligramo de | Enlaces especificos/miligramo

dilucién proteinica (cpm) %2 de dilucién proteinica (cpm) Ya
Control salino 5647 + 746 9071 + 2371
ASO 30 mg/kg 4205 + 534 (26% de reduccion en | 5546 + 789 (39% de

comparacion con la solucion salina) | reduccién en comparacion
con la solucién salina)
Emparejamiento erroneo 30 | 7090 + 1877 8431 + 2663

mg/kilogramos

[0229] Tal como se muestra en la tabla 5, el compuesto antisentido del receptor de la hormona de crecimiento, ISIS
227446 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 104, administrados subcutaneamente a 30 mg/kilogramos
cada 2 dias durante una semana, produjo una reduccién estadisticamente significativa (p <0.05) y especifica de los
niveles del receptor de la hormona de crecimiento (medidos por su actividad de enlaces de la hormona de
crecimiento) al 61% del grupo de control (solucién salina). El control negativo de oligonucleétidos emparejados
erréneamente de 8-nucledtidos 1SIS 261303 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 267) no tuvo ningln
efecto en comparacion con el grupo de control de la solucién salina. El inhibidor antisentido del receptor de la
hormona de crecimiento produjo una reduccion estadisticamente significativa (p <0.01) y especifica de los niveles
del receptor de la hormona de crecimiento al 59% del grupo de control (emparejamiento erroneo) en el experimento
de % de dilucién.

[0230] La reduccion especifica de los niveles del receptor de la hormona de crecimiento fue significativamente
diferente (por medio de la prueba t) en comparacién con el control de la solucion salina y el control de
emparejamiento erréneo en ambas diluciones (P <0.05).

[0231] Estas mediciones del nivel de receptor de la hormona de crecimiento después del tratamiento antisentido son

consistentes con la reduccién del 45% en los niveles del factor de crecimiento similar a la insulina-l en nuestro
estudio utilizando 30 mg/kilogramos de antisentido cada 2° dia en relacién al control (solucién salina).
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Ejemplo 20

Reduccion de los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento y de IGF-I sérico en los
animales después del tratamiento con antisentido al receptor de la hormona de crecimiento-estudio de u na
semana adicional

[0232] Ratones Balb/C(a) machos fueron preparados y agrupados para su analisis de acuerdo al ejemplo 18
mencionado anteriormente.

[0233] Se designd a los animales (n = 10/grupo) a los siguientes grupos de tratamiento:

Control-solucién salina (una vez cada 2 dias).
ASO (Antisense to growth hormone receptor - antisentido del receptor de la hormona de crecimiento)- ISIS 227446
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 104) (30 y 50 mg/kilogramos una vez cada 2 dias)
Oligonucledtidos de control negativo no relacionados - ISIS 260120 (TTACCGTATGGTTCCTCACT;
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 268, (50 mg/kilogramo una vez cada 2 dias).

[0234] Los animales fueron tratados y los niveles de IGF-I sérico fueron medidos tal como en el ejemplo 18 descrito
anteriormente. Brevemente, durante la una semana de estudio, a los ratones se les administré una dosis subcutanea
de solucién salina cada 2 dias, y el control de emparejamiento o antisentido erréneo con su administracion en los
dias 0, 2, 4, 6. En el dia 7, se anestesio a los animales con pentobarbital y se recolectaron muestras de sangre sin
ayunar exactamente 5 minutos después del plexo retrobulbar a través de tubos capilares heparinizados bajo
anestesia ligera de éter. La medicion de IGF-I sérico se realizd por medio de un radioinmunoensayo en el dia 7.

[0235] En el estudio de una semana, el inhibidor I1SIS 227446 antisentido del receptor de la hormona de crecimiento
redujo el IGF-I sérico por un 33% con la dosis de 50 mg/kilogramo, en comparacién al control de solucién salina (p <
0.001), y por un 20% en comparacion con el control no relacionado (p<0.068). El control no relacionado con la dosis
de 50 mg/kilogramos redujo el IGF-I sérico por un 17% en comparacion de la solucién salina (p>0.05).

[0236] Los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento en las muestras de tejidos del higado de
ratones tratados y no tratados en este estudio de una semana fueron expuestos a ensayos. El inhibidor ISIS 227446
antisentido del receptor de la hormona de crecimiento redujo los niveles de ARNm del receptor de la hormona de
crecimiento en el higado después del estudio de una semana por un 72% con una dosis de 50 mg/kilogramos, en
relacion al control de solucién salina (p <0.0001). La dosis de 30 mg/kilogramo de ISIS 227446 gener6 una reduccion
del 50% en el ARNm del receptor de la hormona de crecimiento (p<0.0001). El oligonucleétido ISIS 260120 de
control no relacionado, a 50 mg/kilogramos, redujo los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento
por aproximadamente un 15% (p>0.05).

Ejemplo 21

Reduccion de los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento y del IGF-I sérico después del
tratamiento con antisentido al receptor de la hormo na de crecimiento-estudio de 2 semanas

[0237] Un estudio de 2 semanas fue realizado en una forma similar al estudio de una semana en el ejemplo 18, esta
vez utilizando ISIS 227446 con dosis de 3, 5, 10, 20 y 30 mg/kilogramo. El control de emparejamiento erréneo
recibié las mismas dosis. Los ratones fueron tratados con el compuesto antisentido o la solucion salina cada 2 dias
durante 14 dias.

[0238] La tabla 5 muestra los niveles de IGF-1 sérico en ratones tratados durante 14 dias. Los valores P fueron
determinados por la prueba t.

Tabla 5

Estudio de 2 semanas de ratones - niveles de IGF/l sérico después del tratamiento con inhibidores

antisentido del receptor de la hormona de crecimien to

Dosis de ISIS 227446 IGF-I sérico en el dia | Reduccion porcentual en relacion | Valor p

(miligramo/kilogramo) 14 a los 3 mgl/kilogramo de ISIS

ng/mililitro 227446

30 136 41 0.0002
20 122 43 0.0002
10 130 L 0.0002
5 164 4 0.3261
3 214 (] -
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[0239] La reduccion del IGF-1 sérico a los 14 dias dependié de la dosis con una reduccion del 39-43% en los niveles
alcanzados a >10 mg/kilogramo en comparacion a los 3 mg/kilogramo. La dosis de 3 mg/kilogramo de ISIS 227446
no tuvieron efectos en los niveles de IGF-I sérico y fue equivalente al control de solucién salina (sin tratamiento)
(mostrado en un experimento separado).

[0240] Controles de emparejamiento erroneo dieron menores reducciones en los niveles de IGF-I sérico. Estos
resultados son demostrados en la tabla 6. El efecto con 30 mg/kilogramos observado con el oligonucleétido de
emparejamiento errébneo a las 2 semanas no fue observado con un oligonucledtido de control negativo no
relacionado (SIS 260120; IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 268).

Tabla 6

Estudio de 2 semanas de ratones -niveles de IGF-I sérico después del tratamiento con el control ISIS

261303 de emparejamiento erréneo

Dosis de ISIS 261303 IGF-I sérico en el dia | Reduccion porcentual en relacién a 3 | Valor p

(miligramos/kilogramo) 14 mg/kilogramos de ISIS

ng/mililitro 261303

30 130 28 0.
20 164 11 0. 2486
10 174 5 0.6160
5 186 0 0 %359
3 184 i -

[0241] Los niveles del ARNm del receptor de la hormona de crecimiento en las muestras de tejidos del higado de
ratones tratados y no tratados en este estudio de 2 semanas fueron expuestas a ensayos. El inhibidor I1SIS 227446
antisentido del receptor de la hormona de crecimiento redujo los niveles de ARNm del receptor de la hormona de
crecimiento en el higado después del estudio de 2 semanas por un 50% con la dosis de 20 mg/kilogramo en
comparacion al control de solucién salina (p < 0.001). La dosis de 30 mg/kilogramo de ISIS 227446 generd una
reduccion del 53% en el ARNm del receptor de la hormona de crecimiento (p<0.0001). El oligonucleétido ISIS
261303 de control de emparejamiento erréneo (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 267), con una dosis de
30 mg/kilogramo, redujo los niveles de ARNm de la hormona de crecimiento por aproximadamente un 3%.

Ejemplo 22
Efecto de la inhibicion antisentido del receptor de la hormona de crecimiento en la retinopatia

[0242] La retinopatia de pre - madurez es una enfermedad de neovascularizacidon que puede conllevar a la ceguera
en infantes con una masa muy baja de nacimiento. La retinopatia (una formacién anormal de los vasos sanguineos)
es iniciada por niveles relativamente altos de oxigeno tales como los que se encuentran en incubadoras de infantes,
por ejemplo. Un modelo de ratones de retinopatia (una formacién anormal de vasos sanguineos en la retina) es
utilizado para estudiar los efectos de medicamentos en la magnitud de la neovascularizacion.

[0243] Ratones de 7 dias de edad son colocados en una incubadora infantes con su madre mientras son
amamantados en un 75% de oxigeno desde el dia posnatal 7 al dia 12 para producir una retinopatia inducida por
oxigeno tal como se describié anteriormente por Smith et al., 1994, Invest Ophthalmol Vis Sci 35,101-111; Robinson
et al., Proc Natl Acad Sci Estados Unidos de América, 1996, May 14;93, 4851-6. La concentracién de oxigeno es
medida por lo menos diariamente mientras los animales se encuentran expuestos al oxigeno. En el dia 12 posnatal,
los animales son regresadas al aire del cuarto. Los animales son sacrificados en el dia posnatal 17 cuando se
observa una maxima neovascularizacion.

[0244] A los ratones se les da una dosis con oligonucleétidos antisentido en los dias posnatales 12, 13, 14, 15y 16 0
los dias 7, 8, 9, 11, 13, 15y 17. Los oligonucleétidos son administrados intraperitonealmente en concentraciones de
5, 10, 20 y 30 mg/kilogramo. También se administraré el control ISIS 261303 de emparejamiento erréneo y/o del
control ISIS 260120 de control antisentido negativo no relacionado.

Ejemplo 23

Modelos adicionales

[0245] Estudios utilizando inhibidores antisentido del receptor de la hormona de crecimiento también son hechos en
los siguientes modelos animales de patologia y en humanos tal como es entendido por aquellas personas con
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conocimiento en la industria: modelos de nefropatia diabética tipo | y tipo I, modelos de cancer, modelos de artritis y

modelos de diarrea inducida por quimioterapia.
LISTAS SECUENCIALES
[0246]

<110> ISIS PHARMACEUTICALS, INC.

<120> MO’DULACION DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO Y LA
EXPRESION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA

<150> EP 04715642.7
<151> 2004-02-27

<150> ESTADOS UNIDOS 60/451,455
<151> 2003-02-28

<150> ESTADOS UNIDOS 60/490,230
<151> 2003-07-25

<150> ESTADOS UNIDOS 10/789,526
<151> 2004-02-26

<160> 268

<210>1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 1
tcecgtcatcg ctectcaggg 20

<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 2
gtgcgcgcega geccgaaatc 20

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 3
atgcattctg cccccaagga 20

<210> 4

<211> 4414
<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<220>

<221> CDS
<222> (44)...(1960)
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aaa aac aaa ococa Ccaa oca ottt oot act gaa gga
Pro Gln Pro Lau Fro Thr Glu Gly

Lys Asn Lys
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aacttggttt
gttgaagcaa
tEEgtEtoac
gacagaagaa
agaaacttte
tttoatcatt
aaagaagoaa
ttocatttttg
tgeggtggeg
gtgectcage
tebbgtattt
gacoteghbga
gtgoccagee
adaaagaagaa
tgqaagttagc
agettaatgg
attgagbgtt
ttEgetgsta
tgbagaacat
agootgacaa
attttggtac
cagtttatat
attttocttgg

aacc

a7

attttttaat
tgcagttggh
tttggocaat
coagactect
ttttatatga
gateaastha
tattggttga
actgaccaag
atggtgagag
tgctacataa
atogaatgas
agoctataac
acaaggtiil
tttotocacta
Etttacttoa
cotocagtaat
ttgttgtigt
cgatecttgac
ctoctgagta
tageagagas
tacacasgas
ctaaacatca
tetcatctoa
tttaacttaa
ctgataattt
taaagttcan
tggttttecte
mattcaates
catttatata
tttggbtggoa
ttaactotet

attcctgata

aatttagact
atgaccoote
goacctaaag
tcaacaatte
atttttaasac
ScAggeasoa
tgocaaaaaa
atacttaagt
ataagatcta
ttatccagga
attaactggyg
cagacacata
cagtecocas
aatottttat
tctotgagtg
ttagaaatca
tgttgttgag
tcactgoaat
gebgggacta
goggtteaas
toggectans
ttottgagag
gtgaagaata
atagtattte
taaattctet
catgttattt
caagagetac
aaagetgbgt
gocaaassta
acataagaca
ttatgtotgt

atgtgcttet

2520
25380
2640
2700
2780
2820
ZEan
2540
2000
30&0
3120
31a0
3240
3300
3360
2420
2480
3540
3e00
3660
3720
37an
Za40
2500
a9&0
4020
4480
4140
4200
4260
4320
4380

4414
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ES 2567132713

<210>5

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 5
gatgtcccaa tgtgacatge a 21

<210>6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 6
aagtaggcat tgtccataag gaagtt 26

<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda de PCR

<400>7
ccggaaatgg tctcactctg ccaaga 26

<210>8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 8
gaaggtgaag gtcggagtc 19

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400>9
gaagatggtg atgggatttc 20

<210>10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sonda de PCR

<400> 10
caagcttccc gttctcagec 20
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<210> 11

<211> 4174

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<221> no es seguro
<222> 2636

<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 2666
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 2759
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 2789
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 3326
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 3352
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 3503
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 3666
<223> desconocido

<221> no es seguro
<222> 3668

<223> desconocido

<223>

<220>

<221> CDS

<222> (240)...(2192)

<400> 11

ES 2567132713

49
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tgacaaccca cgagoctgoca agoaggogoa gocatgggaa gaggaggogy toctagggage &0
ggcggeacty goagaggegy ctgeotacage ggeggbtgotyg gogacggotg ttactgaace 120

coggoagecy cggggatece gggetgggte casgeoggeost gaggocteogyg ctocageoage 180
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cocccaagogy acacgaacce gegttctghte tocegaggeg aaactoocgag ghctcaggt 239
atg gat ctt tgt cag gte tte tta ace ttg geoa cotg goa gte ace age 287
Met Rep Lea Cys Gln Val Phe Leu Thr Leu Als Lew Ala Val Thr Ser
1 5 10 15
age aca bttt tet gga agt gag got aca cca got act ottt gge aaa gekt 335
Ser Thr Phe Ser Gly Ser Glu Ala Thy Pre Ala Thr Leu Gly Lys Ala
20 25 30
tos oca gtt obg caa aga ate aat cca age oty ggg aca agt tet tet 383
Ser Pro Val Leu Gln Arg Ile Resn Pro Ser Leu Gly Thr Ser Ser Sar
s 40 45
gga aag cot oga tte ace aag tgk egt tec oot gaa otbg gag aca bkt 431
Gly Lys Pro Arg Fha Thr Lys Cys Arg Ser Fro Glu Leau Glu Thr Fhe
50 55 &0
tea tge tas tgg aca gaa gga gat aat oot gat tta asg ase eca gga 479
Sar Cys Tyr Trp Thr Glu Gly Asp Asn Pro Asp Leuw Lys Thr Fro Gly
a5 T T5 ga
tet att cag cbtg tac tat got aaa agg gaa age caa cga caa got geoa 527
Sar Ile Gln Leu Tyr Tyr Ala Lys Arg Glu Ser Gln Arg Gln Ala Ala
85 a0 95
aga att got cat gaa tgg acc cag gaa tgg aaa gaa tge oot gat tat 575
Arg Ile Ala His Glu Trp Thr Gln Glu Trp Lys Glu Cys Pro Asp Tyr
100 105 114
gte tet got gga aaa aac age tgt tac tte aac tea tea tat ace teco 623
Val Ser Ala Gly Lys Asn Ser Cys Tyr Phe Asn Ser Ser Tyr Thr Ser
115 120 125
att tgg ata coc tac tge atc aag cta act aca aat ggt gat ttg otg &71
Ile Trp Ile Pre Tyr Cys Ile Lys Leu Thr Thr Asn Gly RAsp Leu Leu
130 135 140
gac cas asa tgk tte act gbkt gas gaas ata gtg caa ook gat coa acco 18
Asp Gln Lys Cys Phe Thr Val Asp Glu Ile Val Gln Pro Asp Fro Fro
145 150 155 160
atk gge cbe aas tgyg act bba ota aas abkk agh bbtg ace ggg att age 767
Ilg Gly Leu Asn Trp Thr Leu Leu Asn Ile Sar Lew Thr Gly Ile Arg
165 170 175
gga gas ate caa gty agt btgg cas coa oca oof Aak gea gat gt akg 815
Gly Asp Ila Gln Val Ser Trp Gln Pro Pro Pro Asn Ala Asp Val Lau
180 185 150
aag gga tgg ata att ctg gag tat gaa att cag tac aaa gaa gta aat B&3
Lya Gly Trp Ile Ile Lea Glu Tyr Glu Ile Gln Tyr Lys Glu Val Asn
155 200 205
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gaa
Glu

gtg
Val
225

aga

gta
Val

cag
Gln

geg
Val

ey
305
gakt

hap

act
Ile

gag
GElu

Jaa
Glu

gct
Rla
3a5

tac
Tyr

gat
Asp

gat
Asp

gct
Ala

aac

tca
Bar
210
tag
Tyr

(=¥ §
Gln

ata
Ila

ttt

atyg
280

ate
Ila

otk

cat
Him

tkc

gaq
Gly
370

ggt
Gly

gac
Rap

Fat
Gly

ata

toc
Ser
450

aag

aas
Lys

toa
Ser

cgd

ttt
Phe

cca
Pro
275

cta

tta

ate

gat
Aap

att
Ile
355
tck
Sar

atc
Ila

==
Pro

Aacs
Thr
teg
435
=i o

Liewa

coa

age
Sar

act
Fre
2E&0

tog
Trp

Lttt
Phe

=]t o
Fro

aag
Lys

aac
Ran
240

gadg
Glu

gac
Asp

att

gac
Rap
ttg
420
tge

Cys

ggc
Gly

cag

aaa
Lys

aga

Lttt
Fhe
245

cag
Gln

ttoc
Phe

gta
val

[={~1]
Fro

gga
Gly
325

tac
TYE

ota

Aca
Thr

gga
Gly

att
Ile
405

aayg
Lys

att

tet
Fer

cca

otg
Val

atg
Met
230

gaa
Glu

acg
The

tta
L&

gte
val

gte
val
310

999
Gly

aaa
Lya

gat

gac
ASP

gca
Ala
3590

ttg
L

Lttt
FPhe

gat

otg
Leu

ot

ES 2567 13213

atg
Mat
215

gat

aag
Lys

aac
Aan

att
Ile

ata
Ile
285

SCA

Fro

aag
Lys

coS
PES

att
Ile

aga
Arg
375

aag

Lya

gat

gt
Ala

aag
Gln

cat
His
4585

ttg

ggc
Gly

aaa
Lys

tac
Tyr

ata
Ile

att
Ile
280
tEE
Phe

gt
val

ttg
Leu

gac
Asp
gat
360
atk

Laana

gat

act
Thr

Sag
Gln

aag
Lys
440
coo

Preo

ago

oot
Pro

gaa
Glu

age
Ser
ttg
265
atoc

Lle

tca
Sar

[={=]]
FEo

gag
Glu

tte
Pha
345
gaa
Glu

ata
Lan

gat

gat

toa
Ser
425

aat
Asn

too
Sar

ago

ata
Ile

cat
His

gag
Glua
250

gaa
Glu

ttt
Phe

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
330
tac
TyrE

goa
Ala

g
Sar

gat

tte
Phe
410

g
Gln

atg
Laua

att
Ile

gaa

51

tog
Trp

gaa
Glu
235

tte
Phea

goa
Ala

g‘gl
Gly

cag
Gln

att
Ila
315

gtg
val

aat
Asn

gat

aat
Asn

tot
Sar
395

cat
His

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

act

tta
Lau
220

gtg
Yal

age

Sar

tgt
Cys

ata
Il

caa
Gln
300
BAEA
Lys

aas
Asn

gat
Asp

gty
Yal

gat

3ED

Gly

anc
Thr

tta
Lau

aac
Asn

cag
Gln
460

gag

aca
Thr

egg
hrg

gaa
Glu

gaa
Glu

ttt
Phe
285

agy
Arg

999
Gly

acda
Thr

gat
Asp

gat
Asp
365

cat

His

egt
AEg

Ser

aat
A=n

ttg
Laua
445

aca
Thr

oca

tac

Tyr

gtg
Yal

gta
Yal

gaa
Glu
270

gga
Gly

att
Il&

ate
Ila

ata
Ila

too
Ser
50

qag
Glu

qag
Glu

t-Lalm]

The

gaz
Asp

atg
et
430

cat

Pro

gta
Val

tgt
Cys

aga
hrg

cka
Lau
255

gat
Asp

gta
Val

gat
Asp

tta
Tauw
335

tag
Tep

Ay
Lys

Lys

Sar

atg
Hat
415

gaa
Glu

tat
yrE

gaa
Glu

Pra

tog
Ser

240

egk

ata
Ils

goa
Ala

atg
M=t

1=2a 1]
Fro
320

GLly

gte
Val

act

Loa
Sar

tgt
Cys
400

gt
Cys

get
Ala

gat
Asp

gaa
Flu

Caa

311

850

107

1055

1103

1151

11389

1247

1235

1342

1331

1438

1487

1535

1583

1631

1679
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Asn
4E5

otz

==
Phe

too
Ser

g
Arg

tac
Tyr
545
atg
Mat

taec
TyE

gca
Ala

gt
Val
ttg
E25

age
Ser

Lys

goo
Ala

tat

cca
FPra

gag
Glu
530

ttt
Fhe

gaa
zlu

ata
Ile

gat
Asp

caa
His
a10

[=I-14

Frao

aca
Thr

Fro

teot
Eer

===
Ala

ggc
Gly
515

Val

tgt
Cys

goo
Ala

ace
Thr

atk
Ile
585

ace
Thr

ttg

gac
Rap

AT
Thr

cada
Gln
500

caa
Gln

goa
Ala

gag
Glu

acg
Thr

Aca
Thr
580

gat
Ala

gtg
val

aat
Fro

caa
Glm

Pro

cog
Pro
485

gta
Val

aag
Lys

acg
Thr

toca
Sar

tot
Sar
565

gaa
Glu

cca
Pro

cag
Gln

gac
Asp

ety
Lau
&45

Lau
470

atg
Mat

aRgc
Ear

att
Ile

P-1-1-]
Pra

gat

250

tagt
Cya

aga
Ser

gat
hap

tat
Sar

Lys
630

aac
A

ES 2567 13213

Lau

Ser

gas
hsp

Lys

tgc
Cys
535
qoc
Ala

ata
Ila

etk

get
Ala

Fro
615

Lys

aaa
Lys

Sar

aat
Asn

att
Ila

gca
Ala
520

caa
Gln

aaa
Lys

aaa
Lya

ase
Thr

gag
Glu
&00

agg
Arg

aat
Asn

ate
Ile

Sar

fasalal
Pra

WCA

505

Gly

gaa
Glu

Lys

coa
Pra

aact
Thr
585

atg
Mat

gaga
Gly

EEE
Pha

atg
Hat

Glu

aca
Thr
450

(==
Pro

ata
Ile

aat

tgo
Cys

ago
Bar
570

ack
The

tot
Sar

att
L

[ =]
Fro

cag
Gln
&350

Thr
475

toa
Ser

goa
Ala

goo
Ala

tac
Tyr

ateoc
Ile
555

ttt
Pha

gaa
Ala

gta
Val

ata
Ila

tas
Sar
635

tag

Glu Ala Thr Gln

480

His

att
Ile
455

gJoa
Ala

gagc
Asp

ett
Leu

gat
hsp
510

gte

Gly Val

aat
Asn

can
Gln

acc
Thr

ggc
Gly
525

Gln

atg
Mat

aac
ABn

agt
Ber

agc
Ser
540

qoc
Ala

got gtg

WVal

goc ogt
Ala Arg

254

att
Ila

aac
han

caa
Gln

gag
GElu

gac
Rap
578

tet
Ser
580

atg
Mat

cag AcE

Gln

gag
Glu

tac
Iyr

cca
Pra

ase
Thr

gaa
hAsp
G0

acg

act
Thr

oo
Leu
€20

aac
Asn

get
Ala

goa
Ala

tat
TyrE

gt
Cys

aat
Gly

gty
val
640

teg
Sar

ccktbactat otttaaatgg

caagggaaag
gagcatgaga
agtggaaaat
aatgasttgt
tgtgatacta
agcasaacaa
tgattttttt
tagnktggat

ttacacttta

getgygoaca
gtggatatgg
caagaattog
ctttaagact
agoattaaat
toaggtggat
tttetitttt
atgoaaaaca

agoatgagkm

aacgottaaa
attctaaaat
taatcagata
gtatagtgge
agoctacgttt
teEgoagtte
aaataactgg
ttkattttga

ctttataata

ccaaaactat
actttttetg
aatgctooca
agtgattgtea
tttatgtatyg
aggaaattga
gaactaaaac
catnaaatbyg

tgctacacac

52

gttttaaate
gaaatgtcaa
ttgtgaatta
tgktactgtgg
tagatcatge
atgoagatta
tctaggtgag
atasagatak

atattgtagt

tgtgttggga
aatatcaata
taaatatttt
gtettaattt
ttttggaaaa
tagoacagga
aaggtaaaac
ttttaataat

tcagaacaat

1727

1775

1823

1871

19189

1967

2015

2063

2111

2158

2212

2272

2332

2392

2452

2512

=

2632

2692

2752
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ccatctnagg
aaagaaaacea
actctaaaaa
atattttttt
caaacagtaa
aagocacaca
gaagagotta
tatooacagt
gtacaaggaa
taataggata
acacaaattt
aactcagaag
ttttaagtag
aaataaggga
ttetbtgagt
ctgaagaata
agttttantyg
gattttgaaa
ttegeettgt
ttoctocaatyg
cttaaagatg
tatagecaaa
ctggocacac

tttetttatg

atgtagoage
aaacaagtta
tgtctaataa
aattttgaaa
acagaaatta
gotacatgba
aggaatacas
goagkatgbe
aagtecteoaca
ggaaattaaa
ttaattocagg
taattaaaca
taagcagtat
gataaggtag
tagoasoooa
catntnattt
gattacoatt
tototttcat
tactttgtaa
gotacatgat
tgtgtittga
aatagctaaa
aageocgttat

tetgbggatt

ES 2567 13213

tacagtgtaa
gatttttaca
cctgeoattat
actttatttt
taataatgga
agagaagtag
gaagtgagag
asacccagak
tgtatgaaat
gacctagate
gagaagggac
ggtaacagaa
ttcaatgett
ataaaaatca
CCAAAABABAR
aaatattttte
tbgacaagas
goaggagaga
tagattttaa
ttagttcata
tgaactatet
tacctcaate
tecacegttta

tttaacttaa

agagggntte
aageeootttt
tagaaaaaaa
tttttaatgt
agaagtgctt
aagtgatgtyg
cacaaggatt
tggtttttat
ccagtateea
tagnactagt
agaataaatg
accttgocat
nttacttace
ctttttgatt
atttatggga
tagatgecty
atttgtggog
cagtgaaaat
taagttttte
tgaagtatca
taccatttca
agttccagaa
actagttgtyg

aagttoaats

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 12
ttgacgaaat agtgcaacct gatc 24

<210> 13

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 13
cgaatcccgg tcaaactaat g 21

53

atgttttggt
ataacttoea
cattttaaat
tgaatcaacyg
tettogacaa
gtgtgattgg
gogaggagog
agtattotas
gatggggtaa
ggactttttt
acttcocact
caaacctibg
ctoccaggac
ctgtaataac
gasagaggac
aaactttans
aaacaagokbt
ctagococtbgg
tgetactttg
tcaacttaga
coataggetg
tgtcattttt
tteotgoagte

caatgaacgt
aaacttetta
ttgtaaacga
tatcatacac
atttocattc
ctaggatgea
ggoteboaca
gaattattgh
agttagecaga
cacagacagn
cacaaagcac
ataagatgta
aacegatete
ataaacatag
totoagotga
attaccttta
antgtttagh
gtgtttaagyg
ctgotatggt
atctattcag
accacgtttc
tggtactttg

tatatttaac

2812

2872

29332

2992

3052

311z

317z

3232

3292

3352

3412

3472

3532

35392

3652

37z

ITTE

agaz

38582

3952

4012

4072

4132

4174
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ES 2567132713

<210> 14

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sonda de PCR

<400> 14
cattggcctc aactggactt tactaa 26

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 15
ggcaaattca acggcacagt 20

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 16
gggtctcgct cctggaagat 20

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 17
aaggccgaga atgggaagct tgtcatc 27

<210> 18

<211> 34099
<212> ADN
<213> H. sapiens
<400> 18

54
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tgataaccag
attcectgac
aatctetage
gotttgbgte
aggaaaaatyg
teatccocagt
cacctgattt
ttoaccaagt
catcatggta
catgecttte
actgtgggaa
tittattgaaa
gagatatage
geagggagas
aaastasaga
atgtgtgaga
atgtaggatga
coctotbotatt
atotggggga
ttggoatatt
agtgatatgy
dagggeaagy
gatatatgat
atatatteoag
agaggaaggg
cootteacet
ttacatttta
cctaagoccaa
toagaggatyg

goagttaagg

ctoaccaagy

ctcagaacac
tgctagatce
tetggttet
tagaateasa
cttttobgga
agtttocttca
catgeettge
googttoace
caaagaacot
tgattttect
tggaagtgat
aaaatattaa
agtgattaca
aggcaataaa
CATASAgEAT
gtgtgtoaaa
gagtgtgtgt
gtggtgtect
aaggotatge
tgagggatga
gaagggatea
ctttgaattt
ttasssgatyg
taaaagactg
tgasacansg
ggcattattt
ggcttasaca
gatgoagggt
acattgtcta
gtatgagete

aatactaggg

ES 2567 13213

acacatatta
agaagteate
taaacaggte
ggctgacasat
agacatagge
cacactttag
atttEetttt
tgagcgagag
aggacocata
ctocatggat
ttgtEgtgak
tcaagocoat
aaagacaasan
aattgaatta
catatoagesa
gtgtgagtga
asaaggattyg
agaccagaga
aggcagagga
aaaaggooag
gagagttask
tactitattt
tagerttgtt
tagtastttt
asctetoaak
tocatttttgt
ctteattate
tagtgaggac
tocaacogas
agggetaaca

asattagaca

gttgtteoteo
ttocagatga
ctatgaaatg
ggcaagoaac
attacctoct
atacgtgtet
tattetgeag
acttbtteoat
cagotgbtat
gtacctacta
ttatgeoaata
cotatgbget
toaatggtet
aatttecaget
gtgtgtggga
gagcatgtat
aatgakgeaty
cataagtgaa
aattgoaagt
cactgaagges
tagggactga
gtggtggaaa
totasceaga
teoatttttac
ataggtacaa
ttacteteoac
tootgbbita
cocttbateoct
gagotggaat
aacctgeact

gtittgbgtac

55

ctttoctteoo
actacctata
cttgasaataa
aggeactasa
Agacacggaa
cattaggatc
attettotaa
gocactggac
atacoagang
aagtacactyg
aatgaatakt
gagtactatt
catggagact
agtaatatag
gtttgtgtat
ggatacacgt
aBatgaghgy

acqgggacaqgg

acasagtocs
acaagattga
ccatgocaaa
gotataggtyg
taatasasks
cagtgacect
tecaagtbat
tgtgtatatt
caccoascco
tggctcaagyg
agggaaggaa
tcagtgtagt

aactoagect

caccctoooo
tocaaatoct

aaggcaaaat

actatgases
tacactggck
acatatgact
ggagoctaaa
agatgaggtt
gtgocasaat
agtcagatgt
catteacstaa
ttaggooctg
tocttocaat
gttattaaga
gtgcatgagsa
gggcatgtge
tactaggagy
ccacgtgagh
tgaggoagta
aagtgaggag
aoteatagge
tttttgaaaa
cttetattan
ctaaaataac
ttatttaotte
tttoocctttt
coagagaagyg
tgttogttag
gatgoagaca
totgeacttt

cateatttge
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e Lo 1 L L
gaaaaatact
tottettate
tggactataa
attttaatta
Asaatactbg
cttggatgas
aaggctgaca
cagacatgaa
tgtacaggca
cocactttat
gagaaatcca
tocacataackt

caaatooagyg

gtteagacat
agggtaagta
ttttttctat
cocagtttate
attagtgtac
goacktbebyg
atagasacat
gtoagagtesa
cacaacagaa
cagttgtgtg
cacatgttag
aattcagoct
agagqgetotg
bgtttttaaa
tacatascca
tatacaaggk
taacasaagt
cttaaaaaca

gaaaaacatt

taatggactt
tggoagagta
ggtagtatag
aatgactata
ttggtataag
gagttagoaa
gtgaagtgaa
e e L)
gttagtatgt
caattagoea
gaaaataatt
aaggaatgaa
ctgtocacag
atctacacta
attoagasag
cagcottoatg
aaaatataac
caagaaggat
agbtatattt
ackottatsa

gobtotoate

gtgggcagtyg
cotgaacatg
ttttgoctgg
ageageagat
ctgagettge
ggaagcatgt
ggaagtggge
ttoaacoaaa
tgtgtggaaa
attaaattta
taaatgatgt

tcttetgote
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goctoatgac
cttgacacat
tgataatttt
aattgtataa
ageaktttas
aCaAgoaAgad
gatgaaatgt
gttggggcca
ttgatgacac
aactgtaaag
ttttgetace
gecttgataa
goatottaktg
coaaggatga
atgtocttaga
attaagtgoc
tattttgaat
aaaactgagg
gatttoteat
atgtttotta
actgqacacat
cagttgttta
toaggeotghto
ctetgetoct
tcaaaacagt
aggqgactca
tegagetget
atgtgaacas
cttcaaaamt
atcagtagygg
aagocaaaaa
tttattttta

tttattctta

ttottgtgag
aataagtact
aaaataatta
gaccattbat
tgoagagatyg
ctbtocccase
ttgggcacca
gtaaacagag
ttttgaaatg
aaaagtagea
tcaatattta
atatatatce
cacactooag
tgotgasagt
ttttgooatyg
aacccaaact
atcttagoea
gattaggagt
tgoccactte
gaastcagtt
apataamact
agtttgetag
aacaggacaqg
tgocaggtog
gtotgooatc
ggatgaatge
cbhgetetoag
tcagteootta
tacactggte
agaaagggoa
cotgogottt
ttacttttat

tttttaatga
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gatcatatga
cactaaatgg
tgatatagaa
accagtaaat
atgettaatt
tttcagtata
agtatactat
ttgatttcta
tgtggaatca
gaataaccte
ccaaattbga
cttgooctca
toatkttoaga
gtgactgggt
gtagtgttty
tacaaaatta
aactactatg
atcaggactg
ACagacgaaga
gocaggyoaas
atgagatgat
aatggactoa
ttocaggoaca
ctggocagaaa
ctgtgatgac
acattacagg
ctocttgoat
aggobgtakta
ttaagagaas
ttattacttt
octgtoatgaa
ctagttggtt

tagtetettt

gataacccat
tagetggtat
atccagtteo
tgttacaatt
tgoagataaa
agagaggtet
atttttoott
Ttaaatacatt
ttaagttatt
ttaagoctggg
Cgagcaaaaa
tcaatcaggg
atotebggte
asagggasac
gaatcooagyg
gatatttgtg
agoccacagoc
gactggactyg
caatacaaat
tocotgaaact
tetatoccaaa
gtatctaaag
gooctacagg
aggoagocto
gatagtgoca
catggtaaaa
gtaaatgotyg
coacacatek
tttoatttte
catttbtatk
aacagoctgoo
gtotttagat

ctatggttet
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caccocottoo
taagagcaga
gagaaggoasa
atagtttaaa
agaaagaggt
aatgectetgt
acagtococtoa

aagagatast

ttaatacttt
ebttctattat
cactcttact
ccacctatte
cacacacacsa
cagagatgaa
ctttggoaca
tgogttoaagy
tgocatcatyg
caggetggte
atktacaggaa
agcagoaatt
aacagetgag
ccaagoagac
geataattta
chgoocagaa
cacaggogos
atggttttat
atggagatga
attccattge
ttbgacctat
cecbbcaagaa
tcattooote

cattgeotttyg

atttcacaag
goggagotic
gtgacacagt
atataagtta
tggaagtagt
ttogtectgtyg
tggggaacaa
attttagasa
gagtttteta
gtgaaageet
taatttgaaa
ctaatttttt
casacacace
tetetcatte
caggetggag
caatteotect
cocagotaat
toaatotoot
tgaacoaceq
cactgtotoa
gagoagetgt
cagoctgaga
attacaggee
aosateccas
totgootgea
gtecctttga
tgaactacct
cttttactte
ctgtttatte
tgotaaaaac
ttotgaactt

taatatggtt
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atagtotggg
catacattga
Bbebgbbtta
taaatattta
gttttgaact
gagttoatgg
ggtactgaca
tecagacsatg
acttttataa
cattttotgyg
gtaaatatca
taacatttcot
ttatetttta
aagcatatge
tgeagtgget
gectoagect
ttttgtattt
ascocatgat
bacooagaaa
gacectggag
chocaaggaces
aacagctata
ctgacttaaa
agagggatgg

cagggocatt

cttatatatt
cacoccaagta
cattaccaca
cottootbga
atacctocac
ttaaggaces

ttttactett

agoaaaccta
ttttggteoat
tgagotaakt
tttaaaatga
agotgtitet
atttgggata
tgeactgtig
ttaagoacka
tgtocacttat
goaattttet
aattaagcat
ctteotgacte
ttotgoctit
aacttttttt
cgatettgge
acctacogan
ttagtacaga
cagectgeck
goatatgeoas
tototgocat
ctotgatact
agaaggaaat
tacaacctge
toocaaacckt
cctaccteat
gtoctictcaa
goaattctaa
cteoatgocca
egtattgeca
cttgaageck
tagagagcac

toctictgag
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aagcacttaa
ctgtagagaa
Egggttatiy
aattcaasat
gatccatoat
atctaaacag
agaaattotg
atctacatat
goetaagtaca
tacaactact
actatagttc
tacatacaca
tgooccattta
tkttttgaga
ttactgoaaa
tagotgggat
tggggtttta
cagoctaaga
cktbtaagag
ttaaatcoca
acacaagttt

aggogtotto

attgtattaa
ccacagtatyg
cttocacaas
ttaatagget
tttaagaaaa
tacttectta
tctattaaas
tocatgaaga
tactaatgag

goaggaggaa

cttttgggayg

attcaaccoca
totacaktta
tggttcatga
gottaaaata
ggttttttaa
tgaatcatga
ttggaatake
tttgataktoe
ctetttaatyg
aatgaaccac
catacttaca
atttttgcat
tggagtetty
ctttgoctoo
tacagaagoa
ccatgttago
aagtgetggyg
tetcaacscAl
atttectboo
tetectagog
toocagottg
ttgtecackqg
goctgtgage
cacagattac
agtgaataac
ttttockbgoo
cctcaatocoo
tEttacccat
goCcagagoaa
cacttaccca

ttecttagac
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atctatgaat
tcaatagaat
tagocctgaaa
gatataatge
ataggatggt
gggtgattet
toatctatac
agcatattcoa
gocagtogtoa
ctaaaatace
cttacttgga
attttaggaa
ctggggaaas
toaagotaac
gtaaatcaca
goaaggtcca
gatctgtttt
taagttgact
cttgtggagt
goaaagggtyg
cttatattca
goctacattt
cacagttact
cagtgaacta
ggaaacaaaa
gtataaatag
caaaatctat
atgtattgtt
gtggetagaa
attaagagas
atgtgteocta
ggatagtage

cagtoctact

cocatagtgt
gaatataaga
ttaggggace
atcactetge
gABACATOOA
ctgtacktgtt
aactggcata
ttcaataaac
gacactgatg
tocttocacaaa
cttaagotac
cactcaagaa
cagotgbbac
tagoaatggt
gogtttttgtt
agtataatca
acaggagatg
ttaacataaa
ctttteocttt
aacttaatat
aattcactga
toctttatcacs
ttaaagacat
agtgaaagat
caaataaaac
caaaatagaa
CCASAARRGC
ctbtttabgt
cttacagata
ctgtatoaag
acatcagtgg
aagaacactg

catttacctg
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ctgtcattat
gIccoaanna
acatcttact
ctggagcaca
ggtetaaaca
ttaatgaaca
ataaagtaca
ggaagtttta
atactgtcca
atatttgtet
aacatgattt
tggactoaag
tttaatteat
ggtacagtgy
toatttgaca
agtaggaaga
ggatcagetg
gtageoctgge
aggatatett
attettagga
aatacgtbgg
asagoataat
gtttattaga
cocaaacagag
aaacaattgt
agaatcaaag
toatttgttg
ggttttotag
gaaacaaata
cagtasagat
gtatagetgt
gottaaaaco

gotgacatge

gttttagaca
actactcaga
tatctttata
catcaactbg
tboactgtte
tetttamnaat
taccatagga
ccataggoag
ctgatgtgat
toccaatttat
thggaacaat
aatggaaaga
cghttaccte
atgaaaagtyg
tagttttaga
ctttgtaaca
gtgaacaaga
agtaaatgtt
tgaagobgeq
tebottactt
ccttbgaast
cattotggaa
tctocagaaca
gatoctttgo
aattagaata
aaggactttg
chtataggaa
goataagatyg
aastckaata
aacacaattg
tgagttgaaa
catgttotag

ctgtcatgtg

58

taaccaattec
tgggaatttg
tetgoacage
tetectoagt
tetgggaata
gtecotaagt
ategatttat
aagtaccaaa
atgtotogga
tgaatcagac
taatotttbt
atgeootgat
catetggata
tttetatgkt

ctamatanst

gtgttctata
JIaaaagggs
gtgaagaaga
ttgtgttitt
actaattatt
atacgatega
ttttacattt
aatactggag
coatcatatg
gtcatgttta
agtagotgaa
tttectegityg
actggaagas
ggckgacktt
atttgoaaag
ctaaatggga
coctgttote

tcacgoactg

tocattaaatg
agteottatit
gttggtgotg
tbottbcace
toctagbtttgg
ctoagaasch
gagoaggoat
cggoctogta
aatgatgtta
tatcaagoac
ttaaccotto
tatgttteotyg
cobtattgta
gatgaastag
ggggaagect
gatacatgga
agggggaact
gaataggaac
atgttocact
cgataggate
cgtaatcaaa
Aacaaaagagc
acaatcagct
gacacaaggt
taccttaata
attagbgoct
cttotoocaa
ataggagtat
aagggagaag
acaatttagt
tagoagaatg
tgocaatage

ttotggtagt
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ggtggttata
ttgoagtgoa
gobggocass
gotgacagtt
gacccacagt
cagtaactac
agtagtcoca
gasatcatas
acctbbgagg
aagtettacs
ARRCCLTRGOE
gggatttgaa
ctttattaat
oggactagag
tagoctacaac
ctaatgtaas
atassstateg
ttagttagas
caggeaagta
cocancgagy
ttggagaggt
taaagaagga
gogcasgaaa
aggecggogdy
AgACRAJACA
gotaggoage
ataatcactg
accaaagggyg
ggaccaggtt
gracagobga
tttatectga

agagcaggtt

gaataagtac
gegtgatagg
ggogtgaatyg
tagttaceke
ggtcaaaago
taagttccaa
acatgttcag
gtagttgttt
atgtttaaat
atgtgteagy
acagagcagt
cotocagoct
gotecagagaa
gtagaagagg
tagcacaata
cotggtagat
tatgtatggt
atttgtoatt
aatgttotes
atggaaageyg
tgoagtgityg
ttggagagga
gaagaaagat
tggagtggge
gtoaaatekta
ctitggaggg
tgtoagticog
tacagtgggg
attagtggtyg
cggaatgtgy
goaactagag

ttggagagga
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aatacagtca
tgttagactyg
actgacaggs
bgaactggasa
atgagtgagt
cagtaactta
ggactcagga
ghgecacaaa
agggaaatta
tataaaaaces
taaaggacta
ecatgetett
attastottg
ttaaaagact
grtgtgggge
cttgagaaag
actacctoac
cattcaatta
atgotgggga
acaatgetat
agttttcagg
taattatgtg
ctoasagtag
acagagtgag
cocaaccatt
ttttagatga
cttgaggatt
agqacaaatga
caggeggtgy
attagtgagyg
gaattgagte

agagcaaggg

aagagggaayg
gaaatacgtqg
atgagggatg
ttggactokbe
attgtoaggt
gtagttactt
goagttagga
aaggaattbg
attgaggata
atcttttgea
gttoaagtca
actettgagg
ttgoaatghtyg
gagatgatca
aaggtgetga
ttgteaatea
agggctatto
attoagocaaa
tagaaactgh
ggagaaatat
attggcatco
tgtgtctcag
gageatgetk
agaggagact
gocaaagact
tgagogatgt
goatggagaa
agcaagaaga
gacatggttg
aaaagatgag
ctogttaaca

tttgttbggg
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tocaggoatgt
gaatgoagag
aggaagggat
cotattttta
accacagtgg
agtaattaca
ageooctocta
gaottbtasat
ctaatagtta
atcacacttt
aacagctagt
etttgoagta
asscgtagat
aggtasasaga
gagtgaaaga
ttataageest
tttggatttg
tatttattat
etbasatggt
aggaaaggag
ctgaggcagt
ggaagggcat
thtookaaata
gotatgagan
ttggetttea
gatctaacgt
tagactaggag
atgazzaagg
gattetgtta
ccaaggacaa
gagatggaaa

gatatattaa

tcacaaataa
ctgoaaaggt
goacagagat
aaaaagtgat
acttgocttt
acagtaactt
gtcagotgga
gtoacgaggt
acagtcacaa
acagataatyg
agatagagct
coacttgtet
tggagtggga
ttatgacagyg
gaacaaagaa
cagettocto
aagtactata
gotottoketk
gogatttaak
aataggagtg
ggcatttgaa
ttoagoaagg
aatgaacage
caaategoac
cttggagtga
aagrgttagyg
guggacaaag
ataatggcca
tatcttgaaa
gttoattgtt

agaggaaagyq

gtttcagata
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ttttttaaat
ggagaggtoa
tggtggtace
goataagtaa
taaacggtta
gaattattge
attttocaaaa
tgtogaccoo
gtgeacacaa
tgtgtatate
aggtggectt
gattttocaaa
matataaatt
agaaattgtyg
gagtatatca
agacagaaaa
atgtcagaag
agtgtgeagg
ccaggttata
agotgasgga
ACAacagaaat
ggtttotota
totetgttet
tgatatcaga
tttactocaa
agttaaaaan
gaaataagag
cttecattas
caaccagata
catgoagata
atggttaotgg
agatgttget

tatcattaga

atctocacagg
ttattatgos
aaatotttte
tgagttatag
agotttgatt
cattatatag
tgtagtoatg
acagagggoa
gagcttooot
tgtaaagtta
ctgtatatat
accotoagta
tagacaktagt
gtotttgagg
atagaacaotg
cactgaattg
aaaatatcac
aagattgtat
groggtgoagg
atctgacgga
gaggtaaasa
ceootagtte
ttocagtttoa
goaaaaagaa
aaggaatttt
aasagtbast
catgaatgat
tattaaattyg
cacaaattga
tocaagtgag
agtatgaact
acaccttaca

ctttectitg
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agttgteaat
tgtaatggta
caaanjgacs
aaaatetteoo
atcaggatta
goatabgtag
attcatocaaa
acagcatget
ctttggocaa
totoccagtoa
ggcagasaaa
atgagatocoa
tactagatet
tootactaag
aggassacas
tcaccatttg
atgtggotag
gagaagattg
cggtgagata
atatggattsa
gggtetatge
egaagoagea
agtgaaaata
atatacaaca
tgtaaggget
ctettataaa
caaaaatgta
tgtebgtetyg
ecteasabgy
atgggaagoa
tocaatacaas
ctttgacttt

aoctaatace

atagcatgta
toctocacagga
ttgtotocata
attaaaaaca
ctgaatctas
ttbggocatt
tettgactat
cctocaccat
cagatttgac
acgotaggga
gaaagtaaat
actagcaaaa
ggaatccata
cagaatgoasa
tgtttcaagt
tgagactagc
gaagatcaca
aagaagagta
tggttggatt
gtgaggoasa
coodaggdaca
ccatgtotaa
aattoctttg
tggcagatct
tatttagaag
gtgaaagtta
gaaagraatt
tgbactaatg
ackttacktga
ccacgoastyg
gaagtaaatg
toctttctatt

acatgttcat
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gatttatgta
ggtecattgtt
toctetattt
attttatagt
macamateca
ttgeoatates
cactgbtttt
aaggootget
agocagtaag
tgcacactet
tttactetgh
atttaccagg
ttttbattca
caaattttog
tgttcatgtyg
ataatgottt
aagctaggga
aaaaaggata
ctgttatate
gatgagtebt
tacabagtitg
attctgtaag
coaaaatoct
tgtaaatagt
ttaaaaacaa
taataagaas
tggtettetyg
atobgttgas
acgtcagtit
cagatattca
aaactaaatg
tcaacaaact

gotgtatget

tagqagataaa
atgectgtaa
ttoaaatgoa
tcggtocactt
gaagggtgag
ttogaattta
aassaggtgy
ttcactgtgg
agctoctoac
goaacactet
atctgoaagt
aactotetag
tocageckatyg
tggaactgta
acagtcasas
cttecttett
gocattagoag
atggctagga
ttgaaagtac
toagggaasa
caajaaasaa
totttetgac
gatgoattta
gatcagatgt
gtcatocottg
aatattggaa
agaagaatges
tbgoacagtyg
aactgggatt
gasaggatgy
gaaaatggta
ctototoatt

cocataattto
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ttaattgaga
gatgettatg
tegotgtaca
abgbggatas
cocatgattt
ataggaaaac
tacctocagag
ttgacatatyg
tocacabggoa
tctaaatctyg
cactcatcag
ggacattoag
ggaggasstt
atttagatat
acaagactgt
chactatgoa
cagacccttg
tassntatta
aaacaskgat
tgoactocoa
tgtaaaaatt
gtgtgacata
tcttgaagaa
ggagoacaat
aatbggoasa
gacagtattt
cgaaaatttg
gaagagattg
tatgaacatt
tgatgtaato
atttttttaa

atatggatac

aaacattatt
tatatatgga
gtttaacttt
aaatgggasas
cagttgotgo
agagggaggyg
aagaatcaag
aataaoctote
cataacaaga
tctaaccaca
gtgatgococa
tgagcocactg
tgagtagtta
ctgttctgta
ctaaatccaa
gaaggeactg
agggtecctg
ttttattaac
gocacsttag
atgaagaagg
gttaatitta
tgggaattac
aagogettaa
ttttactbgg
catttgteaa
tttgoaatgg
tgtctocaac
atggtgatat
tagaaaaate
Aaatcatgea
tgatcaaaaa

attgtagaat
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taaccggtaa
ggoctgtgga
agagoaasst

grttgtgats

tactcaaagg
aatttgtete
ctgagattet
tbockbtacaa
QUARAAACA]
gocacagooa
goagoctgge
aaaaagatgo
castactagy
actbggtaca
getacaatea
tgotaaatge
agaccettte
tatgttgasa
catgaagasas
Aagasaaags
ctaaaccteg
acattaagca
atgactgagt
angagaaatt
anmagaatga
aaaaaatttg
egtgagettg
taatgasagt
tacasctoag
tggggaaaty
Lttt gta

ggttctatca

aatattgtoct
aggaaaggaa
tatagactgg
cagtoaacag
actoccacta
ttagaggttt
tatgtaggea
agoatatgga
gagtateatg
cagocacage
acagatcact
caattttgte
ctttgagget
aataaaatge
Aacattattt
ctgaggigge
agggagtica
tttaacttan
ggcagtagga
cagtttoacy
acotttgagt
tgtotgotbge
tgacagetga
gataaactgg
ggoaageottg
acttttcaaa
atagtgtttt
gactttttan
ttaaccaata
atccatteaa
tatttatogt

cactaagtaa

61

tgaaattetyg
aactatttat
ceacktagat
Egactatgga
aaacaaatto
cagaaggatg
attagagage
actoagaatt
ﬂtgﬂtﬂﬂ:lﬂ
CAAJoCAAgS
coccagaattt

attagaggaa

ctattttetg
ctgattggat
aacaacaggt
ggttetcaaa
gtactatttt
bggoacasas
Ecanatttta
tttgaagtte
acatagectta
gtactgaggt
actagttgat
cagatggtta
tegetboaag
goaatteatt
aatatttgaa
ttatattgtg
ttttocaaat
agtactagat
gtacaacata

catatgecatt

taagacagga
ccatteatte
gtatttgggg
caaatatEEt
atacgtgtct
ttttgttaca
atggtaccag
ttgataaatt
tataactaat
agtttetgge
tgagacacca
agttaagttt
aatcatttta
gotaagtcaa
actgaaataa
gtgggagcoca
cacaatacac
goaatgetgg
gtaatagtca
ttgatgaago
ttaatattct
attgtatttg
tttattgett
ttoatatbebg
daaaacaact
ttgecttttt
gacttttctt
taatasaatqg
tactaataca
agaatecgtga
tttttttgaa

accacacata

11700

117&0

11820

11880

11340

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

127BD

12840

12300

12360

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560
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cotttttttg
taagcattaa
tgaaaatttt
ataaccacca
agattatgkyg
ggttcateca
coattgtata
attctattte
tactgattte
gtagttotat
atttacacte
tgttateotet
bgtgagotga
goatttttea
taattbtgooa
atatttcaga
tgtcttttta
toccgtttat
attgooccaaa
toaggtttta
Laagggtakta
acagagtect
atgtgtggat

cagtaccatg
tgattteoate
tgoatacaaa
taaggattge
ttetbaotaat
cagttttoag
ttatktttat
cttattagtyg

actgaatttg

taaaatcatyg

tgtgttgaga
ctatagbcag
aattetitea
ttcaacbheta
gtattbghtt
sattgtoaca
tacctaccac
ttggcotgtta
attttocttg
ttttaatett
ccascaatag
tchttttttyg
tagoteatbyg
tataactgtt
attttttaat
tagtaactte
ctectgttgat
ctatttcoceoac
ccaatgboat
catttaaghe
atttoattot
ttoattastyg
ttatttocga
ctgttttgat
cttgttette
ttttagaatt
attgaatetyg
ceatgaacat
tgttoagate
ttttatagat
tatagaastg
tttatctgtt

tcatctgtaa

ES 2567 13213

acacttaaaa
cattttgeac
toaatatcte
tgettotgag
ttatghatet
agtgacagga
attttattta
taagtaatga
gatatatact
ttgaggaage
tgtgeaaggy
Aaaatagoca
tggtttaaat
ggacatttet
tgggttattt
ttatcagatg
tgtttecttg
ttttgttgoe
ggagettttt
tttaatagat
Estgoatatyg
tgtattatta
acactttatt
gactatagct
ttgttcaaga
getttttcta
tagattgett
gggetatety
tttoacattt
attgtgaaag
ttactgattt
ctagoaattt

goaaggacaa

tctactcaga
aatagattte
cttaactetg
ttcaacbttt
ggatoakttt
tatactbatt
tocacttata
acatgggage
tagtagtgga
ttcatattat
ttocootbttg
toectaacato
ttacatttas
atatattott
tottgttatt
tatgoaaata
geagtgoaga
tgttoccaat
cctatatttt
tetgagttta
gatgtocaat
geasatttgt
cttttacatt
ttgtattatg
ttgoctttgge
tttoctgbgaa
taggtagoag
ttcatttatt
ttgtttaaat
ggatttoktt
ttgtatgttg
tttgttgaag

tttaactttt

62

gattttcaaa
ttaaactcat
caccctgoog
ttagattectyg
tattaatata
tttttaagga
cattaatgga
cocagatatte
ataatataat
tttccataga
tocacattet
tttghgoact
ctgakgatta
tttasnaaatt
gaattgtttt
ttgtetocca
agetttttag
ggagtcatat
cttocagtag
tttebgtata
tttococaaca
gatasatcas
gatttatgte
ttttgaggtt
tattcatagt
aaatgacatt
ggacattoga
tgtgetgtet
ttatttotag
atttotttet
actttgtate
totttagogt

tocttotoaa

atacaataca
toctactaac
acaacococtg
catataagtyg
atatascktaaa
tgatagoatt
acataggtog
tggoctcaaca
ggatcacatg
gggtatacta
CACCAACACE
ctatgeoette
aagatgtaaa
tatattocagg
agttocttat
ttoccatagag
tttcatgtaa
ccaaaaaate
ttgtacagtt
tgaggtasaa
acatttasag
tttactgtaa
atttttatge
ggtagagtga
ctattgeoagt
ggaattttga
acaatattaa
teatgtttta
gtottttatt
cagattgbte
ctgoageottt
tttcotatata

ttttggatge

13620
1330
13740
13800
13860
13520
13580
14040
14100
141&0
14220
14230
14340
14400
14460
14520
14530
14640
14700
14780
14820
14880
14540
15000
15040
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15430

15540
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cttttattto
gtagaggagt

Etagasgassa

cettattgtg
gqgatattgaa
tecteggttet
goatococtgg
ttagtttaat
ataattttaot
aagaaatagt
ggtgttoogy
ctttttatta
caagasagta
ttbcagaatg
cttecatttot
aaagattggt
gttttaatgt
ttatooccagg
ttactagaaa
ttatttotgt
ctttttotgy
tggaggoatt
aaggttbgat
tttaactatt
tgtcacaggg
aggtagtttt
tgtggtttca
atatgtggta
ccatocatgt
cggtgtacat

gotattgtga

ttatattoct

totettttge
tacattgaat
agatttocac
ttgaaataca
ttttgacaag
gttaaagtga
aataaatcct
agtattttgk
tttettgtag
ttggtagtat
tgaagottoo
ctgattcaat
ttagtaggtt
gtotettatyg
gattttgttt
tgattttgtt
gotaactgaa
gatgoaagga
CJAaAaaacaaa
totgatettt
tttettcagyg
tattgocatg
atgttgttke
tttttaggte
gtttaccata
ttgatcttca
gtottoghbgt
tttgttttee
gactgoagag
ataccacatt
atagtgectat

tcaggtatat

ES 2567 13213

ttaattgote
assastggoa
Bbtteastgt
ttecttatat
tgettettet
tgtattatgt
acttgatcat
Etaagatttt
Egtectttaa
coocttttet
agtgaaactg
ctocttactt
gttgtgtgta
macatttgta
ttaatttggg
tatecttttca
aagcacatta
Eggtteataa
atbatggaas
attatttoct
taaaatgtta
aacttoocatt
e e
cagagatasa
cagattattt
cocttoctteoo
ccatgtgtte
tgttcatgeoa
gacatgatat
toctttates
gatgaacaca

acccaataac

tgactaggat
agagtaggca
ttattatgakt
atctaattgt
gtatectgttyg
ttatgtattt
ggagaatgtt
tacatctgta
tggtttgggt
tocacttttt
toaggtoctg
attattggtt
ggaatttatt
tttetatggt
ctttotottt
aaaaaacttg
aaaggatcat
cacgoaaata
catotcaata
tocttotatyg
ggtiattcat
gotottagaa
toaagatatk
tgtgoacgtt
catcaccagyg
accctotace
tcaatgttta
ttagtgtgct
tgttoctEtk
agtgtaccat
cgoatgoatyg

goggactgotg

63

tttgaatocga
tetttgtatt
gtgagtttgt
taagggtttt
agatggttes
gtgtgtgatyg
ccttttagtg
ttkataagag
ataagggtaa
ggaaaagttt
gactteotott
tattagattt
catttotoat
attggttgta
ttttattatt
tttcattaat
tetocatgat
catanmoatsa
tettotatta
aactttatge
ttgagatcott
cgacttttac
ttbgatttta
tgttatatag
taataagoat
cteocagtagg
gctoctacta
tagcataatg
tacgoctgag
tttetttatt
tgtetttatyg

ggtcaaatga

gtagaataga
gttocteate
tatatatgge
tatcatgaaa
atggtttteg
aaccatoctt
tgottittgag
atattageco
tgoctageate
gagaaggact
tgatgacaga
tetatttett
goatataatt
atgtetecte
tagtectaget
ctitttctact
caagtaggat
atacatcaca
totatttceak
ttagtttatt
tgtittctga
tgrattoctt
ttttttackE
gtaaattgea
agtacccaga
coocagtate
ataagtgaga
goctocagot
cagtatteoca
ccatgtottt

gtaaaatggt

caattctctt

15600

15660

15720

15780

15840

15300

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
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ttaagttett
taccageoagg
gactttttga
tgectttobe
tttgbgttet
EgtEettgaa
tgtatagttt
tttgotgtge
goaattgttt
tttocctaggt
catettgagt
ataactages
gtoaastteg
totgttocat
tagecttgta
ttaggattgeo
tttctaaatc
ttoggoettggg
tgtttttoca
aaagatattt
Laataggota
tactcoacat
ttatattgea
tttaacctte
aatgtgatgo
tttgettoca
atttgatagyg
tattgattet
ctttcatoag
ttactaggtt
aagtttottyg
ttaaattttc

tacctagtat

tgagaagttg
atataagtgt
taatagoett
toctaattatt
tttgaaaagt
teghtgattt
gcaaatattt
agaagctett
ttggoatctt
tttettotag
tgatagtogt
agttaccoag
teasatatta
tgatctatgt
gtataatttg
tttgactatt
tgtgaaaaat
cagtatggte
tttgegttat
cacateckttt
tgttaacatyg
acocgacocaan
tatttcttaa
attctaaaat
coctgggtbtt
tatgaatttt
tattgcactyg
tetaatocat
tgttttatag
tetgtgtatg
cataaaaaac
gatgtocacac

tatttttaat

ES 2567 13213

ctaaactget
teocttitet
tetgactget
agtaatgttg
gtotgbttat
asagktockt
toageoatto
tggtttaatt
tgtcatgaaa
ggtttttata
acatgbtgaa
caccatttat
gttggttgea
gtottotttt
aagtcaggta
tgggotgttt
tacattgata
atcttaacga
ctgtcattot
gttaaatgta
ataacaatih
caaacagatt
caaattattqg
aaaagtgatt
attcatttta
acaattgtot
aatgtgtaga
aageatggas
ttaotacttat
tgtgtggeta
totacacttt
ttacatettt

aattttgtet

tgocacaatg
ttgraaccte
gtgatgtagt
agcattbbtt
gootttbgte
atagattatyg
tgtagattat
agatcoccatt
cctttgotaa
gtttggggtt
aggaaggggt
taaacagbgt
ggtatgagge
ttaaccagta
atgtgatgas
tttgottooa
atttgatagg
tattgatteot
cttteatoag
ttootaggtt
aactttettyg
ttaaattttt
tacctagtat
tgocatattac
gttaggattg
ttbotaatts
toggettggy
tgEtttEasa
aamgataktt
tastaggata
tactoccacat
ttatattgoa

tttaacecttco

64

gotgaactaa
accageatot
atctcattat
cttacactig
cattbtttaa
gatattagaa
ctgtetttka
tgtcaatttt
ggoctatgtc
ttgcatttaa
coagtttoan
tttecteatt
tttattttgg
coatactgtt
catgggttta
tatgaatttt
cattgoattyg
totaatocat
tgtretatag
totgbgtgtyg
catasaaaas
gatgtoacaa
tatttttaat
catgaaaata
ctttgocaat
tetgaaaaat
cagtatggte
tttgegttat
caackaattt
ttttaaaccty
actoccacaca
tattteottaa

attctaaaaa

tttgaattat
gttattttit
ggttttgata
ttggotoaty
tgggackgtt
atktgtoaga
agttgtttat
tgtttttgtt
cagaatggta
acctitaatc
tottotgoat
toctgtbttt
gottotaetgt
ttgattootg
ttotttttag
acaattgttt
aatgtgtaga
aagcatggaa
ttoctacttat
tgbgeggata
tobtacackttt
ttacatoktt
aattttatct
ttagacaggt
tgggotgttt
tacattgata
atcttaacaa
cEgboabtEE
gttaaatgta
ataacaasttt
cacacacgtt
caaattattg

gtgatttgea

17520
17530
17e40
17700
17760
17820
17aan
17940
1E000
18060
18120
181480
LEZ240
1E300
1E360
1E420
1g4a0
18540
1E€Q0
1LE&60
1LET20
1E7a0
1E840
1LES00
18560
15020
19040
19140
19200
19260
19320
12380

15440
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tattacoccotyg
ghtttatast
coctooottta
aacaaagtas
gaatttatea
gtttattaaa
atttacgaaa
atettacttt
bcactotaott
caaaatcaat
ttctaatact
aaatttttaa
aasagatatas
agocatggea
ggtacttgtyg
ttgttgoact
aactttttat
tggacaaaga
ataattgatt
agacctagtg
cttagcagtyg
tacagtggec
geckcagast
ctaattttbtg
ctoctgacat
agoccactgtg
acagctattt

ggaattatte
tggacttbgy
ggtgtgtate
tggcagaata

cttgeactta

aaaatattag
ttoatatgtt
goagttetig
aaaaagttca
tttgagtttt
atattoctea
atagoacatt
aagtetgaca
ttttgttgtt
ttattatktt
gtaaatagtyg
gagtgtaaag
atoagoatgt
tatagttacyg
agoatgtaac
tttogtggoa
ttataccttt
acaggggett
atgaageoaca
tgtgtegett
tgettttttt
caatctoggo
actgagtage
tatttttagt
caggteoatet
cotggotgos
atctagoaaa
atgatatctg
aaatgaaaaa
actaaatttyg
Fagtggggaa

gacttggatg

ES 2567 13213

actactttaa
tttatgttac
taagataggt
beagkagagt
agtctattgt
ttttectoat
ctaatagatt
ttanatasat
tgggasagta
cagtttaaaa
ataggtataa
gagtootgaa
tageattoat
teboactgag
tttgttaate
cctetgotaa
tatteatgat
atatatasta
goegkaatas
geatcaggaa
tetoeooooeog
tcactgcaac
taggattasa
agagacaggg
gecaacateg
ctttttagta
ccaataactt
tgecatatct
taatgagtga
cacaatgaaa
aagtaccages

agqaaacagtt

attggactgt

toattageet
atgttggtga
ttoaggttte
taaacagaaa
tatttatctg
taattoagaa
ttgoaaaaat
caataatEttt
ataaggattt
cocaactaaa
ataaaaaagt
caattoagtt
acaccactt
aactgttoag
atctogttag
atttataagt
atttatttat
goagassaca
ttocatgttac
acaggatctt
ctocacctoo
goegEaages
tttoatoatg
goctoccaaa
aatacatttt
acagettitt
tgaggaccca
tettggggaa
cataattaat
aaagacttag

cocogoacag

65

gtacttactt
ocoktbtattt
ggaatggtta
atttEtacas
tgttcacaat
tgtgaggoca
goagttataa
ghassacagt
tatgaaaata
taaaattttt
ccaaactett
taaacaacct
accatocattt
gaaactoooa
ggoctatates
gtagaccaaa
ttggtaattt
ctetbgasga
ggtttatagg
catttggoaa
gototghooe
agagttcaag
atccadasada
Ebggoaagan
gtgotgggat
gqocatgaccat
aaaggcttaa
ctgtatacct
tttacaatgt
aatagaagaa
aatagoagot

goagatgaca

ttactagtga
cagotaaaga
atttaaatat
taacctgtaa
tatgtgaaaa
gogtittattc
aaatacagtc
atcactotte
tattatttaa
tcatttoaat
taagattcte
agaaaaaaac
catcoctaaa
cactgtgeca
caacatgget
ggggtcagtt
acaaaggtct
aacaaacaat
taaaggggga
tatgaatttyg
caggctagag
tgattctogt
getaatacag
tggtetegasa
tataggeatyg
grggttgitt
tgaatagcoat
gatattgocac
aacatagaaa
gtatattate
ctootcaata

gogttaggta

13500

189560

13620

19680

19740

13800

19860

13320

13980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360
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tgataggage
gagttgaggyg
ctattagtga
gaggatgaas
tattcagtgt
ggottatata
ttotgagtag
goctgacttaa
acgogagtgt
aaaagcacat
gagtatacect
cogagaaggt
Aagaaateog
aagocttoca
toaataaagg
ctaccocggaa
tgtgaaaaca
cagatatgta
aactatotgy
etttgggtet
catcaatett
taaasatcca
tgactotttg
catcagttoco
aacaatgana
agatgagcca
cotggetit
caaaatatat
tattgtteat
tacgggggge
ttoagatgat
ttttgaattt

tatatggatg

cacgtaagta
aatatgaaga
aatctttaaa
acataggott
ccbgocttaa
aamaAatAcAA
assctatbtga
taaaacaaat
ttaaagtttt
tgaatacctg
ctttgatages
aaaggaaktat
gtgactbbte
gagoaageag
caattatgat
tttoccatcaa
tgtttgettt
ggoatatagt
aagactaatg
ataccAaamat
ccbttaaata
ttotgaataa
gocaatatge
agtgtacteca
ctotggaaat
atttacatgt
gtcaatataa
taacatcaga
tgoaaaagoa
aggtggasgt
tottttettt
ataatcagga

gatagatatg
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ggagoccacto
gaggascaca
gaaattgtat
taaaaaaaaa
agaaagoatt
acaaagockg
gotassagas
tatgagaatt
ctataaacag
ctittgagtat
aatatgtgtt
cotgqacctta
tttgoagath
attaggtatg
ttttctagga
acactgatat
totghtetta
totgeocatte
cacagttata
asattbgtga
acaaatgeta
asatgggaga
gtttatattt
ttgaaagtgg
tatggegagt
gaagaaggta
cagttgattc
Eateaggatyg
gaaggaagat
ttagagacag
atatattttt
aaaaaagctg

tggcatctaa

gaaatctgag
acttgaatca
tggtgacaat
ctbaagaaaa
ttaggeatge
tcatatacac
aaacttgbtt
ttgtttatge
gaacaaggtg
ttgacttgga
aaaagtocktaa
agggttgtga
ttaaatagoa
tagttecttt
coktttoocaa
acaacttgcot
tgbtetooett
agagtaatte
gebgoattte
actattabtas
acaatgoatt
atmactgktag
tgtcttgaaa
ataaggaata
tcagtgaggt
Aaaagaaataa
acooctgoac
agagacscttg
ttagtttaaa
gastttggtyg
atatttetga
tactgatggt

gaggaaaccoc

66

tttggtgtgg
ctgagggooe
aacagagana
aaataataaa
aaatatocca
abgaggoans
tagaagatga
gaaaatccat
tteotaccaaa
ggaaactace
cagtetoact
gacctagatyg
aactatttta
taataaaagt
ttotgtgatt
atggoctacaa
catacaaang
taatatactt
tEtaagoaag
atttacaaasn
ttaamatatt
tgttoattga
gatggaccct
tgaagtgogt
gotoctatgta
aagattaaaa
tggtagtgtyg
agotecactat
aattbtteat
goaatatoca
aattttotat
tagggaagaa

aatattgagt

ctggtgtgga
ttttttgate
taagggettt
graagtbeag
tatattocaga
aamagatast
aggoccagat
goctgttgaaa
aaaaagtatg
atcactagtt
ctacccotoo
ttbottacoa
tggbggettt
atttggaagt
atgtgaatga
tttattttgg
tataatatoc
taatcttatt
tctatcatat
tgattattta
acctackttta
attgagttgt
atattgacaa
gtgagatcoa
acacttocte
tagtagctaa
ttgtocaaat

ctgtaacaga

teaggagaag
gatggtagaa
agtaagtttg
agtatgtate

cagcataggt

21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21500
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
ZZ680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280

23340
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agtoaacago

goctastasg
gtaggagaat
angaskttass
tagagtatta
tttacaggge
attteoctgtat
Ebtotakagos
atattatgea
ggcatttaat
tttttgagac
cactgcaage
gogactasag

gttteacegt

cocboocaaag
tactaacaaa
attatagaca
tataatatat
aaagacctan
agtggttage
ggtactcaat
caaagtatac
tatataatat
acgtattttt
tatcaataaa
tcaccacact
aataagcaac
tgcttaaags
btctbtattbtt
taaaacagaa
gactttatta

ctgtgottca

agatgcatac
tagtgtggea
Sasaacaatg
acttttagat
ttattctoaa
tatatgtttg
ttactataca
aaatketecks
attetggeock
tcacttaaca
ggagtctoge
toogoctooo
gegeccgeca
tttagocagy
tgotgggatct
aaagaagctc
ctacaagaca
aastagggga
attttaaatg
ctotgectot
cttaaggaat
taaaacctga
asatgagata
atagotgtaa
aactotgect
taaaaaaaaa
acttttttac
agattgtttg
gaagtteEEk
ddaaactaaqg
gatgaataca

actattcgta
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ggttttagaa
gteatastta
abtasmgbtt
acagaasatas
atgggaaatg
ttaatgaaac
ggtagaatet
tatacktokag
taaaagtaca
tatatatata
toctgtegooo
gggtteacge
ctacgecagg
atggtotoga
acaggoaaca
taactttatg
aaaaatgatt
tettantaas
goaatgttas
ghggtaagaa
gaaatagaag
agatgggages
Eatktattat
patatatgtt
tecatottttt
tagaaaagaa
tgaagctgaa
ttttcataaa
tttaatgtga
tegthgoatt
aattatgaat

attctgaaaa

agoggaggtg
aaggagacgt
ttasaaataq
agaaaactga
gototatteoo
aaccacaagoc
catgatacta
ttaactgaak
atagaotatac
tattEtLEEE
aggctggagt
cattectectg
ataatttEEt
totectgace
tatatttttt
ttattttoct
ttttoteecee
tetttaaata
ggtasattke
tactgggtac
ttttacaaac
ctoagtagtg
attttaatan
atttgtgtct
gataaatcth
accgagtggg
acctttatga
acacacattg
ggagatttga
ctgtitcagt
tttttgtgaa

cgaaatattoc

67

tggottttac
ggaacatttg
gacctatgaa
ttaataatga
atcttoattyg
tacatagaaa
aatagcatta
eetbghttaa
acccttaaga
EEEEEEEEEL
goagtggogg
cctcageocte
gtatttttag
togbgatecyg
aaactgectt
gaatatgtca
caccaattet
agasssgast
atatgtaatt
caactgoaaa
aggttoooeg
atctttotgt
Ebcaatttat
aagaagttta
caatchggaa
cattatttag
tactcococtgg
attttgaact
aaagtggaca
ggttatcaag
aagggaaagg
ttgtgtgttt

ctagaggaat
aaaaccctat
tttagaatas
goagaaagta
aaaacagaag
ataaatttat
ggatgaaaat
aaactatkbg
ttagtgtagt
tttEtEtEtE
gatctoggot
ccaagtaget
tagagacggg
aoogectogy
ttocttchgh
ttgatatgaa
ttaaaatgct
atttcageat
tttataaaaa
gtagctggea
aagtctcata
caattttatg
tgatataaat
tgtoatgatk
actaagaaaa
gtagtgtgtt
acacatagta
atatgotgtte
gagatgttca
agaaatcact
gaaatgtaaa

cagatttcta

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

28200

25260
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ctttocatgg
attettattt
agttgtttag
tgagtggana
tatasnaackta
gactbgtaca
ctatttatoo
aggacttcaa
attttttttt
caatocttggo
coagagtage
tacagtttoca
coteagasta
ggtattttta
actcocoaggt
atoocctoagt
ctocagotga
aaagatttta
gttaggaaga
aactgaatga
caatbggaas
ctgtttteca
ataaataaat
agocaaatta
tatacataac
getgbgaatt
agttaacaat
tattacttct
aasatcacca
taaattgaat
tatcattgte
goaagtatgg

tttoctagaa

ctecttaatta
toctaaacags
atttocatat
ttttagttaa
aatttgbtgt
ggacattaag
aagagotaga
agtatcactg
ttococttgaga
tcactgoaac
tgggattaca
ccatgtbggt
ccasagogat
aagtoccaat
tgootagaac
toccaggtaac
agococaagagg
ctttgttttg
agaattattg
agaaagggtt
gtasaattoa
aassagoage
atatttttag
ttoctgttgat
ttcagtagat
tetagecatt
attaggaaga
aatacagbge
aattotacaa
tttatgtagg
taaatttgea
acagaacatg

ctgtaggget
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ttatctttgg
aaaggtaggt
gtgtttotat
cotaghacas
atttatatka
aggettagga
tatttoackte
agoctttgge
cggtgtotta
cgCogooooe
ggeatgeges
cagactggte
gggattacag
ggttaatett
tatectggtt
caagacagtt
catctataaa
taaggtagta
guacgotaga
atttbcagta
ttstgaatka
tatcataaat
aattttaatt
taatttoagt
aaactoacga
ghgaaggcca
aaaaattate
btttbtataas
ttgatttgaa
asagasttas
tgttctactyg
tagttocaac

gtaaagtgge

aatatttggg
grggagtagt
ttgttatttyg
ttttatctee
gacaatttag
tggbgactat
aagtoctoaa
tgagtctgat
ctoctgttgos
caggttcaag
AcCaagqcosa
tegaactest
geghgagata
gttgottote
tttageastyg
gatococtta
tcaaaatgag
tagcacttgt
tttotatagt
gagattoatg
catbttgoas
Cacaacadaa
tgtgtattta
ttattaatet
ggtatgtaaa
agbhoaatttyg
ctctoaaaaa
taatgaaatg
atctttattyg
aottbatkbtt
aaagtgggaa
aattaaattg

gtcaggtect

68

ctaacagtga
attctttggt
atattttctt
agttatatat
aggtttagat
goataostkg
caagttgaca
acagtoctta
caggotggag
caattotoct

gotaatttig

gacctoaggt
cagegastgy
ctagaattas
caagtaaggt
coctagaattg
atctatgtta
aaacttcoaaa
gteaagoaty
tacaatttta
ataacttbet
ttttctateg
agtaatgoca
atatatttgg
gtaattagect
ttatgbtghit
ataggattte
cttaactata
ttotocaoaaa
atttgoceat
atagtagcaa
atactgoaaa

acatgoottt

tgctattigt
attttgtace
tgtcaaatta
ttaccattca
tocbatcbgga
tgatatgbac
cattoattas
tatacagaca
tgcaatggcog
goctoagoct
tacttttaga
gatotgocoa

seocatbbaa

ggtgactaac
gtgacaggaa
aaaatacgtt
atatatttta
acagaatttt
ctaaaagtet
taatatamac
ggoaacattes
tttoaggaaa
acaacaaaaa
tgggaaaatt
cttagtatta
tagttatatt
CAAGAARRTA
acgtttagte
tttootgoas
tamaaacgat
atatttgtea
gaacgagatt

gaaattttet

25320
258340
28440
25800
25360
25620
25680
25740
25800
258&0
25520
25530
L6040
26100
26160
26220
26240
263240
26400
26460
46320
265380
2EE40
26700
267E0
26820
26830
26540
27000
27060
27120
27140

27240
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gagtocacaa

ctetageass
teaggatatte
attgaggassa
cagootacag
ttttoctaca
tatcttttaa
caaccagota
tectaaktgas
gatttatget
tgoctgaatg
ccatttggaa
gaatttgasa
goagoatgas
caactgtgog
acagatatat
gqgtcacaaac
tetatoacay
atgastgaag
atttggoooa
ghetgattta
tatttetata
tagaggataa
atagoaagty
acactgagtyg
tecatctotga
gagocttttt
gettatagoa
aggagttaca
acaaaaatta
tggeocagga
aatgaagtaa

ttoattatoo
atttataatt
attatactgg
gaaataactg
attcatattt
aagtgtttgt
aaaatgaaag
tactattbgg
tttgoaactyg
ctgocactgt
catcatccta
acctttgett
taccaattte
acaaagaacc
Ilﬂtltqllt
catctgecte
ttatttcata
ctactcaack
atgaottgtgt
cagaccttaa
toagaagocac
toctgtaattc
ttaatgeaak
gaaatactga
gaatagtaac
atagtcagga
ccagtgotat
tataaatcca
gacagotegyg
goacacoctyg
gtttgagget

gacocctgtot
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aacccactteo
ttatttgtat
teoctaaoaa
aatcagaota
tgttatttta
aaaatagaga
atgtagtgaa
gattggatas

gettgettta

ggcataaggt

tttaaaaagg
cctgtaatta
gagatgcaga
Egggttttga
geatgatttg
cotgggagte
gagttagagt
ctgocactgt
tetcataaas
tttagtgaas
taaaaaatga
atcagtaaca
ttatassatg
gaasstgtas
tgatatccaa
gttttttaaa
aatttgattt
geacttbgag
goaatgacta
tagtoctage
geagtgaatt
caasaagttt

accctgottt
ctgatacaaa
adaacactos
aaatagaatt
ttttaattag
attttcacac
actaaacaag
gattotttan
ttoctotgeoa
cactacaacc
aaaagcacac
gaattatgtt
atcaaaaaaa
tttggagtca
aacatgttge
ataaggatta
acatttttag
agoacgaaaqg
ttttatotac
catagtttag
tagtagttat
atatgcttta
gatttttgek
teattatgga
aaatctggtt
aaattaaatyg
taaaaaataa
aggatggggc
gagoaagact
tacttaggag
atgattgcac

taaaaaaaat

69

aatccagtta
accacasaca
cagaatttga
tocARAaTAg
ttttgattte
aaaaatccag
goagcoatatg
tttgaocaaca
tgacctbgatt
actagaaaas
gtcacaaagt
ccatettttt
Asmmsacasas
ggttetetag
ttaatttteoo
agtgaaatgt
gottttocaag
tggocatasa
acaaasatgt
tgoaaagtat
tattaataat
acatttgooo
tattacttagg
atggastgga
accacotatt
aattgtttgg
actoccaggee
gagagtattyg
coattacaaa
getgaggoaa
cactggacte

taaasacacs

attgagtcaa
tagtttcaag
gotgttacea
tagegaaatk
agagtgaaga
atttggggat
ctgoagoaga
tactoattoe
gggoctotta
cactagogeoa
caaacatcag
atgtttttgg
cagogaaaca
gtttgageoe
aagtttttge
ttagtgeagyg
coatacagtoc
caaaatggasa
gacaggecag
atcccacaght
ttgtattact

cactgagtag

attaggtaas
gtgaccaktke
catgacagtg
aataatctct
agatacaatg
cactgaggec
aaatgaaaca
gaatateget

cagtgtggge

ataaattcca

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

217120

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

2B6B0

28740

28800

28860

2H920

288980

29040

29100

29160
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attacactat
aatttaaaga
actgattagt
aaaccctggh
AagcEACSCAA
bateetttet
gotgaaatgg
gotgaaaata
agacttoaga
totttotoat
coagaatatt
ttgagaatat
aatgobgath
caaggtaact
tgteatatgk
ttoctoctaga
tatttaaaaa
attgtaacca
etttboatag
acaataottag
gaatetateg
agacttotas
totggacgta
atacatgagg
ttatgeoottg
CcaAgCAgoCoa
gotgagtoas
atagasttet
goocasaaga
Egacasgans
atoccctgtogg
gacatttaca

catgttocag

taattgtaca
tttggaacaa
tagagatagt
taataagate
gtotaceatt
ttabttectyg
aaatoagott
aaaagcatta
tgaggotttt
ttactgtbota
tggasaaagt
gtagetbtta
stgooecaag
aastaatttta
tgaaggbttt
gaaaattttt
gttacacact
taattaatct
atettcattt
ceabteatga
agokbagatat
geagtgacca
ccagotghtg
gtacctocaga
accagaagaa
gtgttatoca
CCCASCARG T
atgoccaggt

ataaggeagg

ackbackkbat
ctoctcacat
tocaccacaga

gttotgagat
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aaatagatac
asdaatgtaaa
taaaatttaa
atctbagata
ttteaagggt
tacaaatEas
tagatgaaat
agaaaaaaac
toggtttttt
atattttctt
aatagbatig
Agatgtoaas
ttecagttea
totasattgh
ctgtasgeta
ttaaatatte
aatttatgtt
ctgaacatta
tettbetatt
Lagetatans
Egabgagecs
tgagasatca
tgaacctgac
ggttgotoag
tcaaaataac
AgCAgAgANN
tgoccatatt
gagegasath
gatgkoacas
gaacastges
caaggttgaa
aagcecttaco

goctgtocoa

atgatttatt
tgoatoctag
tctgtoooat
atttcataat
gtaagtastes
tgaktgagaty
taaatttbott
aattgtggga
agttgttott
ctgtttotoa
ccaatabttt
accaaaattt
aaagatktaaa
agctagtact
tatatatocac
tatttcttaa
ttttttatat
tttgotaatt
ttctaggaag
cocogaattas
gabgaaasga
catagtasas
attoctggaga
ccacagaggt
tcaccttatc
Aacaaacoac
cagetaagea
AcAaccagoag
tgtgacatge
tacttetgtyg
tcacacatac
actgebgety
gactatacct

70

catttttatyg
aattgtatat
ctgaaatgaa
taatatgaasc
thggetacat
tacactagas
totttoaaat
aaaccacatt
ttttttectt
cactocaatt
atttctatet
tatatgtttt
ggaatagata
aattaacaca
attcaatttt
aaataagaaa
gttttgttac
catttaatta
gaaaattaga
acaghgatga
ctgaggaata
taggggtgas
ctgatttcaa
taaaagggga
atgatgottg
aaccactteog
atocaagtte
gtagtgtggt
accoggaant
aggcagatge
agocaagoktt
ggaggestgg

ccattocatat

accaaaaaat
ataaacccat
cooctgtagta
tatatggsota
gtggatbgacs
tegasteata
actaaatotg
ttcttttaat
ctacagqtttt
atataaagta
ttbgetataa
caaggattaa
cagatekast
tgaagactac
cttgtatate
acgtcatatg
tgttgttett
ttatgagttt
gaggtgaac
ctattgggtt
AQACACAGAD
ggatggogas
tgoccaatgac
agqcagatote
cococtgotact
tactgaagga
actgtcaaac
cctkbtecaag
ggtatcacte
cassaagbge
aaaccaagag
FaCaAFTAgEL

agtacagtce

29220
258230
28240
25400
27460
29520
29580
29640
29700
25780
25820
29330
49540
30000
30060
30120
Iplaon
apzan
30200
30360
30420
30480
30540
I30E00
30een
30720
20730
30540
30800
30560
31020
31040

31140
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coacagggos
teatgtaget
thoccaagag
macastgbtt
tttoccaaaa
atteoctattg
ttgtcttaat
Eqtatagtas
anaattgaat
ttttatttaa
aatagtttgg
atttagactt
tgaccootot
cacctasaaga
caacaatteot
tttttaaaca
cagqgcaccaa
gocAsEssaS
tactkaagty
taagatotat
tatccaggaa
ttaactgggt
agacacatan
Aagboococansa
atcttttata
ctoctgagtgg
tagaaatcat
gttgagacag
cgoaatotan
ggactacagg
tttcaccatg

ctooccaaagt

tcatactcaa
atgtgageac
atacgtattt
aaaaatEbik
tgttgaaata
tgoaatgtaa
attgtgggtyg
atcasgetie
goasaccata
aaaactaaaa
atatgtaaaa
caagcatggo
aaggagtgta
aaaacaaact
aaaatgattyg
agtatttgtt
aagaagtaaa
aatasatgek
atgoaattge
agectotgea
gggaataagg
aatgaaacaa
toatttttca
gataactgaa
ggatttattt
actggoctca
tttgoaateoo
agtectegoto
accteccaca
cacgoaccac
ttggecagga

gotgggatta
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tgegactgoo
agaccasatg
Aptagoasag
Lgggggagty
tgatgttaaa
atattttaaa
ttaatttttg
ELgasssaga
goacaggota
actagaggtg
catttatttt
tattttatat
goasctacag
egttttttas
tagtaatctg
aatttagaaa
agcaaaaaag
aagagaagta
acgoggagty
goggaatotg
tacaagaagec
agagtteoaag
tgatastgas
aattatttaa
Aaaaatagoas
aagcaageat
cttaatatee
tgtegocagg
gottcaggcg
catgocagge
tggtctogat

caggtgtaag

ttgoocttge
aacaaaatca
aattgacktgg
acaggatggg
aaaataagan
gaattgtgtc
atactaagca
gaaaaaatca
attttEEgee
agaaatttaa
gacataaagt
tacactacac
totaaagetg
aaagocctth
cattattgga
actttaaage
aaaacctttco
gaaatcatag
agtteettag
ttcacaccca
attttgtaag
aaataagttt
cagaacatag
acagotaaas
aagaagaagt
tcagaagaaa
taaacatcat
ctagagtgca
attocegtge
taatttEEEE
ctootgacct

coaccatgoo

71

ctgacaaaga
tgecttagos
gocaatassg
geatggatte
gaatgottaa
agactgttta
ttgaatggcot
gotggetitt
gettettaaa
actataagca
tgataaagat
actgtgtact
gtttastgtt
tatacctocs
atataattgt
gtttgoacag
ttocaccaaat
ctggttoaca
tgogtgcaga
acttggtttt
ttgaagcaaa
ttgtttcaca
AcAgasgasa
gaaactttat
ttcatcattt
aagaagcaac
tocatttttgt
gtggogogat
cteagoactas
gtattttage
cgbgatecas

cagocctaaa

gtttctctcea
tttottbggt
tttaagocaa
taaaatgeck
tecagatagat
gtagcagtga
atgtttttaa
geggtteagg
taagaaactk
agaaggcaaa
attittaata
goagttggta
ttggocaatg
cagacteoctt
tttatctgaa
atcaacttac
cttggttgat
atgaccaaga
tggtgagaga
getacataat
togaatgaaa
gootataaco
caaggttkikte
ttotcactan
tttacttock
ctoagtaatt
tgttgttgtt
cttgactcac
tgagtagebyg
agagacgggy
cogactogge

catcattctt

aizoo

31260

31320

31380

al440

31500

31560

31620

31680

a1740

31B00

3I1BGE0

31920

ERE-1:10]

az040

azio0

JZ160

32220

32280

A2340

az2400

32460

32520

32580

32640

2700

IZ2TED

JZBZ0

32880

32940

ax000

33060
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gagagcoattg
gaatacttet
atttococatt
tetetetett
tatttgtaat
goetacataat
tgtgtatteg
asatagotas
agocattatt
tetgtggatt
attetgttat
cattgtaagg
ttatgtgetyg
aaagcocaac
aggcaaaggt
togatgaggg
tggaaggaag

ggactagetyg

ggatatoteo
cattttttaa
tategoagac
goaggaagga
agatgtttga
ttagttteoat
gqaagqactate
atasckoast
caatagtatg
ttttoottea
cadacaccaa
agagcttago
agatatagag
tcagaaatat
tcatagaget
agagtgatat
gaaagoagekt

cttgttate

<210> 19

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 19
tcagggcatt ctttccattc 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 20
cataatcagg gcattctttc 20

<210>21
<211> 20
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tgaaaaggtt
aaaagcttaa
cttttttagg
ctatgaaaag
tagatttteot
atassgtate
ttactattte
aagtotcaga
actagtbgtyg
aagqtttaata
cataaaaatg
accactggat
agggaaacat
cocactgget
gtgtatttga
gbgagcatta

cttectetge

72

tatgaaaaag
aactttgaag
aageaagett
ctagaattga
gotacttitge
atcagtgtag
acaacagoot
atgkeatbtt
tetggoagtt
aatctatttt
atctaaacca
caaatacate
atcocooctto
tggecctece
tgeoateoatgg
totttacatt

cattcaccca

aagaatctea
ttagectttaa
aatggotgat
gtgtttaaag
tgotatggtt
aasctastte
gacascattt
gotackttag
tatatttaac
cttggattoo
ctotgtatac
agcattgggt
cocttatttkt
cttaggetgt
aaaataaatg
tecagottga

ttogectaag

totcagtgaa

cttaaatagt
aattttaaat
ttcaacatgt
ttoctocaaga
asttocasage
ctatagocas
tggecacata
tetetttatyg
tgatagtgtyg
tgtgaattat
atggagattt
tgagaagaca
gactoococat
acatgggtgt
geatgttgte

tcagtttatt

33120

3x180

33240

33300

33360

33420

23480

33540

33600

33660

33720

33780

3zp4a0

33800

338E0

34020

34080

34099
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 21
cctttaatct ttggaactgg 20

<210> 22

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 22
tcatcaatat ctagctcaat 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 23
cttagaagtc tgtctgtgtc 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 24
cctgetggtg taatgtcgcet 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 25
atgtaaatgt cctcttggtt 20

<210> 26

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 26
tggtgatgta aatgtcctct 20

<210> 27

<211> 20
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 27
ttctgtggtg atgtaaatgt 20

<210> 28

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 28
aggctttctg tggtgatgta 20

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 29
tggtaaggct ttctgtggtg 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 30
agttggtctg tgctcacata 20

<210> 31

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
<400> 31

tgttcagttg gtctgtgctc 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 32
gcatgatttt gttcagttgg 20

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 33
tataaaaggg ctttgtaaaa 20

<210> 34

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 34
catagcagca aagtagcaga 20

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 35
gctatttttg gctatagaaa 20

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 36

gattgaggta tttagctatt 20
<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 37
gatccatacc tgtaggacct 20

<210> 38

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 38
ccagagatcc atacctgtag 20

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 39
tgctaaggat agctgctgtg 20

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 40
ttgtctttag gcctggatta 20

<210>41

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 41
ttagaagaat ttgtctttag 20

<210> 42

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 42
gtgaatttag gctccttaga 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 43
gctgtatggg tcctaggttc 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 44
taacagctgt tttccccage 20

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 45
tttcatccac tgtaccacca 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 46
ttgcactatt tcatcaacag 20

<210> 47

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 47
gggtggatct ggttgcacta 20

<210> 48

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 48
attgcgtggt gcttcccatec 20

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 49
tagggtccat cattttccat 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 50
caatgagtac actggaactg 20

<210>51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 51
aactcgccat aatttccaga 20

<210>52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 52

agcccaaata ttccaaagat 20
<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 53
tcagcatttt aatcctttgc 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 54
attttccttc cttgaggaga 20

<210>55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 55
agattgtgtt cacctcctct 20

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 56
aacccaagag tcatcactgt 20

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 57
ctggctcatc aatatctagc 20

<210>58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 58
tgtgtctgat tcctcagtct 20

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 59
tatgtcattg gcattgaaat 20

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 60
aaggcataag agatctgctt 20

<210>61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 61
actcagctcc ttcagtagga 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 62
ggacatccct gecttattct 20

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
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<400> 63
ggcattgtcc ataaggaagt 20

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 64
actttttggc atctgcctca 20

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 65
gatgcacttt ttggcatctg 20

<210> 66

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 66
cagtcgcatt gagtatgagg 20

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 67
ctctttgtca ggcaagggca 20

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
<400> 68

gtgctcacat agccacatga 20

<210> 69

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 69
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aagaaaggct aaggcatgat 20

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 70
aaatacgtag ctcttgggaa 20

<210>71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 71
caatcactgc tactaaacag 20

<210>72

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 72
aaacatagcc attcaatgct 20

<210>73

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 73

gtgctatggt ttgcattcaa 20
<210> 74

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 74
gttttacata tccaaactat 20

<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 75
catcaaccaa gatttggtga 20
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<210> 76

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 76
gaggctatag atcttatctc 20

<210>77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 77
tagtgagaaa gaaagtttct 20

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 78
aatgctctca agaatgatgt 20

<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 79
acactcaatt ctagcttttc 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 80
catctattac aaataacatg 20

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 81
ctcttggaga aaaccatagc 20
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<210> 82

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 82
tctacactga tgatacttta 20

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 83
cacagctttg aattgaatta 20

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 84
agtcttccaa acacacagct 20

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 85
aggctgttgt gaaatagtaa 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 86
atagaaatgt tgtcaggctg 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 87
ccaaaatgac attctgagac 20
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<210> 88

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 88
ataatggctt atgtggccac 20

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 89
agttatgtga ccctgattga 20

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

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 90
ttgagtgttc ctaaaatgaa 20

<210>91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 91
atggaggctg gaggttcaaa 20

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 92
tagggtccat ctttcaagac 20

<210> 93

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 93
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tctccagata gaatctaaac 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 94

tccaaatatt ctggtacttt 20
<210>95

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 95
tattagttac cttgaggaga 20

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 96
attttccttc ctagaaaata 20

<210> 97

<211> 1170

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
<400> 97
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gagcaaggas
goctgaggga
gogoagtbotg
Ccgacgooaga
cottggeoact
ttggoaaage
gasagockeg
cagaaggagsa
gogjasagoca
gaocotgatta
tttggataca
tcactgtbga
acattagttt
cagatgttet
aatcaaaatg
gaatggataa
gogagttoag
aagaaggaac
ascagotboa
catgoatacy

<210> 98

<211> 3976

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<221>incierto

<222> 2438

<223> desconocido

<221> incierto

<222> 2468

<223> desconocido

<221>incierto

<222> 2561

<223> desconocido

<221> incierto

<222> 2591
<223> desconocido

tgtggaaget
ctooggaggyg
tgoaggotge
gecteocatga
ggeagtcace
ttoococoagtt
attcaccaag
taatectgat
Acgacaaget
tgtotatget
ctactgeoate
cgaaatagbyg
gacogggatt
gaagggatgyg
gaaagtgatg
agaacatgaa
cgaagtocte
caagtococaat
gaggataags

catanttann

ES 2567 13213

gotgetgetyg
tgggttgtga
agotgoaage
actggggtet
agocagcacat
ctgoaaagaa
tgtogttace
ttaaagacas
geaagaattyg
s EEEEEETLE)
aagotaacta
caacctgate
cgtggagaca
ataatteotgg
ggecctatat
gbgegggtga
cgbtgtaatat
tctocagoace
cataactagse

aptaataams

tetgaagega
agcacgogac
tggaagoaga
caggtatgga
tttetggaag
tcaatccaag
ctgaactgga
caggatetat
cteatgaaty
gobgttactt
caaatggtga
cacccattgy
tocaagtgag
agtatgaaat
ggttaacata
gatccagaca
ttocteagac
cacatcaaga

ctbgtgggoa

86

gcotectggtt
coocogoagog
ggagctggag
teotttgtoag
tgaggcetaca
cetggggaca
gacattttca
toagotgbac
gacccaggas
caactoatea
tttgetggas
cotcaactgg
ttggcaacca
toagtacaaa
ctgtecagtyg
acggagettt
gaacatattg
gattgacaac

catgoattea

gggtgtgatg

ctotgecttt
tcagagtecac
gtettottaa
ccagetacte
agttettetyg
tgotactgga
tatgeotasss
tggasagast
tatacctoca
caaasatgkbt
actttactas
ccacocaatyg
gaagtaaatyg
tactcattga
gaaaagtaca
gaagcatgtyg
cacctgtate

tatgcacata

&0

120

130

240

300

360

420

480

340

600

eel

720

780

840

300

&0

1020

1080

1144

1174
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<221> incierto
<222> 3128
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3154
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3305
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3468
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3470
<223> desconocido

<223>
<400> 98

atagaactge
tottaacett
ctactottgg
cttetggaaa
actggacaga
ctaaaaggga
aagaatgeoos
cotcoattig

aatgtttecac

tactaaacat

agagtottga
ggoactggoa
caaagcttoco
gectegatte
aggagataat
aAagocaacga
tgattatgbe
gataccctac
togttgacgaa

tagtttgaca

ES 2567 13213

gagctgegeg
gtocaccagea
ccagttotge
accaagtgte
cctgatttaa
caagotgoaa
tetgotggaa
tgcatcaage
atagtgcaac

gggattegtyg

gggtctocagy

goacatttte
aaagaatcaa
gttooocctga
agaccocagg
gaattgoctcoa
asaacagctyg
taactacaaa
ctgatcocace

gagacatcoa

87

tatggatett
tggaagtgag
tocaagoctg
actggagaca
atctattcag
tgaatggace
ttacttcaac
tggtgatttg
cattggecte

agtgagttag

tgtocaggtet
gotacaccag
gggacaagtt
tttteoatget
ctgtactatyg
caggaatgga
tecatecatata
ctggaccaaa
aactggactt

[ad_F-Talad Talaf. [ad

&0

120

180

240

300

360

420

480

240

600
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ccaatgoaga
taaatgaate
cattgagaat
agtacagoga
catgtgaaga
tagoagtgat
taccocooagt
agttggagga
atgatgattc
agactgaagg
tecthggags
atactgattt
agttasatat
atgatgatteo
cacagaaact
gtaatcccac
caggtggtga
cocagoggga
gtgagtoaga
LAAAACCARY
cocagatgta
coacggttoa
tgoctgacaa
aaatcatgca
taaaccaaaa
aaatactitt
gataaatgeot
Lggoagtgat
gttttttatg
gttoaggaas
ctgggaacta
ttgacatnaa

aatatgctac

tgttoctgaag
aaaatggaaa
ggataaagaa
gttoagogaa
agatatcoag
gobattigta
aoccagttooa
ggtgaacacc
ctgggtogag
gtoctgacaca
aaaggatgat
ccataccagt
ggaagebgat
ccttggotat
tttgagoage
atcactggoa
tgtectttes
gogtggocacyg
tgocaaaaaa
stbttaaccaa
tgagacagoa
cacagtgoag
aaagaatttt
gtagocttte
ctatgtttta
techggaaatg
cecattghga
tghotgtact
tatgtagate
ttgaatgoag
aaactctagg
attgataaag

acacatattg

ES 2567 13213

ggatggataa
gtgatgggee
catgaagtge
gtectocgtg
tttecatggt
gttatattet
aagattaaag
atcttaggoa
ttoattgage
gacagacttc
gattotgggs
gacatgtgty
ctettgtgea
ctgeatacct
gaaactgagg
aacattgact
coaggocana
coctgocaag
tgoatogetyg
gaggacattt
gatattgotba
totecaaggy
coctoctegt
ctatetttaa
aatctgtgtt
tcaaaatate
attataaata
gtgggtatta
atgettttgg
attatagoaa
tgagaaggta
atatttttaa

tagttcagaa

ttctggagta
ctatatggtt
gogtgagate
taatattteos
tektaattat
CARAGCAGTA
ggattgatos
ttcatgataa
tagatattga
taagcaatga
graccagotyg
acggtacett
ttgatcagaa
ccattacoca
caagocacaa
tttatgocea
agattaagge
aaaattacag
tggeceghag
acabcacoac
cagatgobga
gocttatact
gtggttatgt
atggcaaggg
goggagageat
aataagbgga
ttttaatgaa
atttbtgbgat
Aamaagcaas
aggotgattt
aaactagntt
taatttacac

caatccatot

88

tgaaattcag
aacatactgt
cagacaacqg
toagacgaas
tatetttgga
aaggattaag
agatcttota
ctacaaacceo
tgaagcagat
toatgagaaa
ttacgacecot
gaagtttget
gaatotgaag
gacagtagaa
actegactet
agtaagcgac
agggatagos
catgaacagt
catgqgaagqes
agaaagocktt
gatgbatghba
caacgaaact
gagcacagac
aaaggotggg
gagagtggat
AdATCAATAR
ttgtotttaa
actaageatt
acaataaggt
Etttkbtekt
ggatatgcaa
tttaagoatg

naggatgtag

tacaaagaag
ccagtgbact
agoctttgaaa
atattggaag
atatttggag
atgotgattt
aagggaggga
gacttctaca
gtggatgaga
tcagotggta
gacattbbgyg
cagtcacaga
aacttgoatt
gasaacaago
acacogatga
attacaccag
caaggcaata
gooctactttt
acgtetigta
accactaatg
ccAagactasca
getttgoatt
caactgaaca
cacaaacgot
atggatteta
ttegtaatea
gactgtatag
aaatagokbac
ggotttbgoa
tkttaastaa
aacatttati
agkmctttat

cagctacagt

EED

720

740

40

500

F60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1330

1440

1500

15&0

1LE20

1e80

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2180

2220

2480

2340

2400

2460

2520

2580
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graaagaggg

tacaaagcoo
ttattagaaa
ttttttttta
tggaagaagh
gtagaagtga
AgAagEacAag
agottggkbtt
aaatcocagta
gatctagnac
ggacagaata
agaaaccttg
gettnttact
atcacttttt
aasmatttat
LEEEEAgALy
agacctttgt
gagacagtga
ttaataagtt
catatgaagt
atcttaccat
aatcagttee
ttbaastagh

ttcaaagkta

ntteatgttt
ttttataact
aaaacatttt
atgttgaatc
gettbetteg
Eqtggtatga
gattgggagg
ttatagtatt
tococagatggg

tagtggactt

aatgacttcoe
ccatcaaaco
tacectocca
gattctgtaa
Jgogagaaaga
cotgaaaate
ggggaaacaa
aaatctagee
tttotgetac
atcatcaact
ttocaccatag
agaatgtcat
Egtgttatge

aataAE

ES 2567 13213

tggtcaatga
toccaaaactt
aaatttgtaa
aacgtatcat
acaastktae
ttggetagga
agggggotat
ctaagaatta
gtaaagkttag
ttttcacaga
cactcacaaa
tttgataaga
ggacaaccga
taacataaac
guactekaag
tasastkacea
gettaatgtt
ttgggtgttt
tttgotgeta
tagaatctat
gectgaccacyg
tttttggtac

agtetatatt

acgtaaagaa
cttaactcta
acgaatattt
acaccaaaca
attcaageca
tgcagaagag
cacatateca
ttgtgtacaa
cagataatag
cagnacacaa
goacaactca
tgtattttaa
tetcaaataa
atagttebbt
ctgactgaag
tttaagtttt
tagtgatttt
aaggttoges
tggtttetes
toagottaaa
tttctatage
tttgotgges

tasctttatte

89

Aaccaaacaa
aaaatgtcta
ttttaatttt
gtaaacagaa
cacagetaca
cttoaggant
cagtgoagks
ggaaaagktot
gataggaaat
atttttaatt
gaagtaatta
gtagtaagca
gggagataag
gogttagaac
aatacatntn
aatggattac
gaaatectott
ttgttacttt
aatggctaca
gatgtgtgtt
caaaaatage
acacaagocog

tatgtetgtyg

gttagatttt
ataacctgeoa
gaaaacttta
attataataa
tgtaagagas
acaagaagtg
tgbcasacas
cacatgtatyg
taaagaccta
cagggagaag
aacaggtaac
gtatttcaat
gtagataaaa
aoEcacABas
atttasatat
catttbgoaa
tcatgoagga
gtaatagatt
tgatttagtt
ttgatgaact
taaataccte
ttattcaceg

gatttttoae

2640

2700

2760

ZB20

2880

2940

3000

30&0

3120

31480

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

3976
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<210>99

<211> 4014

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<221> incierto
<222> 2476

<223> desconocido

<221> incierto
<222> 2506

<223> desconocido

<221> incierto
<222> 2599
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 2629
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3166
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3192
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3343
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3506
<223> desconocido

<221> incierto
<222> 3508
<223> desconocido

<223>
<400>99

ES 2567132713
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augt:tgg;é
cagettgbgg
caccagoaga
agttctgcaa
caagtgtegt
tgatttaaag
agetgoaaga
tgetggasaa
catcaagota
agbgoaacot
gattegtbgga
atggataatt
gatgggeect
tgaagtgegy

cotocegtgta

tecatggtta

aAgagagaggg
gtatcaggta
acattttotg
agaatcaate
tococctgaac
accoccaggat
attgetoatg
ascagotgbt
actacaastg
gatccaccca
gacatccaag
ctggagtatyg
atatggttaa
gtgagatcca
atattteocte

ttaattatta

ES 2567 13213

agagagotgg
tggatetttg
gaagtgaggc
caagoctggg
tggagacatt
ctattcaget
aatggacocca
acttoaacte
gbgatttgeat
ttggoctocaa
tgagttggca
aaattcagta
catactgtoc
gacaacggag
agacgaacat

tettbggaat

chgoasgoag
teaggtettea
tacacocagaot
gacaagkttot
ttecatgetac
gtactatgeot
ggaatggaas
atecatatace
gUACCaaAsS
ctggackttta
acCaccacas
caaadgaagta
agtgtactca
ctttgaaaag

attggaagca

atttggagta

91

tgattgtaac
ttascattgg
actottggea
toctggaaage
tggacagaag
aAaaagggaaa
gaatgocctg
tocatttgga
tgtttoactyg
ctaaacatta
aatgoagatyg
aatgaatcaa
ttgagaatgg
tacagocgagt
tgtgaagaag

geagtgatge

atgggactat
caatggoagt
aagottoooe
ctogattcac
gagataatcc
gooaacgaca
attatgbtete
tasactactyg
ttgacgaast
gtttgacogg
ttetgaaggyg
aatggaaagt
ataaagaaca
tcagogaagt
atatccagtt

Eattbgtagt

)]

120

130

240

300

360

420

480

540

00

G60

720

T80

840

900

960
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tatattttca
gattaaaggg
cttaggoatt
cattgageta
cagactteta
ttatgggegt
catgtgtgat
cttgbgeoctt
goatococtoo
aactgaggoa
cattgacsttt
aggocaaaag
chgecaagas
categotgtg
ggacatttas
tattgotoca
tocaagggge
ctoctogtgh
atctttaaat
batgegttgy
Asaatatcan
tatasatatt
gggtcttaat
gottttggaa
tatagoacag
agaagygtaas
atttttaata
gttocagaaca
gtoaatgaas
caaamattet
atttgtaaac
cgtatcatac

aaatttocat

aagcagocaaa
attgatocoag
catgataact
gatattgatyg
agoaatgate
accagobgbt
ggtaccttga
gatcagaaga
attacccaga
accfaccaac
tatgoccaag
attaaggcag
aattacagaa
gooagtogoa
atcaccacag
gatgotgaga
cttatacteoa
ggttatgtga
gEUcaagqgaa
gagagcatga
taagtggaaa
ttaatgaatt
tttgtgatac
aaagcaaaac
gobgattttit
actagnttgg
atttacactt
atccatobna
gtasagasaa
tasctotaaa
gaatattttt
accaaacagt

tCcaagoocaca

ES 2567 13213

ggattaagat
atcttotoaa
asaaatooga
aageagatgh
atgagaaaka
acgacaatga
agtttgatca
atctgaagaa
cagtagaaga
tegoctotac
taagogacat
ggatagocca
tgaacagtga
tagaagacas
asageatbac
tgtctgteoce
acgcaactge
goacagacca
aggetgggca
gagtggatat
atcaagaatt
gtotttaaga
taagcattaa
aatcaggtgg
tttttotttt
atatgoaaas
Laagcatgag
ggatgtages
coaaacaagt
aatgbataat
ttaattttga
aaacagaaat

cagctacatg

gctgatttta
gogaggganyg
cttotacaat
ggatgagaag
agotggtate
cattttggat
gtoacagaag
cttgocttat
aaacaagooa
accgatgagt
tacaccagea
aggeaatacs
ctactebbgt
gtottgtata
cactacktgas
agactacacc
tttgoctttg
actgaacaaa
caaacgotta
ggattetaas
egtaatoaga
ctgtatagtyg
atagcotacgt
cttttgoagt
ttaaataact
cabtttatttt
kmctttataa
getasaghgt
tagattttta
aacatgoatk
aaactttatt
tataataatg

taagagaagt

92

cococcagton
ttggaggagyg
gatgattoct
astgaaggyk
ettggageas
actgattteoa
ttaaatatgg
gatgocttooe
cagocacttt

aatcocacat

gatggtgatyg
cagegawagy
gagtoagakg
aaaccaagct
cagatgtektg
acggttcaca
cotgacaaaa
atcatgoagt
aaccazaact
atacttttba
taaabgataa
goaghbgatig
tttttatgta
toaggaaatt
gggaactaaa
gacatnaaat
tatgotacac
asagagggnt
caaagoackt
attagasaas
tttttttaat
Jaagaagtgo

agaagtgatg

cagttocaaa
tgaacaccat
gogtogagtt
chgacacaga
aggatgaktga
ataccaghbga
aagotgatat
ttggctotet
tgagoagoga
cactggcaaa
tecttbooos
tggocacgoe
ccaaaARatg
ttaaccaaga
agacagoaga
cogtgoagte
agaatttteoc
agootttect
atgttttaaa
tggaaakbgte
catbgtgaat
toctgtactgt
tgtagatcat
gaatgcagat
actctaggtg
tgataaagat
acatattgta
teatgtettyg
ttataactta
aacattttaa
gttgaatcaa
tttottogac

tggtgtgatt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15&0
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
25380
2640
2700
2760
2820
2880

2540
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ggctaggatg
ggggetotoa
aagaattatt
aaagttagca
ttocacagaca
ctoacaaage
tgataagatg
acaacagata
acataaacat
acteotoageot
aaattacett
ttaatgttta
gggtgtttaa
tgoctgetatg
gaatctatts
tgaccacgtt
etbggtactt

totatattta

<210> 100

<211> 57489
<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

cagaagaget
catctocaca
gtgtacaagg
gataatagga
gnacacaaat
acaactcaga
e
tcaaataagg
Agttotttgg
gactgaagaa
taagttttaa
gtgattttga

ggttegoott

gtttctocaa
agettaaaga
toctatagoca
tgetggacas

acttbaottta

<221> caracteristica _misc
<222> 19, 49,59, 71, 78, 172, 1734, 1851, 2528, 3199, 3274, 4582,

5432

<223>n=AT,CoG

<221> caracteristica _misc

<222> 5505 - 5604
<223>n=AT,C0G

<221> caracteristica _misc

<222> 9593 - 9647
<223>n=AT,CoG

<221> caracteristica _misc

<222> 9648 - 9692
<223>n=AT,Co0G

<221> caracteristica _misc

<222> 14425 - 14444
<223>n=AT,.CoG
<400> 100

ES 2567 13213

tcaggaatac
gtgeagtoty
aaaagtoctoa
taggaaatta
ttttaattca
agtaattass
agtaagoagt
gagataaggt
gttagocasas
tacatntmnat
tggattaceca
aatctottte
gttactttgt
tggotacatyg
tgtgtgtttt
aaaatagota
acaagoogtt

tgtatgbgga

aagaagtgag
tcaaacccag
catgtatgaa
aagacctaga
gggagaaggy
caggtaacag
attbcastge
agataaaaat
COCCAAEAAE
ttaaatattt
ttttgocaag
atgcaggaga
aatagatttt
atttagtteoa
gatgaactat
aatacctcaa
attoassgtt

tttttaocatt

93

agoocaagga
ctitggttttt
atccagtate
tctagnacta
acagaataaa
aaacctiges
ttnktactta
cactttttga
aaatttatgg
tttagatgeeo
acctttghbgg
gacagtgaaa
aataagtttt
tatgaagtat
cttaccattt
teocagttocag
taactaghtig

casagttcasa

ttgggaggag
atagtattct
cagatggggt
ghggactttt
tgacttooca
atcasacett
cootecoagg
ttotgtaata
gagaaagagqg
tgaaacttta
ggaaacaagc
atctagocott
toctgetactt
catcaactta
caccatagge
aatgtecattt
tgttetgoag

taas

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4014
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gactoctget
tgcatgeotat
tggattgaga
atgagatttg
tttottttet
catcattaaa
acattetteot
ccaatgagtyg
atacttaoata
gatgttgttt
ccatgttgte
ttetttgget
attttgetaot
cotttotatt
cagaagtaac
ctgetgtact
ccaacccagqg
tgagocagta
ctktgacatyg
tataggtaest
ctgatgocag
attagaaaac
CRgOCACARS
getataattg
tggaagttat
grtaatgggte
cttggaagga
ccagagaaga
agtaaattas
tetoocootge
toggggtatyg

caataaataa

agggttgant
nocaactnta
tgatgotatt
atecaaagag
actacetatyg
agtagacttt
ttotaggaac
gtottaacas
toctaactea
aaagtagtat
tgtaaatatt
tagtacteoct
asatcttaaa
gotgtgeatyg
gttgtotaat
ctocotgoac
accaagacck
ttacoctang
tagactgata
ggaattottyg
gatatttctg
tgttcatttg
gttasttace
ataactoagt
atctgtaagg
tgatatcaac
atcttactgt
tteatageoat
atoataagac
atcttagatyg
sttttotgta

attagtttac

ES 2567 13213

gatgectggt
cetasctata
gactgttgty
tcaatbtataa
grggeggtgg
gaaaaaatta
atocotgtttt
ttatttaaaa
tbggtoaghy
gtatatatte
atttcaattt
tgtactatgt
gagasagatt
acaacaaatt
gtggtatget
aggaaagttyg
ggggtaaage
ctettttagta
atgoaaaata
ggtteaaass
gaatcttgteo
tcatggaaaa
Bbattataty
Eetascotgt
tgetcagtag
caaagaaaaa
tttetgtttt
toctgaaget
caagattgaa
gagactocaa
ttoagotges

catactagac

tgttoctget
ctgetgatat
aactgaactg
ataagtecac
gQotagaaggg
aatctacaan
ctagaactac
caacattEbk
tggocatte
ataaccatalt
cttttctace
ttaataaaaa
ttgacatttc
tggtgtgtta
ggggacacag
cggatgaage
accatcatta
taaggtitgas
toaagggeck
tgageatgtt
tatgagcact
tgacaataaa
gaaageaggk
aAcaaatttca
agactttagyg
gooctgatot
ctocaaattyg
agtagaactt
aaatagtaac
agacatagect
cotgttcace

ctggatacaa

94

aggtetaans

atccatgaaa
ctgatttaoat
tooccaasttt
aggatgaaga
tgacaaatca
ttattaagtt
tgatttatgyg
geagttacta
tataggtaaa
ttggatgtec
tggtasaszot
cteoagttagt
Aagacooacaoa
grtotocecote
atgctoacty
etacettgte
atagttagty
chaaaacatg
caatagegtg
agttgtgttt
ttaatgaagt
thgastagat
tggtgttata
cagooagatg
aatttttatt
aagcattoct
ecatgtacte
agttgoasst
thottgagte
tatgtocoga

tecatgtcatt

CaACCCACCNG
tgtttgogag
gnoasagoadg
tocaatageot
cattaagaac
cagtataact
tagactttct
gtocgoakbt
tocattttcat
cagagggaga
tttatttott
agaaattctc
ggtgtcttag
aaaaagoage
agcattgeock
ttagoctitoa
ctaccctiga
gaggeagtty
aaaagtotta
tggtetgtay
catatctaat
atgattctct
cegttacaag
tatgotatag
ctgtttcact
cactgottto
tttoctagggt
cagataagat
cttncatgas
ctecactcatyg
naagtaatca

ggcatgocog

&0

120

180

240

a00

360

420

480

540

&a00

660

T20

TBO

g40

00

260

1020

10BD

1140

1200

1260

1320

13B0D

1440

1500

1560

1620

1580

1740

1800

1860

1920
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tecatggeteoa
gaastecotgtyg
ggatgtgggt
ggaccaacta
ggotoagact
aggttotetg
gtagggacoo
tgagagkast
cagggaggad
tgotetagoa
ttetttanct
acCcocacooo
atctgtotgt
ceetetcact
tecttatgag
tcaacatace
tttatgaata
aaatgaagat
tatagtgaas
cagetotoag
cagetggteoa
cagaagtcte
AcABgTARE]
cagagatgat
aacattatga
atgacctagt
ccaatacagg
gggaagggta
taaaatattt
catcacactt
acttacagee

ggagaggagg

toctgagacaa
tecggoceag
goacaccccc
caggggtggg
ctoaggoatyg
tocatggacac
gggctgaagg
tgtottgote
testggtggyg
cggoggatos
ctoattgatg
ccatectbtgoe
atacttogte
toagestttt
gatttttcaa
ttacaatgtt
ggactattag
gtacaattgg
cagtaacaca
cactcaacga
aactgoagag
Cagaaagonc
aastagagaa
ggatgatgta
actaaccagt
cggocatcac
goaacgocag

tgggggactt

taaaaaataa
cocaaggeta

tgttettgag

gaagtctococo

ES 2567 13213

atacatgttt
ggetcaggaa
Abtggoasaan
anagghttaag
cocactggagt
ctcagatget
gaaaagggca
aggcagotag
agattagatyg
ctaaggtett
tggtttggtt
ttatttgaga
gtagacaagt
cagtgttgga
actaagtcag
tteocagtcac
ttcttetata
cagagtgaaa
gtototttta
agacattteoa
aataggtgac
ttcagaagag
coaggaggan
choagacatt
acoooggaga
tggaaagaga
ggccaaaaaa
ttgggatage
ABAtAAAAAS
cttettectyg
gacttotaga

gocaactacca

gttcacatat
tetgagegag
tgggcatgoa
totgaagtek
ctgtggaaga
gotggatgto
tggagagggc
atgggtttag
caaagttett
taaaattaga
tataatgcca
atettotgte
totgaccatyg
catgatgteo
tttecatectyg
cagagcacta
attotgotca
aaatttanat
atattatttt
ttatgocageoa
actggoctgt
caaccaataa
ttgntaagas
goataagakte
tottgactet
ggoccattgyg
aaatgagaat
attggaaatg
aatggAaaaas
tacctgoagyg
tactgoctto

atattttoct

95

cctaatgtgg
gtggatgtog
cagggctatyg
coacggasat
gtgocagagge
tcagaagage
tcaagatgag
cagaggaaat
tagtagatga
tattgtagtt
gatctttaaa
cattaaagac
taataaatat
tgattttote
gttaatottyg
gaatctcata

cttgtggtaa

attocagtaca
tttatacaag
gagattetta
gtoctaaacac
acaaacaaac
acastgtttt
tacaaccatg
agocbgoatat
acatgocaaac
gggtgggtag
taattgagga
ABABAAAAGS
aggtgcacty
tttgggggaa

ctaggaggag

atcaaaaatg
gaagtttgge
Agaagoogoa
gocagagtig
cagggacate
tgagaacaga
tocacaggga
ggttggagty
cctgotoeegh
tottotetgt
ggatctocact
ataagagcct
tocttocatgt
acatatgaca
gtgtitcaag
gggcattoga

tgraatocgag

cttttttgga
tagattaatg
Ccagaaaacca
aaatgctaca
aaacaaacaa
gtgggegtga
toggtggaac
gtatcaaaag
tgtatatgce
ggaagtgggg
aaatatgtaa
ctagtagact
ctototttga
coogatgggt

coocgoogoc

13e0

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2940

3000

J0an

aiza

aleo

3240

3300

3360

3420

340

3540

3600

LT

Edi]

aten

340
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caattgagag

goggactgag
ctoggotooe
ogoagagoeg
Easectacka
asgagatges
ggoagaggog
goggggatoo
gacacgaacc
attcoootoa
gaaaaattgg
ttattttatt
Egatgggteg
gtotgtgtgt
aagtbgtiet
AR aE
gtttcocttoct
agectgotaa
gattgggtgt
agegotatga
ggagtoagag
gocasactgt
tgatagaact
gagggagaga
tggggaaato
ggacoaggrt
atgtatgtgt
Eteckgaata
nnannnnoonn
nnannnnoonn
tococgtaate
totcatatgt

aagcataatt

cqacacgcac
tagoggggge
gotgocotte
aaggocagos
cckbaccagt
aagoaggoge
goctgotacag
coggotgggt
cgegttotgt
cattegtges
ggtcactttt
togatgagtt
gtgtaacoag
gtgtgtgtgt
tggtgctaag
ctgtooccage
aagactgbttc
cctggagoaa
gatggectga
cthbtgegoag
LoAcSgasge
cocoggogotyg
goagagbott
gotggotgoa
tatttoctgog
geaggttteos
gohgtatgtt
agggtgttga
nnnnannnnn
annnannnnn
caatgtggtg
ccagggotat

cttggtttge

ES 2567 13213

cnnr:l:cgr_-u
ggegtteage
coctaggoag
gacttttoos
LEsasdasgs
agecatggga
cggoggtggt
coacgoggos
ctecogagge
aggagacctg
atgtatttge
tagggtgggt
ansckgaghyg
gtgtgtgtge
tgaagatgas
ctoggagoctg
tottggtott
ggactgtgga
gogactocgy
tatghgoagg
cagagactaa
gacacastog
gagagotgog
agcagtggtt
caaggacttt
gtggtgaget
tgcacgegtg
gtgggagans
nnonnAnnnnn
nnnngaatca
ttoaaacteoo
cttttggact

atagagattg

ctoctogoca
ctoocoogoag
cotggatooo
acoocbocooe
scastEasts
agaggaggsg
ggocgacggat
tgaggocctog
gaaactocoga
ggagtagacc
coogataatt
tgtattooct
teoctggagan
gogogogage
agttgatgtyg
ctocaaccag
aaaagttteg
agctgotget
agagtgagte
chgoagotge
atgaactggy
tggttatgas
cgggtgagtc
gtaacatggg
atatatagea
chgatgbgty
tngtgggage
gassccatat
NAANNOANRDNn
gogtttkatt
cgtoctgace
gaggtttgaa

Ttttttttta
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gaaagcttcoa
cggoooogga
cgaggegTeg
tetettockte
atcoaganga
gtekagggag
gttactgaaa
getocagoag
gotactggag
cgggoatges
ttattttatt
totcaaaagt
gtgbgtgtgt
ctgtgtgtgt
ggegacaagg
gttgtgagat
cgagtgtgtt
gotgtotgaa
gtgaagcacg
aagetggasag
gtgagtggaa
atcasccagyg
gugtcacgte
actatcogot
cocggggagta
tgottgaaga
coattgggag
agatnnnnnn
nnonnnoonnn
ttagttteat
ctoocgtaatt
ccatcogata

aagtatacta

toocagooct
gotagotgeo
gogggtooct
toocockooae
cEgacaaEss
cggaqgoact
cooggoagec
cococccaagog
gggagttott
aactgottgt
tbattttatt
tgtttectge
gegtgegtgt
ghgtgtgtgt
aatgggggge
goaaggagag
tgtoacoato
gogagotoct
CHACCCOQC
cagaggaget
abtgtggoan
ckoasagtte
tggagagaga
tgtgggtgeg
cbgtctgetyg
gagtgtgoagt
gEgtgttgge
nnnRnnnnnn
OANNOARNRNON
tkgtecaase
coccattggac
tatcagazac

cttggagatc
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agggaattga
agetetbtoag
aekbetbgat
aagtbttgoas
Angagasgag
aagaaaagaa
attggtggag
taageataas
gractgagtt
cataggttat
ccattgatca
ttctaaatca
cAagagoacas
gettacotat
tectttggte
attttatttt
tatctocaga
gatettttge
beatkbotgbt
atcctcatga
cttecacaac
gaccgtggte
takggatatt
tggaagtgag
grectgtgtt
tgtecttaget
aagagtcgta
caqggggaca
anagoataat
ttocaaagos
cocaatgaatt

aagaca-oooa

aaatgtogtc

ggattocatk
cagagttoas
atgttagaaa
AAgaAAATAR
aagaagagaa
tgttgataag
agtggttgge
tetttaccac
tttoccaaaq
agtoootoat
ctagaaaaat
agtoattcce
tgttacacect
cttgggaaag
atattitatt
tgaaactaaa
tgtgaggtga
teabgaggaa
cacatgggge
gtictigtoo
tgtggctgot
tgteaggtek
ggtgagttek
aaatctgaac
ttaaaticat
gogctttggoa
tttatgatga
tagoctacta
tggaatgoag
tgtgococty

aactaggtga
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cbtoetgtotge
goetgotaca
tabgattagy
agaagaagag
aAagaaaagas
gagaagagaa
gtgacttgta
patagttgte
ccatootgas
aagtgtattt
tcattagace
ggagactggt
agggttaact
coebgggate
aggtgtaaga
ttttgtetta
agaaaataca
eccagtggot

agagetoaty

acttoctgaag
acacactcac
tgocttgace
tettaaaatt
acattaattt
aaaategtot
aacccaggag
actgacattt
agacaagoog
ategotaoage
tocoocttaat
ttetotgaat

ccaacgttac

aaggaacatg
agagocacas
gataasagga
aagagaagag
aagaaangan
aagaaatcag
aatagggoag
aaatgeaaca
tEgtetetag
ccttocagata
gaaagactga
ggotottggh
taatgtttga
agtacagtgt
aatgttagta
ttoaaagooe
ctaggecoctg
ggaagecaag
ggatggagag
totgaggoan
gacttoacgyg
ttgtooottt
ggoactggea
totocttghg
aagttttagg
agagecatte
toctattgga
ggtctooggg
toatotgtaa
catatteoockt
aatcatteakt

ccagaaatgt
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tagaacattg
ctgtagagas
agagttbtat
aagagaagag
aagaaaagaa
toccatggagg
tattatggaa

ataattaaas

agaagtgtgg
aaggcatgty
aggtgoageoe
gaacatatge
aagagtattta
ttgtaaaaca
tagtattata
tgtgetgages
ttattagage
gaccbgasag
agasktanas
tgoctagactt
ggettigaat
tetgtottge
ghtoaccagas
tggtataaag
ttaacagoaa
tggggatgtg
aattgatgtt
agagatatta
ctaagoatag
gagatgtaaa
tggetgagtt

gagctacctt

acactittat
atgaaacaac
cagtattgbe
aagagaagag
AAgAAAATAR
ccattgaaga
atactgggac
asagagttga
acatagtocac
cttacagage
actcttgggo
ttgggtgttt
toacctotca
taaattaage
gaagattttt
aattitittc
tgagettgtyg
tetgeackge
cacgotgbge
actaagactt
gttatatcaa
aggtotoagg
goacatkbbtes
aaacaaagca
acaggaaace
taagtggggc
acgtaatgcoa
aaatcacacc
cagaatetgt
totocaggott
ccagaggaaa

agotgtoctga
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ctatgttooo
catgtcatag
aaaaaaaagt
cagttttett
gtgectatgy
catgbtggas
tgaccaaamm
ggaacgaata
gaaatcataa
caagtoagas
tgotbtttag
agtocatggtyg
gattgaggag
tgagasatge
tttaattaga
toctgaaaate
aggcatteos
gatggoogat
ttetttggtt
gttectacka
ELggagacek
msacctagag
catgagaaga
tgtatgtgty
agaagocottg
agetotettyg
ctatggatga
bacaatttga
ocotgatotga
gtggeaatgy
tgacagotge
TINNANNNLNN

TNnONnNnn6nn

ttatgttttt
cagadacaac
gtesttacaa
toctggttte
attatgtbge
aacasaabtt
tamatgooca
gaatgcacta
ttgtttgtaa
gtggagggag
agestggbte
gtttaatege
tttaaaagas
atcooaggat
tattttoott
ctctatooos
ctatactggg
taggecatos
ggttgttcaa
tggbgobgtt
tgbgetotaa
aatttocaag
atggtgacaa
catgoaagtg
atctactteot
gtgttcatta
cbgtetgoca
cobbttakttt
actattkata
caggagotte
atgaatacag
g hak gl ab st

nOnNnonnnnnen
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cttttatact
adagaataat
agggetggog
attagaggat
btgotttaagh
AACAGYCTAT
gtagktgaget
tttgatttet
tatttttggg
agagagtcas
tgagecagag
testbtotts
agtgaagtga
macagattag
tatttacatt
tocaccocato
goatagaaat
totacatatg
toccbgggag
mascoattoa
Eggataaktga
ttotgttocaa
aaaagtatat
catgtataca
atagcagaaa
attcactaga
agtoottoto
gtaaaattas
ttagactgat
aagekgaagt
acatagagtc
TNAMTNTT

TINONNNONnnn

ctocoggttg
goaaatgggt
gacgtittga
agaatagaaa
gtagectast
ttaacaaatl
getgactgtg
taaagcaatc
tttttoctggt
gggetocact
aattacageot
actaaggtga
ABAGCACAGS
agotcasatyg
tcaaatgtta
aacaacccac
ttocacaggac
cagotagago
chotocagagt
gotaskbggg
Egageabaca
cagaottasac
ataatgttat
catgattace
tococtgaatat
choaatbagcag
chagoccaat
acattgatge
ggocactttt
ckgggctatt
cocttacacag

ONNnOnnnnmn

nnggacgacg
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totcaatatt
gtggaggtgt
agactgtoctt
caatatgttt
aackbactoa
aagatgteas
ttaggagcaa
coaaaaatat
gttataatgt
toagoogett
cageboctet
cttbcagtes
agjaacaataa
gttttattta
taeseotttat
coactoctge
caagggocts
catgagtete
actggttatt
tactttetat
attebgtiaa
atttgoccag
aagoogtghg
cattttetot
aataatctga
catatttgot
gtggtaacca
aaccatgekt
gotkttagaga
acatgtetat
tggtgtttca
TNONANTT

gttecttgat

ttoagattea
ctgtctagaa
FagTATgRGT
tbgocatget
acacccaack
gotgacattyg
cttggasagg
ttatagaaaa
caatattata
ttoccatgge
gocattocag
AFGgqgoaadq
thbaaagaagk
tkttkcttttk
ttgtttooce
ttoctggoac
toctoocatt
accatgbgtt
tcatattgtt
agateettea
amtggtkttte
cocttcaaatt
tgtgettgtg
ctgtggoaag
gotcaactac
tettogbges
cbgtogtete
abtgtEotte
cacteacack
gotgtiatgt
ACTINONNNLN
TUTITIFN LTI TUELTL

ctgggtactt
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tetetaacte
gtattgecag
patckgatit
bqgoagtate
ttcatgggtg
cttettgagt
gqgctaatate
aactocaggat
ttttaatage
ctgttgaggy
acatagtgga
gaggtattgt
ctgatttoca
tttectocata
tacctttata
gtgeatttag
gtgttetgty
ttotatgatt
ttetttttat
aggaacttte
tatgtetgaa
cttgttotot
cktctaatta
aEbttastgt
tttgaaatge
cttteocogta
ttgtgtttte
tettocatgag
Egetbgotgt
ctatgttett
toccatgttg

goctoctggg

ctocatgggg
gooccagtat
gtatgeaagyg
taaatggtee
tttgttcoccca
ttocatgtgtt
cacttatcag
gatgoectee
tgagtagtac
acatctgggt
acatgtgtcc
gggatcoctoo
gagtggttgt
tectegecag
tgttacttgy
tgtttgatta
gocttotgta
ttgttgaaga
tattaagtig
tacaatggca
attototott
ttogtaggtt
tgtttttagg
atttatttek
tatectgaaa
tttetttaag
ttacattitct
atgggattta
actaggagag
goacttgect
aagcaggect

aggoagtctyg
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goecogagtog
agectoacas
Egteagastt
atcctttagt
attctaagaa
ttgocaaatgt
tgagtacata
aggbacatta
tecattgtgt
toctttocaga
tteottaccag
tcoggtagta
acasgotags
catotgtbgt
cattttttte
ttatgbgaca
catttatggeo
tgtottbgge
gtettttoat
ttttetttga
cocatctotgh
ttoccatcteot
tokggatast
tetetaattt
tettoctate
ggatgtgttg
ttaagggact
aggtcacagt
etgggttata
tttgooatot
coccagatgaa

agttatgagt

atccaatago
gagacageta
ggaggetgat
ctetecsteca
agggoaaagt
atcttgtate
toatgtgagt
atttgtetag
ﬂﬁﬂtgtﬂttl
ttotggetat
ttggaacate
caatgtccaa
aatocccatca
cagagaagoe
cttgeagett
ggaggatttt
catotottte
ttttgagetg
agtgtgcaas
toatgtatte
attotattgyg

aggattacct

Ettattcate
tatEEEEatE
tocosscass
tttectottt
tatttatate
cttgotectte
atggtgoecat
ggttgtetet
gtggagety

gtoagatigg
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tgacgtgage
tatcagggte

taktgggatag

aacttgtata
gtocacastt
ttgggtatte
tetttgtgat
gaatttcata
cattttotgt
tataaataag
ttotggatat
ttttetgagg
acaatggagg
aggtataatt
ttaatattot
ctttotggte
tttaggttag
gogaagottaa
abtatbgtat
atttetteta
tgttgcatge
cctttgtgtt
acckttaaaat
agatatttte
coogotosas
aaaggettet

ctttttaaag

aggagtatta
attgoattgg
ggtgttgget
tgtgteteoag

agctgactte

atctacgict
actttocagecaa
ateccaggba
tgtaacteck
ggtecttcoctt
taagtttctyg
tgggttacck
aattcatkck
atccatteckt
gotgetatga
atgoccagga
aacegocagg
agtgtttcte
ctgataggt
ttettgttat
caatctattg
gaaagtttto
cactottcta
gatttgagtk
tggtatocto
atctgtagtt
ttotghattg
gtttgatkgk
tttatataca
tasccaacca
acctghttga
gtoctoctatca
gactatccac
cttttacktga
ggeetgggty

gratgageag

ctggaaggca
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ggtggagctyg
gaccagangy
tteccatcag
tatghtggtt
ttatkttette
actaagacas
gocacactct
atacaattgg
caaactacct
tteoctactte
taatttataa
catgactcat
aattaatgaa
tattaataag
ggtttatttt
tocactgott
ctttteoottyg
cocaccoocct
ctaccagcto
gaaattacat
goatchtacag
atgtbgtatt
tagaccctoo
ccataaatet
actcaactoa
tgtatatgtt
tocchtgett
tatecagtea
tagggaattt
ctaccttcca
tocaaaaaact
cocaggaatg

tgtatttttc

tgaggtggog
aagatggags
gtagggoagg
tabtgtaggca
tekatteaat
tattateagt
tgasaacaga
ctaataccga
acagatactt
agatgacaaa
atagactgta
ttattagagt
tekggebttt
octotgotac
gactoacagg
ttgagoctat
ggacgaagaa
acococcaagt
tgagtagbgt
AtbgaaRaaA
gtbatcaaas
ototgactacs
tteoctooceota
gtttttteooe
ttagtgtatg
Aaaatacagt
tcatttaaat
tebtacacas
goasaggaac
gacageckge
ccagggocto
ttctoactta

taaagaaacc
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cacagagtgc
totgacaggg
gggattaggg
gagctgtgaa
gtgttttatyg
tgtebgagag
atacttgggt
ggtgagaggg
toacatcact
tgtatgtaat
ctaaagtitt
tgatgaattt
tactgaggga
tgtaacaaat
tttggagaaa
gaaatggagg
attgoctaagg
gatgggaaga
caggetgagy
Laacatatga
aattgaaaga
atttattanm
gaggctttga
atgocagott
aaaagactoa
gggaagacta
ctcagtattt
Ettoccaccan
coageotggas
toocagatgt
acttgttotyg
tagtatttoe

tgtgtteotee

tgatctgcat
tggggcacag
tgagtgagge
gtgtgtgcty
tgagacagag
aatatgggga
goocotthggt
aacatcctat
catcttgata
atactgtact
gaaatgbott
gotacaccag
atcacaaagg
atctgaaaca
toctggagttt
acactgtage
gtocaggtbtt
cctectaact
atcatagett
agaacabgaot
ttobgaacte
ceactgacaa
ataacactga
ccatoctgag
togoetoctgag
aatatagatt
gttgtttetyg
gaccagacaa
ggagocttas
attacaatga
ctttgooctt
daaaataatt

ttooctatgoa
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ctgottoagg
cotacagetg
agggaggggt
agtactgatyg
tacccagtgh
Aaacaaacat
caccaaaatyg
aatacaatte
gotoagocoo
totgaaagat
Etttbtttca
ctcacagaac
AgacAagatas
atocagottat
eoagagoatyg
agoagoatgt
tgttttaaaa
cacctttatg
tagcacatgyg
gtagooactg
atactatcaa
ttggtgatga
aaaaaattoeo
ggaggaaate
tattacaaat
tageagtgte
tgtagtaaca
caagtoagaas
tgagoactit
ttgactoact
ccecttatte
ttttaattaa

caagggaaac

tgtaggggtg
chagotgaaa
chcaccbgtg
tgoccakatt
atggecttas
aatgtgbatyg
ttaagtgaga
aattooccatg
acaaaactgo
ttotittgeta
agotggbtes
tcagacatta
tgaggtatta
gaagagagaa
agtggtiggt
ggagaaacca
tcactgbooe
tttcaaatte
goocottagag
tgocctotaa
tebtttgbga
gecttagooat
agttctacaa
coccagocact
attttaaaaa
acacataget
agagetggte
tebttgbage
ccactattge
tgotgectat
tttocccatg
atgtgggatt

ttgagtttga
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actcaaagga
ctgaggtast
catagataas
bgacactata
chetttettt
tocaatoccaag
ttoccatatgt
LRACARggaaS
tbktcaattba
agagaaggot
tttggtagta
atttacatat
cgaacaccga
aaccttoags
TINTITNTNTD
nnnnagatoa
gttgtcaaat
acatgoagta
attbtaggasa
aagtgacgat
aagtaagoaa
tacctgcata
aagobaotas
tbcanagtas
tatgotggta
aatcaagtag
aaaggaagte
ggaaagatgt
cocaagacta
tocactaattyg
tactttetet

tocaacctetg

tagatggtgg

gacaaccaaa
gotttaatte
acagggtcac
ttcageotaca
cotggggaca
tactataatt
agtgacageqg
tgtatagagg
ttattacgeoo
tttatataat
atacctocaca
falalalelalalad ol ad
tcacagaaaa
nonnannnnn
FEFcCacang
gtggacatac
ttaasatams
agtatgggag
aacataactt
atagaattca
aaagttacct
agaacateco
ttasatagte
actattegte
gogagaaagg
aggactggaa
tatttactgg
coagaccaga
agaaaatgeoo
atgataactc

goctacacaa
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aattgttete
aggcttecat
taatggggag
agaagatagt
ceagetacte
agtaagaatt
caaactacte
tetgaatttt
teaktggbtta
tegttttacza
gottgoattg
attectgeoctt
eeagbattia
aggtnnnnnn
NANANARRRN
caggaaactg
ttgetatatt
taattoagat
Egbatgaata
atttacaagt
cocagotttta
cacactgaac
atagagatat
tbococtaaas
teggtaaggt
ggtttattca
ctoaagoagg
cttocttaco
gatggtacca
ttacagotgg
cagtttgtgt

atacacacag

attgttctgt
ttgototgac
gggttggeat
ttttatacaqg
ttggoaaage
totgtoattc
teootttotet
ataagcaaas
tttttotgtE
aacttgtttt
goaaaaaatyg
catataagca
ctaatettes
L1 41414 H 404 ]
LELELFLET 111 1444
tocaatoton
cacacagggg
toagoacaaa
tttaaaaaan
ctocaaatit
gagcatttac
tttgtgtaac
taatacccaa
catggtoagyg
ttetattect
gtoctacactt
tcaggaagca
ctggottget
gocacaaktga
atcteoatgga
aacgttaaca

atatacacac

101

atcgtgteotyg

tttacaaget
goaagaatat
ggatgactaa
ttococagtt
tactaacttg
tteteoteottt
agtattttte
Ebgkbtatoge
taacattatt
gaatttattt
goctattttt
ectatotasa
FNTAARARR
fekatutehebutelet iy
caatcaaagt
acttggacta
gettacktta
ApmAcAasAt
tcttgaaaat
caaactocag
caacatcact
Eggetkbtat
Ebgboacaga
goACARacgL
ccacattget
ggagctgatyg
ecagectgott
getatgaatt
ggoattteoct
cacaaaatca

cctecatgtac

ggcatgogac

atttttaatyg
tatacaaass
tgattttott
ctgcaaagaa
cactgatggt
gggatactgg
aggatttatg
ttgeaggtta
gttgttgata
cocgaaccaa
tacatgtcat
taccaaacte
nannnnnnnn
nonnnnnnnn
AAATTECACA
tataatttac
tttgotatan
ggagotanga
atcacatgag
tgaatatcaa
tteotaattoo
agoccaatgh
ﬂﬂtﬂtqﬂﬂl:
catgacoasadg
attcattace
cagaaaccat
toettttagaa
cooctetiga
caagggaggt

gocagtacag

acacacacac
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acacacacac
gtacaagcag
tcatttgtac
attettttet
ctgektagga
catctttcas
goackacaga
acagtagaaa
gtatcaccte
toogtgggaa
ggttettotyg
tgotactgga
tatgotaaas
ggatggtgty
gagtgtgtge
gtagtgtgtt
ctitggagge
gagcoctgtat
gootaccoayg
tgtgotttaa
attamttaca

cactkgatga

cooctggocaa
atgggatagt
attggtgtat
grgtgtgtgt
ttaatogtig
tgttagagtt
gacaagatga
tgacatgtta
ttagtocogag
gocagoaaat

agcttcttag

atccaagaag
tgttaatget
aagtgggaat
gggatgetat
ctbttcbaot

atgaactast

ataatgoagg
ggaatagotg
ccagagagac
tggoacatgt
gaaagootog
cagaaggaga
gotgaagget
gagagattas
agaggettga
aaaatgggga
aaagaaaatc
aggtgacatg
atactgtaac
aamaactgtyg
SLAAGEIag]
gogasgacasa
gtecteocttt
ctgtgatatt
ctatcacttg
ttgocagggs
tcaactataa
aaatacebte
aaggttagty
cactoogkag
ctagoctoct
tagttaaace

gtggaagaat
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aaatgcaaat
aaaatttott
taatctgggg
agtagatget
ctetgostat
tgeectoata
aaatasagto
ctgagaaggt
tggcktttate
cottoctoac
attcaccaag
taatcotgak
toacgoscth
cattgagtga
gtaatatttg
aaagaagtga
acagatgcaa
agactgaaac
aatgagotibg
Ltttaagaga
gaackbgekba
catctggaas
cotoctoctoo
ttaatacatec
aagcatttat
caccaaaaat
ttacestact
tbgtatttek
aagacactit
atgaktaggga
goagtatgto
aagtoteocto

toctgataca

gactaccaat
cagaacgtgg
tgcaaaggtt
aAaacaabgoc
tatcagattt
tectttocoas
acasctbbtt
aagocooggaa
ttcatagkttt
tococatgbatg
tgtegtboos
ttaaagacoc
ckgasteEtgt
aagoacgtgg
asstgaggag
aaaaaactgt
tgtoogbgte
ttgggaaagt
tagtoceggy
ctogaatact
EEbbEgtELEE
egtggteates
cgetgttact
tatatgatgt
cattgtgtgt
cttotocbact
gtgetataca
teoobecaty
gtottagaat
agggaaggga
ctggotteoag
cattotagta

gttcattotg
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ggtcttocaa
aacatottoa
gaactottgt
actgbtaggo
ctagbactag
tagetatggg
ggottcaaan
aagtgocttt
acatacttca
ootttteotte
ctgaactgga
caggatotat

agtecactga

gogtgectgt
gtotoaggga
gtgagtatat
agoatgtttg
gacatgtgaa
aagaccactyg
tggettatet
atecabtgtog
agaagtactt
atgcagtate
gtgattctoca
gtgtgtgtgt
agatattttt
ACAaacaAL oA
aacchEasagg
ttoatocaag
aggaagatgt
tocttgotca
gtataatagg

cataattaat

gatcttttga
gttocaacac
gaattgoaac
ttaageatte
goatgtbbtt
tettaaacaa
ttgatgactg
ccagatgtta
gcagttatgt
ttgttotgea
gacattttea
tocagotgtac
tttatecagte
gogoataagt
cctttetaat
gatggagagg
agaatcacaa
ggagttagag
aatcttactt
ataagaatta
tebggaatga
aagtttoatt
agcataattt
aacoaggaca
gtgtgtgtgt
aaatacatga
ceattthaaa
JAAAGCCAAS
ggoatgagaa
gggagggoag
Ccaaggaaca
cttagttcac

caatcatcaa

15600
15660
18720
15%an
15840
15500
15560
16020
1E080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
1E200
16560
16620
1e&30
16740
16800
16860
16520
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17440

17520
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tocaattaate
atagaaccca
actaktaagas
ghgaacascs
cobgectaag
gaggttgata
gacagacaga
Eegatkbatgt
cttgettagag
ggocaccactyg
ccaggaaaat
tgaatcoccaga
ccacagtata
goactcacoa
ctoogacata
aaaaatates
accaaaaccc
accasccatsa
Eebgagastt
gggeteteag
atttggtetg
coctocacccac
gaaccagoag
taagocaagtt
cocaattact
tcaaagcagt
aggcaactgg
cogagettty
cacteckbttt
gatttgagat
aggaggttgg

tatggoctgt

aataagcaag
gattootasas
ctttotaatyg
asgactgact
goacacagag
ctataaagag
tactoagatg
tatttctaat
tagoteagac
accaaactga
gatttitcta
gacactgagc
tgtotgeagyg
tgggaactaa
tgcaaaagaa
coatctocct
caaatcagga
astactittga
gaatgtasnsa
cacccaacta
agagtttgtt
aacactacag
atgtggtagk
gggotgteag
agocaggtaa
ctotgaagoo
gtttgaatge
ggaaggcttc
accatttatt
toagtteoact
ttagctatat

gogttcaagg

ES 2567 13213

attttettag
ctatamssag
cctacotgag
ctacasatat
atgaggtagt
gtatgggoca
tgagotaaag
AbgasEEgag
agettagoan
tetaagtaga
cectectgte
cctcacagea
tetootoota
caagasatat
catcotgttt
aaataccatg
bttbgtgtte
atattotaga
boaagggtta
cacagagaca
cctaggoaac
catactttaa
gtgtetggge
cgggacagas
getggoagag
ctgtgattga
aaagoagago
ctggagoaag
ttaactgaaa
gggatgtagy
cettooctga

gactctaaat

tatataataa
taattectta
tgtttaatet
totagttatyg
ttggaaccan
gtaaagtaga

togtttgggaa

agagaaacte
catcaaaaca
agtgggataa
agtcacccaa
atecttgttt
acatocccaat
gotgeoaagta
tagetetagt
AACACAADCTH
tototacaaa
Cajsacccaca
gtotatcaga
aaggoacagg
tectaaaact
ttocaacactt
tgottttgga
aggcacaage
gagatggect
gatootgooa
togtgocagaa
ctgaaacctg
aaaatattat
gtgacgacta
agtttatgeoo

gacacagtag

103

taatttaaaa
ttgettatge
AcAgacassa
ABBgECACSA
acgoactact
JUCRgECagN
cacttttgaa
ackagatgta
aatgagaagt
catcttgaat
coctageotgtyg
ctoactttet
cttoccagoa
tgaccggagy
ggaacctaga
aactcatgat
t-F_F.F.F.F.F.F.F.F.1
asagtactaa
atggatatgt
gggaacttes
atagaatcat
atagtctgtg
atccasagaa
ctgoatgtgt
agecttaagaa
aatcctgeoeot
agagactotg
gtaacatcag
catcagactt
atctgteotes
aggeagaggt

ccttggtaga

caataatgat
ttattaatag
asaactittaa
Sagacatace
tatttaactt
cagacagaca
aatgtatgaa
atctttacas
ttttcataca
cagttetaat
agocaaagaa
toagtcagag
tecctagtok
daaagaatat
atctoaggag
gaagtgoccan
aAajddsaaaasaa
gacatgtitg
actgatgeak
aactcttgtt
toctooccate
gaggcagaaa
uanatqaat:
tatgotigga
agoagotgat
ctgoacttga
ctgagtgogg
cotttoottt
:at::taaag
tttttgttag
gagatataag

aggagacagt

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

1g480

18540

18600

18660

18720

187B0

18840

18300

18960

12020

13080

19140

19200

19260

19320

19280

19440
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catagtagtt
totggbtita
tttaattttt
caaagtoces
catgacttek
cacstecttsta
ggoaatcaaa
tacgtottgt
tttggoctga
tagtoctage
tacaaagoag
nnERnnREnD
AnnnAnRonn
atactoacat
aggcagaaag
catgaatcta
gottggacec
agotgattea
cactbgaagg
gtgeggecga
cattkcacks
taaaggattk
gttagaggag
ataagtatgg
acagtcatag
tgaaatetgy
Ltttttttaa
cataccasan
ctggggoatyg
ctgotttaac
agtctgtgge
tagagcacct

gttattoggg

aacagttgac
ttttatttat
ttoocacttt
cabtacccacs
ctgttectta
ttettaatga
gaacttcatt
acggaatgcoa
gatttactag
acttgggagg
tthcagaaca
BnnnRannne
[41qhakelitqiakakilq]
cocctoaccas
aaccagoaga
agcacgtggg
aattoctago
aagoagtoteo
caastgggtt
geEbgggaag
ctbbttacoat
gagattcagt
gttggttago
cckgtgggtt
tagttaacag
ttttatttta
tttttttoos
gtocaccata
acttatctgt
totbtataktt
aaatcaaaag
tacgtocttgt

tttggoctga
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atcacttagt
ttatttattt
ttattaggta
cactooooct
tttttastoa
aatcbtattak
tgagggoaag
gggcagacaa
cttaaaagat
cagaagtaag
cotaggacta
nnannnnnnn
nnAnnRnnnn
macactacag
tgtggtagty
ctgtcagogg
caggtaagct
tgaagooctyg
gaatgoaaag
gettootgga
ttatettaas
toackgggak
tatatcotte
caagggactoc
ttgacatcac
tttatttatt
actttttatt
adcacocact
taaottatttk
ttaatgaaat
aactteoattt
acggaatgcoa

gatttactag

togaattatt
atttttttgg
tttagoctoat
tttbggooot
atgaaamaat
gtastbast
aagaagasaa
gtggctteat
ccattttage
tggatctotg
cacagebgtt
annnnnnnnn
nonnnnnkga
catactttaa
tgtatgggat
gacagaaano
gorCagaggag
tgattgagat
cagagetgtyg
goaagebgaa
tgasaaasat
gtagggtgac
cctgaagttt
taaatgacac
ttagttggaa
tatttatttt
aggtatttag
cooactEbEt
tactocaatg
actottaktggt
gagqgg-aaag
gogoagacaa

cttaaaagat

104

taatgtttgt
ttotcactat
ttacatttet
ggtgttocce
ttagagagas
aoeghaacaa
gtagoctgeet
gtttcatgag
cagatatggt
agttcagoge
ctgaaatcat
noARNDReRNnnD
bggeeggtea
ttoaacactt
gatttggaat
cacaagoctg
atggootage
cotgocaaat
Coagaaagag
asctggtaas
attataatea
gactastekyg
atgocaggoa
agtagoottg
ttatttaatyg
tttggttecte
ctoatttaca
ggecetggey
aaaacattta
cattasteca
aagaagaaas
gtggottcat

coattttage

gggoctgaaa
totttttttt
aatgctatac
tgtactgggy
ataatgottt
gotagtotgt
tagageasat
gttattoggy
ggeatgtgte
cagootgggs
gtetcaannn
nnnneRnnnnn
aactatgaat
atagtegtag
ccaaagcada
catgtgttet
ttaagaaagc
cocbtgoctotyg
actetgotga
atcagecktt
gactteaktaos
tekaakktet
gaggtgagat
gtagaaggag
tttgtgggee
actattcottt
tttetaatge
ttoosckgta
gagagaasta
gtoacasggt
gtagctgect
gtttcatgag

cagatatggt

18500
185&0
19&20
158630
15740
17800
19860
19520
19%a0
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20480
205820
20830
20640
20700
20780
20820
208480
20540
21000
21060
Z£1120
21180
21240
21300
213&0

21420
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ggeatgtgte
cagoctggga
bgkoboasas
gekaktacty
tgatggattt
goattgbcaa
ttatagtaga
cbhtacttttt
Eaggbttthyg
cetttattta
acccactooc
accaaaggga
tagagacacg
cagaccacktt
atccaatagt
acgagacages
ccagbtgctet
teattoaaty
acangaatas
gettotttos
ttoocotgoeot
atgagcagcet
tgagaascag
ctkoaggoaa
cgocagtgga
gagtcactog
cacaaatgtg
gtttatatgt
ctbgatgttt
gebggooaag
gettetocatg

agqcatgocac

tagtectago
tacaaagcocaa
accatgatgq
agacacttea
agaaatccta
atgtcagaaa
cgoagacchg
aaaactgaca
ttgttgtge
cattttaaat
acttottgge
ctetettecece
agttetgggg
cagotoctig
taactgtgag
tatatcaggg
ggacaatttg
actoacctgt
tttatattaa
acccaagggcs
ctaattctga
gtotcaatgg
ctgttaagga
tgasttocoos
aaacteteat
tgtoactotyg
togtgtttgta
atgtoatgta
aagatagagt
caagectggaa

cagtgtttee

tgactgaagc
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acttgggagg
gtttoagasa
goatgggggy
catbtoagatt
accagggttt
acctcacaga
ctgaccacta
cagttagtaa
Egtbgbttta
getatoooga
coctggoatte
aatgatggac
atactgatta
ggtactttot
catocastte
ttetttcage
ggtagaactt
ctetgactagt
cektagattt
togoagettt
attctotett
coctgattet
ackgbasstyg
coagaotggy
cogoatatag
tgbtgtcotgte
tatgtteoata
gaaggococgag
ctetoactga
ggatacteoct

atgggttett

atcttgoagy

cagaagtaag
acotaggact
tactgagakk
aactottakta
cacatacaag
aactgaagca
gotgooctgg
cataaagtgo
EEEEgEEEEE
aagttoccta
coctgtactg
tactaggcocca
gttoatattg
ctagotecto
tgtattoges
aaaatcttgo
tttagttecac
togotgtoac
totatacktta
taagaatcto
gtgttaatct
atgtgagtcoco
cagotgacktk
tttteatbge
cttgeocagea
tgtotgagtyg
taagatgtac
getggtgtcoa
acetggages
gtotacctoo
ggcatcaatt

ceectacttt

105

tggatctetg
acacagctgt
gggagttaty
agagotatgt
coococaggaac
caacggaget
atatttgcac
acttgatgta
atebtttttta
taaccoctgo
gggcatataa
tecttetgeta

ttgttocaas

cattgggggs
aggoactgges
tggcatgtge
actcagttty
ageatggtge
ecttasaatgt
agooggaatg
caagtgtatt
ctagtaccaa
cagggotata
coackgaaga
coagoaccktg
tgtacatgtt
atgettgtge
tetttecattg
tbgoccaatt
ctagoactga
teoaggtoate

aaccttettt

agttcaagge
totgaaatea
tEttcaacka
aatgtggaas
aggactactt
aggtggotoo
catoctaaga
ttogetggta
ttagatattt
gococtacoo
agtttgoaag
catatgcoago
tatagggttg

ectgtgttee

ctagectocac
aatagaatge
aatgtocagaa
acaagoctge
gatageggag
taagcaacag
caaacagotg
ataactagcc
catgecttee
cagoacatos
tgoctgocca
catatgtgtg
acagatgtgt
tttococcacct
ggetagackta
ggtteocatge

atgtttgeac

cctaaccaca

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

215300

21960

22020

22080

22140

22200

22280

22320

22380

22440

22500

22360

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22380

23040

23100

23160

23220

23280

23340
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gttaccatga
taaataaage
tggcaaacac
agagggctca
agtggtggea
agctagtoat
taatgottoc
ttgtgattec
agotgagaac
ccatatagge
taagaactgyg
tagtgaatct
tatektttkt
tggaaagaat
tatacotoca
caaaaatgtt
tttagactaa
ggttttaggt
ggtaacttga
aagagoattyg
Aacamcaata
agtacacaga
ttgaaaaagt
ggotcoctaaag
cacaaccaco
cazatggtge
atcacaaaac
caaagttgbyg
toagagagea
aacaagtaac
azagasagoa
atcococatttt

caacagoctg

ctttgoatte
Adagagagoga
atgagagaaa
gteogeggta
ataacatgta
Foggaggags
tocagocaga
atcaatgatt
gtacagcatg
tococtgacaat
tebbgetgaa
ggetgecaga
A A
goocotgatta
tttggatass
tcactgttga
atattaagga
atatggagte
ttoccagetta
actgototas
ttgaatocbag
catgoatgoa
agatacctgg
ttaagagcac
tgtgtaacte
acacacataa
Afaacaacoa
tttatatgac
atgtggatga
cataactagg
acaaagggtt
tococtoacgtg

gaagacagtg

ES 2567 13213

tottocacctyg
agaattatog
caacttaaag
goctgaatat
caacktatgga
ttggaaggag
coaccttetg
aatccagtga
tacactcaat
cttocagatte
gtgttagatt
tacchtactt
taccctacat
tgtoctatget
ctackgoata
cgaaataggt
agccoccaatt
tgtoctcacag
aagaagoctyg
ggaggaccca
ggtatatgat
gacaasacac
tagtagatgce
ttgoctgottt
tagttteoatg
AAGC AT CA
tggocacaas
chocaaAaSaAaA
tttektbget
atgtoagtgt
ttoagtaget
aactgtocct

gogaatgrgg

taaaccctot
cagotgbgtt
gaggaggagt
gebgetatog
tactoagbtg
atmacactat
ttttatacaa
ttgggtcact
aaacagaagt
taataacact
tttatettat
tgactaaags
ttocagaattyg
goazaassaa
aagotascta
aagocgbggg
toccaagtata
gagtctaaaa
acaatggaac
ggattgtbte
acottobbgt
ccatgoasat
tatgaagaaa
toccaggggac
aaccttcaaa
tacaatagaa
acaaaattta
cattgatgaa
tecoatcotg
ttacagtatg
gaccagggtg
toctggoagac

ctgactgotg

106

totcaactga
tatcaatcat
tactgtacce
geeegtggag
atactgteas
aoaaattcaa
ctoccaatag
gagaaattat
ttgtatttta
ggocatagat
aagatactig
atagtttegy
atoatgaatyg
gaotgttackt
casatggtga

ttgottteat

atcaagtaga
gaatagagtc
tagagaaatg
goaccascha
ggetocaaas
aaaatacacsa
tteoatcagogg
ctgtocatcea
cototgtgat
tetaagocta
coaaacagte
tattbgaotag
tgaacataaa
attatacans
ctttaagateo
aagtgttatt

cagacagata

aacaggctag
cagatoasta
cocacatcat
gucagaaaat
ggasaaagag
acacteagtyg
tgoocatcaaa
tgggtoccacc
ggcagaagta
gggaggttte
tgtettaget
gaacgattaa
gacocaggaa
caactcatca
tttgotggac
ttgacaaage
aagactttgt
taaaaataca
cocagtgeat
catagtagst
acaaacacat
aatttttaag
gctaagagat
totggtgget
atcaggtata
gattotoatg
ataatcaggt
ggaaaacatyg
gaggaactga
cagoaaaggyg
tatocacaag
tcttgggoag

goaagocaaac

23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23380
23540
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24380
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24500
24560
25020
25080
25140
25200
25260

25320
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catggaagtg

atttattgge
gqtaaggasas
Ectbgoatas
aaaaaatcteo
ggatacataa
ttaagaggag
Eatktasoas
ABAAAAASE]
AaAAFAAIRG

gaaaagagaa

n

gqtoaggatat
accocattoa
toggoccaag
ttggtgoatt
aaccaatgoo
tetcaagoat
acatoctatg
chectcataag
agaaatttoo
tgatagaggg
atggaaattt
ttbttaaaga
ggatcatcaa
atgtgtatat
ctactgtata
cattcaggtg
ttaaaagtat
gagtatctta
ttatggtcat

tgaaggtgea

tgotttooag
ctoctoccaa
tggtttaaga
atgogactat
agtacagtgt
aaaaacaaaqg
coagatgaac
gagtoacaga
asaagaasgg
asaagaaaag
aagaaaannn
by g gl gligliad
cascagttca
gaaaccagek
tectagetge
tttctotatyg
atatagtgte
acactotaac
toagttotta
atagtttcca
acttcaaaga
totgagecto
atatasatas
aacaggtata
ottaaggeta
agataggcag
actooacttt
gtatatatgt
gaggaaagag
tgggaggagy
Vyaggaagey

agatgaataa
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agagagggte
ctgeagaget
gecatgettt
actgbatgat
accataacag
tagtgaccaa
caaactgtaa
ﬂﬂttﬂﬂlglﬂ
aBAggAAAgY

Jaaagoaaag

NAANAN[RNN
HAANANAARA[D
getcacatag
atggoagtte
Agaagoagga
aagtcatgac
gaccactgte
aaaacataas
goaacacata
gaaaaacates
catgtagtgt
ctoctataaa
acatgagtga
tbgagataas
cataatgaas
atgtggactg

agqaggattte

gtacatacag
abgttoatgg
ACAAAAATIA
aactagcaaa

aaacaatgta

gagaaaactc
gaagotagac
gtooctgeck
acagtegagk
agtatggtgg
atgcatgaat
cagttcagtt
actacteoagt
asaggaaagg
gagaggaasadg
TUNNENFFRILELELLTL
NARNAROOOT
atcaatageqg
tatgoagaag
agaagccaco
adaaacaatgac
tggtggacce
atgoootttt
attaocacatg
atatgacaca
gtaggagtca
tgctatgtat
tgaatttoag
tgtaateeca
tactttetea
gagaggtogg
caatacecto
ataaacactc
ggttagaaaa
gacagtggaa
tggaagacte

tattaatata

107

atgggttota
aaggaagtgg
ctatatgast
agtggaattt
gtectggact
gacctgotat
aactcataaa
tetaatattg
ABAGYAAAAG
FEEET EEETT: |
AAANANARDn
ARANANAN[N
gtagttoaat
ABACCCOCAG
agaacacoag
cagcaaagaa
tttocaaata
tetaggatga
tekocatbaag
actgagtete
ggagcagact
cacatctatt
anaattttaa
geactgbgga
aaaatgtata
ccagotattg
ttotggocta
atacacatta
ggaatcataa
caggaaageoa
taggaagtga

tacatgtgaa

gaggctactt
tggattaghtt
ctoactgage
ggoagttcaa
tgaggtgttt
gootgtagga
atgtgaatga
gtassagass
asaagaaasadg
dddaaagasa
FUNENENELELCLILILTL
nnnnnnnatt
coactocacaa
getotgocac
cagaagtack
tggeaaggag
gaatatgtte
ttacagaaaa
taaasacaca
Caaaaaace
gotatatttt
taaagtagaa
atcaasaacs
ggotgaatig
tatactatac
agagtatttt
tgaaggcocatt
aataaaaaac
Aggaacagga
gaagtagaga
agtaacctaa

aatatcataa

25380

25440

23500

255680

25620

25680

25740

23800

258680

25320

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

20460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

270680

27120

27180

27240
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tgaatgoooo
aaactagtoo
gotaaagtgt
bgtatgttat
atatkbgtgey
atacatttgea
gtaaatgtac
gottotggoet
ggttgggaca
tatgtocaat
ALoCCASCAR
acctgagttt
gattbgoatt
ttoeggtatitc
tattbtgatet
tatecogattg
acggtgtott
atcttacage
caaggotttt
ttaatacack
Eacabgatas
gatggbttta
gaccatctag
accattgeoat
gactatgcoeg
Cacaaggoco
cotataggtg
atatgtatca
aaactttata
aggggattoy
aaaataccta
caggacaaag

atttctaaaa

actttctatg
cttaaaaagt
ccacactttg
atettgggta
agttootttyg
staggaattt
cacattttot
attataaaca
tctteotggat
tttotgagga
caatggagga
ttgatcttag
tecotgatga
steaggtgag
tetggaghas
ggataggtaa
ttgoottgeoa
acaagccatg
coctactbte
tagatbgase
cegocagttg
gotoasttgt
tgactgoocat
acactagcaa
gggoctagoa
ctaatggagg
gaacaacaat
aaagatggoe
tgoaaceagt
goaggtgggt
attaaaaaaa
taatactgeot

tgtattcatg

ES 2567 13213

cteocactttaa
taagetticet
gtggtottog
tectaagtit
tgattgggtt
cataaattca
gtateooattao
aggctgotat
atatggocag
acogooagac
gtgttoccet
coattetgac
ttaaggatagt
aattetttgkt
acotkottga
agatocotteo
gaagctttag
ctgttotghit
toctotataa
ttagkacaag
Lgecagsaca
caaagatcam
atgcagggat
gatttogotg
aacacagaag
Aagetagagaa
atgaactaac
tagtoggoca
acaggggaan
atgggggaca
aaagttaageo
attgtatagg

aatagatgta

aaagctaatt
atgggtgttt
ttocttcttga
ctgggetatt
acttoattaa
tEbEtttaata
ototgttgag
gaacatagtg
gagaggtatt
tgatttcooag
ttotecacat
tggagtgaag
tgaacatttt
ccagotctga
gttattbtata
coaatctgtt
agtttcatga
caggaatttt
gtttcaggte
gagatagaaa
atbgttgasa
gtgaccattt
ccacccoccata
aaaggaccaoa
tggatgateoa
attacccaag
cagtaccogg
tcastgocaaa
gooagggaca
tebgggatag
ttatggttat
actatgaagc

gttaatattt
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gaaatgoaca
tgttoocatt
atttcatgog
gtecasttat
ggatgataca
gotgagtagt
gagcatotgg
gagcatgtgt
tegggatoct
agtggttgta
cotogocaas
tggaatcotoa
ttteaggtga
gooccattkt
tatattggat
gotggteottt
ggtoccattyg
ttoceotghg
toggbtttat
tggatcaakt
atgeegtett
ggagetgtga
atcagoatoc
gttatagcte
cagtcagcta
gagetatagg
gagehotTgh
gagaggteca

aaaaggggga

eattgaauat
toctocaatto
togaatatoo

ttaaatgagg

tacacattca
toctaagaaag
tttggcaagt
cagtgagtac
ctasaggtas
attacattgt
gttotttoaa
tcttottaco
ctggtagtac
caagetbgoa
acctgetgte
gagttgbttt
ttotetgaae
ttaatggggt
attagteaas
tgteottattg
tcaattcteg
coccatatett
gtggagttos
cgoattebte
tettecactg
cgasaggatyg
aaacgctgac
tcteottgtga
ttggatgggt
Jaactgoaac
ctttagetge
tEggacttge
gtgggtgggt
gtaaatgagg
ctaacaaatc
ttcacattta

aaaatctttc

27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27740
27840
27500
27960
LB020
ZEQa0
2ZE140
2E200
ZB260
28320
28330
26440
ZB500
ZE560
2BE20
ZBEEE0
28740
ZE800
ZEB860
L8540
ZE330
25040
29100
25160

25220
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ttatctctta
attataggte
Ekbtetaagta
agtagtttoa
aaaatttaga
accctagtet
ttactagoag
agagtaagas
ctaactetat
gtotgtcaaa
aactcttoca
atttttttaa
tteastagat
tgaaatgatt
chaatcaatt
ctttactaaa
cacccaatge
aagtasstga
tecttbataa
tatatttoca
taccttaaaa
agagtattgg
aacaaggtaa
tcatgatcasa
tactcataag
aggaatttaa
agoctgagagg
cctgocaage
ggaaacagga
cacagecetg
geagggteta
aatgaagcoa

aatgggggta
tgtgtotact
gotatgtgea
aaaggotigyg
tataaattgt
ttatggooct
aaactgagca
ataaattste
acttottbgg
atcctaaagt
atgaatttca
atgaaacatc
gtagattgte
tggtotetga
ctocattgaa
cattagtttyg
agatgttctg
atcaaaatgg
ttoaatacke
aattacgoge
gtatctaaga
gaggagaaaa
dagacttace
ggtcaagagt
acctatatta
tctatagagg
ccacttcata
acttgggaac
ttaccatges
gocaagtcaa
ctococaaat

attttgteat
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gggggaggtg
ctgagtocaat
Eatgttaaga
taataagoaa
agetttggga
cataagaata
aaatgcaatt
bgettoatgt
tEtebgattt
acaaatgeta
gatttgagac
attcttacat
gogaagastta
aggaagqoaga
ttocacagtge
acocgggatte
aagggatgga
asagtggtaa
ackkktattat
cotataactt
caacaaatge
ccatttocct
actttgatat
aggetatggs
geatttghbte
tttcataaag
agggagaaga
toggoactga
attocaaata
geageottete
tttgagaczat

tagcagagaa

tatgtaacag
gootototgg
aatasattas
tatctagtaa
totataattg
cagagatata
togaattget
aasaggecak
gtgtgtgtgt
tcagagetaa
taaaagggaa
ttaaaaatgt
ggagtgtggt
ctatcactat
aacctgatec
gtggagacat
taattctgga
gagtoactes
ttgtaataac
gttattagag
tgatgtgaat
agttatcttt
ctttagagat
caaatgttat
ttggttotek
atgttotith
gagcaaattg
gataaattct
taactaatte
gataggeatyg
gaggeectyt

tacaacttgg
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tggococgaaac
tgaatteotag
gtettaatta
cactttgatt
actttatcat
tctaagaata
cacttgacag
Abktasssag
gtgtgtgtgt
aaataaatac
ttagaggaga
tgctetgtta
cagagtgtag
caagagtgtt
acoccattgge
coaagtgagt
gtatgaaatt
attotataca
ackttatttt
gaagactgat
cttocatgta
ggtgttoagt
gtggttgaaa
cocatgaatt
coagaagaga
acatacctca
qeocincanag
acatggcaca
taaatcagta
acgttgtacs
ctattcagtg

ggtgoctoga

atacecttoo
ggatccaaac
tgtacctkca
gagacatgge
ctttocttgaa
tgatagagga
ctgagcagag
tgaagtottk
gtgtctgtgt
gtagcacaac
ttttataagt
taaagtagag
toaaaatgas
totetggagt
ctoaactgga
tggoaaccas
cagtacaaag
ttgactttte
cacctaggac
ataatctcaa
gatatatgga
ttaaccatgg
ttaactagga
taatgacktgo
ggoacaaaga
gagaaaatca
cteotoacttbo
caacaagaaq
taaccacage
cageacecty
tagoaccaaa

acagctactt

29280

23340

23400

29480

28520

23580

29640

23700

29760

29820

29880

29940

3Joooo

30060

ap1izo

aoLren

30240

30300

30360

0420

ap4en

30540

30600

30660

I0T20

307ae0

30840

308900

309a0

210240

aloedq

31140
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cttctgttea
gtaccaaaag
tocaaacactt
acctgaggta

Eoaagggaga

casaaasagh
tttacagtta
ttaaatctcoa
actgtactca
cagacoagoca
gtagataakte
ghgaacatct
Aacaabgtata
tocattgtga
totgatgett
tacactaatc
ttttgaaata
acagatgttt
EELTEEttet
tatcaktgata
attaataaasn
atactattit
toaacaatct
ttgtagtatyg
cacaagatgg
ttataageoe
tattaacact
Etocaasagag
ctgaatggasa
astattagas
atgcagttac
cagccaaate

tottgacatt

aagttoctgtt
gggoctgget
attogoocac
geagtttbga
atatgaggte
gotaagasaa
cattgtgaag
gocttggagt
tctacattoc
gotottttgt
acttatattt
gacaaggttt
toebacAaAaoa
tattagcaaa
acatotcagt
acataatcat
tttatatgtyg
ttgaactgac
acofattbgt
aggoaaatgt
apataactgyg
cagttgttas
cacoctgota
aatactacag
aacoccatace
tataggagaa
ctactcataa
agtagttaat
tatacatatas
gtgtotasag
acacacagtt
ccagoatgtt

gtcagagota
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ttectaaatca
ggatgttaat
caaatatagg
aaatgagaaa
aacactaatt
ctactgocta

ctoacattas

gtattgetgt
aaggtaatga
atgaagcaca
gaattgacaa
goacCag gl
taatbtgect
astggtogtt
asactagatt
atattatgta
gtaagatggt
agtttcaaat
toatcaaagqyg
atcstbtaaca
atcatatggt
tgtgocaatt
tgaattotteo
gaattactac
tgacatcatt
atcaatagat
attaatacac
Acagagaacs
ctacocaacka
goctcaatgg
gotggaagtg
totgggagag

ctgggaagct

ttoctaattta
tcaaacaagyg
aacaactact
catgtaccte
teasactmat
gtggoatgaa
aggetgggge
coccagotoct
aggatcaaaa
aattttatac
agatttetca
tgttaaccte
tecaacghag
ttatgttaga
asatattttt
aaattatcat
tocagoagage
ctgototott
goocaagbtg
tattaaktatt
aasctttagtt
tttatttcaa
aagatactgg
ctacttteota
aactgggoca
agacatagta
ctoctgaces
teatteagte
oooagaagat
ctatagagaa
catgagtaga
cocttaggacg
gggagagact
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gatatctggt
ctttctaaac
ttgoacaagg
tgaggactet
macatgttbg

toaagtsags

tgtttootag
gtggcacatyg
cacttaaatg
gaaggacaaa
aggaaacaktk
caggoeagaat
taagacttas
taataaaatao
toaaatages
taattatcat
tatgaatgga
gtatattcca
atccatattt
atttoattgyg
ttoattatig
taaacsagtt
toaggaaaca
gttagtttta
aaacaacatg
gttaattgos
toattggaga
agtatgoaga
taaaaggtta
actatttact
aggtttacac
cteoctooctyg

ggatttette

ttatgacttg
cgagtcataa
taccaagggo
tgagaccate
ttoastagtt

astaccattg

gagoctotge
gagagtacac
cttocagoaac
acacatacta
tgttottoca

agagttttta

cooasaBagga
tgtgaagact
tgagagtaat
gttaatgatg
tatattttteo
aaatateceoct
tggstacagt
gatatasatt
agtagectat
agaaaagooa
agoocactga
aagoottoca
gotggotagg
toocoocaagt
agottobott
goastcaasa
ttgaggaaga
goooAcAagac
aagatcatgg
coctgagaago

agggatgtga

31200
312&0
3lazo
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
3igen
31820
31%an
3Z040
32100
321&0
3E220
3z22an
32340
32400
3Z460
32520
32580
32e40
az7a0
32760
32820
JZaan
32540
33000
330&0

3Ex120
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gacctgagag
aaacactgag
tgoctactat
gaggtggatt
tattagttgg
teotgtcaate
cococtooott
atagtgatty
gagaaagaca
acaatgbtag
tocaagegtg
agagtoctag
chkgt caggag
aaccaagtgyg
aataatgggg
ttocttattaa
cgagcatgag
tcatgbgtgg
getackgatt
cagacottgy
cttectttgt
agtgotoagg
ckagkaaata
ghtacagaas

grgggetgeg

ANAOARNRARD
annnnnnnnn
goocaccaag
cACAggaaga
ttgtggaagg
ctgacttost

cctocacaatt

geattocatyg
tattttaaaa
aagttgggga
tgatcaaaca
ccattaaaag
ctitttcagta
gottcagtct
gtacttgtok
gagatgggag
tgaaatcttt
aaacccaagt
tctaaagaaa
goacaccockt
agtgaaaaac
tttatcgaty
caggaactag
tgtttgacac
tgacocccaa
tgacttgtaa
gtotgectot
ctggagaaag
gtotocagtg
tagacagagt
cagtgaggty
agtgactcac

TN ILOL LT
NINARAILTIT
caggoaggat
tocagotgato
cocttgtgag
aagtotgaag

tteotatggac
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ctocagoagy
gagagagaga

agaasagtas

tagacattta
ccaagtttag
tgtttetagt
cctttgagat
ggtgeagtta

gggtcatagyg

cactaatacs
ttaaaaatga
acattttaaa
atcatatgog
aatttbgttta
tgaaaatcta
gagtoctact
agagcagtga
agatagaatt
btgbtaaatata
ctaatagcaa
ggactateoct
attttotgte
accaadcaaga
atccacktgta
togoagoooa
ANNTNNTANTTNN
ANNNNTANNNN
gactcacaaa
agacagoota
tttattcagg
attottocag

attocttgage

tggecocaca
gagagaaaga
tggataatta
tgﬂﬂtﬂﬂtll
aattaaataa
ttoacctgtt
ctgttttgac
aaggttocck
ttgacttoeg
gatgacagtyg
ctcaataaaa
catacaaatc
catggegggg
agatgttgag
tgotgotgaa
cataacatat
ttttocaatgt
actttgttge
astgacttac
tatcttatag
aagtttcaaa
atgtgeattt
gatocaaccaa
gaaAggAgan
caagoaggag
nnnoRORnNnNnn
nnatcogtgt

gggtaccttc

stotocteag
tttetgaaac

aaaagtgttt

aacagactac
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coctatgoaca
gageagagee

AggasEsgas

atataatttt
aatattttaa
tetgetetga
ttttactagt
cagasaactyg
gggttooota
gebgagaaac
aacaagaaag
ctggatatat
asssnntact
gtocagotes
aaggtgaaga
aaaaaacata
tectaatget
tattocatga
tggasaggas
agetaatoet
toctgtgaaac
teooctggggag
actgtocaaa
cacatgaggt
gatgagcaaa
TNNNNTARTNN
ctgogattga
ctgttgetge
caacagttat
ctocagoott
ctgttotgag

toctgaggcaa

taaaagcagt
agaacttghbg
tgggaggtag
totoattbtka
aaatatcttt
cacttgocac
toctagaggt
aaagatagta
tggattatgt
caagtettgo
tgtaaaatto
tcagaggcto
tgtgoataga
taataaaaca
ttocactthyg
ttgagcacca
goacagctoo
gtgtaatgtt
tgtgataakg
cctacgoboa
acagatgttc
atgtgaccat
ccacttobag
ttacttacag
GGRANARNTLR
TUEMAALIITLTITL
tcacactoca
ctacagagtt
gtacttgaco
ctgagetata
gacatagcta

gtttaagact

alien

33240

33300

33360

33420

334B0

33540

33600

336680

33720

33TED

33B40

33900

33980

4020

400

34140

34200

34260

34320

a43en

34440

34500

34580

34620

34680

34740

34B00

34880

34920

4880

35040
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tocoggagtaa
tatggtattt
tttococaggg
gtgtggaaat
Aagatasatag
tacstettagh
ataaatttga
atttaatagc
tocaaagagaa
aatctgtTtt
tactcattga
gaaaagtaca
gaageatgey
tgtgtgegty
atatatgota
tcacatatca
gaaacaaanan
caggaaccaa
agetbcagag
goataageak
coaamttact
tggtigteea
ctacatteooo

atttatctga

ggtgbttact
gEggacacqy
totoogtgte
ogacctoang
caaattatec
chaACACACA
totagootoa
aaagtattag

Etttttitte

ataaagtgtg
tgaggactgt
aatacatatg
atgaggttte
catascaata
tgactattta
ggattattat
caattococtte
aaggaaaaac
ttattttgtt
gaatggaktaa
gegagttoag
Aagaagrtag
egtgegtgeg
acatatgoat
ggggcaagac
gaggggctgg
gtoccaattet
gatcogooat
aabttcaamat
tgatttagga
tgaacaacag
aattttttte
ggtttgaaga
tagagaatgec
gacazacttyg
tgtattaaaa
ggaactgggy
cacagctoat
gtattaaaat
taactttgat
atggacatce

tggtgctaaa
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tagoctgottt
ttcaaattet
ctacagataa
ctgtectact
tasctattas
Agaccaaakg
tttaacaaas
taggtaggtt
acttgtagaa
ttgaaagatg
agaacatgaa
cgaagbects
tgtgegtgty
cgogegagea
coacttgtia
attgaagtca
agatatgget
fcagcatocac
coctagoctt
aatamaatan
aaggtateag
aatttatggg
ttocaatgtgg
aggaaatgtyg
ctagotggaa
gaactoctac
agtagttaga
ggacatbttag
asagtacaga
Btasssacgk
atatocctocaa
tttacttagg

geoctggtga

caataaaagt
gtgattatca
atgatttbgeot
atatcactoo
agatctgooa
casacatatg
ttatttacat
caaatattac
toctgtgoatt

ggooctatat

grgegggtga
cghgtaatat
tghgtgbgtg
toctaaatgac
gtatatkgte
ctatctggag
cagtggttaa
atcaagagat
gtgggcacst
aattttaaaa
ggeaggtgga
gagttgggtt
gtgttttgaa
atactcatgg
gtataggaag
acaggagaac
ctetgectot
tootaaggaa
agtatctgaa
gebatacaty
tgtggaaact
tttaacaaac

tattccacag
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ctttggoagt
ataaatgact
tgtggocata
atacaaaact
tgockaatka
gatgoattkt
aattbgtota
tocactttcta
gagttgttaa
ggttaacata
gatccagaca
ttoctoagag
egtgegtgtyg
agotagoatyg
taggtoaata
aagatgtatg
gagcacttoo
tgacaaccac
goattcatat
attaacaaca
Aactcagaga
Etttektttet
tttttatcca
gattggagga
toatgtgttg
aacagagatyg
gtggtaagaa
asagatagas
cagectoage
ectaggtats
gacagatatec
aacagtitttt

acatttggac

tcaagacaac
tetgoccaga
atttgttttyg
Ataatacoos
tattacgaat
tgatactaaa
agtacataott
gaaacccagt
tgoctgagge
ctgtocagtyg
acggagebtt
gaacatattyg
tgtgtgtaty
acttttggoa
tactgtagtt
caatgaaaag
tgttetteta
ctgtatcace
Joacatacat
gaatttgbtt
gogtatacga
ttgtatgtat
gaagaaacaa
gtacaggtgt
gtcacattot
atgoagggtt
tattgggaaa
gtgteataga
acagtgtasa
geasggtgac
attatgteott
ttgtttittt

atatgagaag

35100
38140
38220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
A5€40
35700
35760
35820
358an
35540
36000
J60E0
3g120
261480
36240
36300
36360
IE420
IE480
A6540
36600
26660
36720
3e7an
36840
36500
3E5&0

37020
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cttagaggtt
ctttttatas
ttcttaatta
ctoettaaatt
tatatatatt
gtgettaaca
tgtatatata
gaaaaagaga
atatgtgtga
tttaagoagt
gtgtttocat
caagtgggga
anmtattott
tattbggagt
gaageactet
atttgaaatg
tttotggttt
tttaasamat
atttocacgga
attttaacat
cgtttgtett
tttgeoctgaa
tgaatgtaca
EEEEEE RSO
ttgaacttas
cttotaaate
cagaaaatgt
tggectttat
ataccacttt
gggaagttos
getghtcaas

atggtatagg

tcaggtittt
taattttact
asadaooccaco
tttggogtat
aaatatgtta
tgtatataca
tatatatatg
aoaaaaatEl
catatatatyg
ggacaagcat
ggttatgaag
aggacagtge
toctgtitta
agoagtgatyg
ctttaatatyg

ttototigta
tacctttace
ggatgattta
cattttbgte
gattateoott
totgggtghg
attttcatga
acattttstt
tattgtatee
ttgtaccace
actttgaata
tttatgcage
ttgoacttaa
caagattooca
tocagttetgyg
tgaagtcaag

cotttagttg
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goaatgtgtt
ttttaaatta
atgtacagta
ctattaotttaa
tatatgtata
tataggtaga
tgtgtgtgtyg
gagggasagt
cttaaataota
getgtatget
ttgaaacttt
cttgtaaact
gatatocagt
etatttgtag
tttttacaag
cagoacasgt
acatctgtac
aatcaggasg
agtottgttt
tactttatat
ggttacctoa
tgtcattgtt
tattaattat
Eetbggagte
taacctotat
acaaaatgeoe
atgoctgogag
catagtttca
gaattcagtt
gocaccaata
aggeacttag

ttgtagtaat

tgaaacttge
taatataatt
acgaccatadg
atgtttatat
tttacacata
tgtatacata
tttacatata
gaggaagtga
tatctacata
taggaaagaa
gocatatgaa
ttgottgggt
ttocatggkt
ttatatttte
ttotocattte
ggotatotta
teagtekgkt
tttaggoaca
ggttotates
taatatoocas
ctoaggatga
tttagcaget
tetgtggaag
tagagtotas
gaaaatctac
atttttecte
gUag=gggaay
acaccatttg
ggtettbgea
gttggttggt
tgactcaaaa

ccagoattoca
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goettttoatt
acattgtets
gatggoaata
atatatatas
tasaatatat
tatacacgta
tgtatttaaa
teatoataat
tatagataga
amatoogaag
ttcagattaa
tattecatagt
cttaattatt
ARAJCAJOAR
catgtgtact
attaactocag
gtetgtegty
tectgtoata
tagocctatat
tcataagtga
tgtttttota
gagcaataca
gagocttoaa
agotattaag
atcbgtgtge
ttggaaasaa
cgtgggacat
tgatcatgag
chataagoas
ctatctaaas
tggaatgtag

cacatctocaa

ttgagttttt
aoatteaght
acatcackit
aacatatakt
gtatacacat
tatatatata
aacagttaaa
atatatgbak
tagatataga
ccatcotact
tggatatttt
totgtoagtyg
atotttggaa
aggtaggtgt
ctegtgtgtt
aaaagtttaa
tttacctttt
ataaggeate
gagtetgbgyg
gttcatacta
gttocatcoa
ctocattgta
agtotaasss
aoactgecat
tcaacaggat
acttagattg
tgcotatecatt
ctttotagga
tgtgtgtect
ttgaaatcaa
gaacaaatat

aattagccat

37080

37140

37200

372a0

37320

37380

37440

37500

37560

37820

3TEBED

37740

37800

areal

37320

37980

38040

3BLO00

38160

8220

agaaen

38340

38400

ag4a0

38520

agsaen

Je640

38700

38760

agezo

A8BE0

38940
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tttaataaaa
toatttteat
goataatttt
tacagttgaa
taagtaagac
tagtotatag
ttgtacataa
tgatgatcte
MNAAARNLNN
cggacccata
tgggectgaa
eottboctgyg
aaataatcat
atagaagoat
gaaagatggt
taatataatt
aaacaattat
tagaggagte
tagectogtet
ataamatans
Agagggcaas
attagtaata
acatecttggt
ctattttaag
ttactatgga
agtttgaaaa
tgotttaaaa
agaattagac
Asaammagaqg
Ettttateet
attoctgotta
ttotacciit

ttgtttocaa

atgtgoagaa
cagggtttca
attttgaact
acaacagggt
atgagetbga
agoctagbgaa
aactattcac
FUOLTITINN LTI TINuEY
CUOLTITINN LTI TANuEY
gocagoataga
ggoagecoas
tgbgtaagga
grggtgaggt
tcagagataa
ttatgtasat
ccaacaagag
tteagggetg
aagttcaatt
geootoocta
aataaaatga
tgggagtgge
gattttttaa
attatgoata
taatacaggc
ctgtgtagtg
taatttoggt
gtatcttatt
tectoackge
ttasaccatg
gamactibtg
tacaagatat
ttgagataat

ggattaagat

ES 2567 13213

gaaattcagg
ccatcaatat
tagocttttta
tttecagtigt
Ataaggocas
attgoaaatt
cotaataceqg
MNAAARNLNN
TNAANRNLNN
gtggatagcea
caagggtetyg
ttgatgaaag
tttagggaca
totgttoggt
ttattocaaga
acaaatctgt
aaagcagtag
cocagoacct
ggtacotact
baaatotbga
tataggaaag
agaaasaats
caatteotace
actatcatgt
cttagoccag
tocattttat
tgtatottat
caagtactas
acttagotas
caacctackt
aagaatgeoct
ttttaagatg

gotgatttta

taatgoocate
cataaataaa
gocacattot
togaggasag
ccagagbaaa
ttatatggaa
ttcatttoat
NONNAONNR0
NONNRONNR0
tagtcagaca
tataatggag
tttaatgoaa
atatotgtat
ttaaggataa
aatgttatgg
agaataaaca
ttcagocaagt
atatggggtg
cattoatggyg
gogoggtktac
aaEaggagata
atttoaatat
cttattagag
tggctagaag
tgtagtgett
tgattgteott
ttataagtta
aatbgacaac
atgatcttaa
cckgottaga
agaataagtg
taaaataaag

cooccagtoo
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aaccttcaac
tgagggggaa
tgtttttgea
taaatttate
attaattgat
ctgtagtaas
gtoacaaagg
MNAANNRANN
MNAANNRANN
getggettgg
AgCacagata
gagocogatoa
cacaactgbt
agackggtta
aacaaattes
ttgaaattaa
gagagtgtat
gotcacatcot
atataatcac
atggaagagy
attcaattba
ttgaaagaga
atgattoagg
ttatcatcaa
agoccaacco
gtittotatt
catgqaaagot
toatcaatag
aagaaggect
agtckaacka
atagtactgg
atgtagaaat

cagttoccaaa

tgaataaact
aaaactoget
gaacatatac
tttagagbtt
ttbtagtbaat
tamaatbEgat
ceggacogag
MONNRONNn
agtaatgagec
ageatcacte
atatcatete
tectgatotat
ccaatgasgt
gectagtaasa
atgtgetaag
ctacagtcaa
agegetettyg
goctgtaaces
Affaagasac
ctttatetag
agttaaasat
aaastgtcocaat
ttagtctgte
tgoctttttgg
atttittteoa
tggtgttaca
ggetttagac
cactaaaaas
ttgagtgaty
toktttgaat
caatattteoa
aacactttat

gattaaaggyg

39000
350&0
25120
25140
35240
39300
39360
39420
394480
38540
29600
28660
39720
35780
39840
395900
390E0
40020
40040
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40800
40580
40620
40680
40740
40800
408&0

40520
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attgatoccag
acctasagas
ggttbgttgt
ttagttggtt
ctttgagttyg
ggaggtgaac
ttoctgggte
aggotebgas
agocaaaggat
tttocatacc
tatggaaget
ttocettgge
acttttgage
cacabtcactyg
tgtagtectt
ggaggtgges
agatgocaaa
pagoktbasa
gtekgagaca
tcacacegtyg
caaaaagaat
goagtagect
pactatgttt
tttobggaas
etocooattgt
attgtectgta
tgtatgtaga
attgaatgca
aaaactotag
aattgataaa
cacacatatt

gttteatatt

atcttctcaa
tactatotat
tgactttggt
tggtttagtt
cttttcatag
accatcttag
gagtteattg
acagacagas
gatgattotyg
agtgacatgt
gatetettgt
tetetgoate
agogaaactyg
goaaacatitg
tocccaggeoo
acgecctgos
aaatgoatog
caagaggaca
goagatattg
cagtotocan
ttteoectect
ttoctatott
taaatotgtyg
tgtcaaaaka
gaattataaa
ctgtggghot
teatgetitt
gattatagca
gtgagaagge
gatatttkkta
gtagttcaga

ttggtcaatg
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ggtaactaag
cktotgbttgg
tettttgggt
bgaastaaca
atetocactt
gocattcatga
agctagatat
tbotaagoas
ggogtaccag
gtgatggtas
gocttgateoa
cctocattac
aggoassaca
acttttatge
aaaagattaa
aagaaaatta

ctgtggoococ

ttbasstaaa
ctecagatga
ggggecttat
cgtgtggtta
taatggcaag
LEgggagaga
beataasgtg
tattttaatg
taattttgtg
tgaaaaagca
caggotgatt
assactagtt
ataatttaca
acaatcoate

aacgtaaaga

tctacattgt
gaggggtggt
tttggagtgt
atgoatecta
totetetgee
taactacaaa
tgatgaagca
tgatcatgag
ctgttacgac
cttgaagttt
gaagaatctyg
ccagacagta
coaactogoo
cocaagtaage
ggcagggata
cagoatgaac
togoatggaa
cacagasaqe
tgagatgtet
actcaacgoa
tgtgagcaca
ggaaaggctyg
atgagagtgg
gaaaatcaag
aattgteottt
atactaagca
aacaatcagg
ttttttttct
tggatatgeoa
ctttaageoat
taaggatgta

aaaccaaaca
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ggatcattoa
ggtggttggt
tetgattttt
totanagtta
toctaggaag
cocgacttet
gatgtggatg
asaktaagaty
ectgacattt
goteocagteas
aagaacttge

gaagaaaaca

tetacasaga
gacattacas
goocaaggoa
agtgectact
gocacgtott
cttasassta
ghoacagaat
actgetttge
gaccaactga
ggcacaaacg
atatggatts
aattagtast
aagactgtat
ttaaataget
tggottttge
tttttaaata
amacatttat
gagtacttta
goagotacag

agttagattt

attaagtagt
tggttggttyg
ttgtgtttgy
tataatggtt
ggaagttgga
acaatgatga
agaagactga
gtateostigyg
tggatactga
agaagttaaa
cttatgatge
agcocacagec
tgagtaatee
cageagggyg
atacccageg

trtgtgagte

gtataaaace
ctgaccagak
acaccacggl
cttigoctga
acaaaatcat
cttaaaccaa
taaaatactt
cagataaakg
agtggeagtyg
acgttttita
agttocaggaa
actgggaact
tttgacatga
taatatgcta

tgtaaagagyg

ttacaaagcoc

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

414860

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42380

42420

42480

42540

42600

42660

42720

42780

42840
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cttttataac
aaaaacattt
aatgttgaat
bgethbotte
atgtggtgbyg
ggattgggag
tttatagtat
atccagatgg
tocacagacag
cacaaagcac
ataagatgta
aacogatste
ataaacatag
totcagotga
attacottta

ttaatgtitta

gggtgtttaa
tgetgotatyg
gaatctatte
Egaccasgth
Ettggbactt
totatattta
tteottggatt
ctgagactaa
cgtggatcac
actcbgoott
catcctaaaa
agogebgtet
ttateaatgy
actgacaakyg
ggacaagaqg
ggoctggott

aaacagaaag

ttocaaaact
taaatttgta
caacgtateoa
gacaaattte
atkbggetagg

gagggggate

toctaagaatt
ggtaaagtta
acacaaattt
aactcagaag
ttttaagtag
aaataaggga
ttcttbtgggt
otgaagaata
agttttaatg
gtgattttga
ggtteogoett
gtttotocaa
agettaaaga
tetatagasa
tgobggocas
actttettta
tctgatetta
ctgtaaagga
RRAgCOECED
ctetttagga
gttaaatggt
ctaaacktAcA
gottatgtat
agtatetata
tttgtcatag
gtaacagtgg

ctocagotag
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tottaactot
aacgaatatt
tacaccaaac
cattcaagos
atgeagaaga
taacatatea
attgtgtaca
gcagataata
ttaattcocagyg
taattaaaca
taagcagtakt
gataaggtag
Lagcaaassada
catctoatkt
gtatttacca
aatctottic
gttactttgt
tggctacatyg
tgtghgtttt
aaaatagcota
Acaagoagel
tgtotgtgga
tgtttetaat
cgtagatgag
AR RGET
taacactcat
gtgtccaagt
tttoctagektt
tgacagagkt
ctagttgekt
tteccagtet
gaacttgcaa

aactaaaggc

aaaaatgtct
tttttaattt
agtaaacaga
acacagectac
gobtoaggaa
acagtgoagt
aggaaaagto
ggataggaaa
gagaagggac
ggtaacagaa
ttcaatgett
Ataaaaatca
cCCasaamaa
aaatattttt
ttttgocaag
atgocaggaga
aatagatttt
atttagtteoa
gatgaactat
aabtacsckbcaa
atbocacogtt
tekttecott
agoottgaag
ttcatttaaa
tgtggttaag
grggacagag
tgatggggaa
gagtgtgtta
cthoatkatg
tkctaataat
agagggtggg
catgacttgt

aaatatgact
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aataacctgo
tgaaaacttt
aattataata
atgtaagaga
tacaagaaghk
cbgtocaaaca
toacatgtat
ttaaagacct
agaataaatg
accttgocat
cttacttace
ctttttgatt
atttatggga
tagatgactyg
accttbgtgg
gacagtgaaa
aataagtitt
tatgaagtat
cttaccattt
taagbbacag
Eaackagteyg
caaagtteas
cacaattacec
tgeatcagtyg
atagbotitt
acttacagat
ttgtgggaaa
tatgocateyg
atgactagka
tgeckgaata
aaaggcaggg
coacatottg

tteagttece

attattagaa
attttttitt
atggaagaag
agtagaagtyg
gagagoooaa
cagatbggtt
gaaatoccagt
agatcttttt
acttococcact
caaacctttg
chogcaggac
ctgtaataac
gaaagaggac
asactttaaa
goasacasge
atctagocott
toctgotactt
catcaactta
cacoatagge
aatgteattt
tgbbetgoag
taaatttatt
tagacatgta
aatagtggat
tocttitatgg
gobttgaaca
tggaaagagg
gaagagtgy
atcatasgag
agoaacktbag
cacctggagt
gaggataagg

acococcageot

42500
4250
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43800
43580
43620
43680
43740
43800
438&0
43520
43530
44040
44100
44160
44220
44280
44240
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760

44820
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acttggettyg
teagettgas
catatgbaag
cgagatggag
gqeoatgoatta
ctgtttactg
acattctatt
chbtcantaaa
ghetacagag
cotgatatog
atttcagaag
atteogetota
gtttgacagt
acacctttaa
agectgtteot
ARSGIIRERG
aaattomagt
toggtatasa

ggaaasctas
aaggattoct
gotagacttt
tatttattte
aasactatas
Etckacaana
gacattaata
tecatttttga
aaggtgtgac
ctagagttag
tkccaaagtt
attttectca

ttoogctacog

agtttgoatg

toagatatat
ascaggtokt
tttattooke
aggattagat
aggectagga
tttoagocag
taaaaaaaaa
agoasttggg
tgagttacag
attgectaca
attgatgact
ccaagatgbg
aaatttatte
toccagoaca
acaaggtgag
aaatcacang
tottacataa
goggoacsatt
taggtatatt
coccaggtaag
agacttgagt
teattttgtt
goaagtaaca
tgtacetcag
goaagoacat
ttotitgact
aagaatttat
catgtacaaa
gtacetetgyg
attacattte
acezattooe

teocaatggge
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coctaaacoo
casacacgyy
chkgggaggas
tcttacttaa
qgtagaaggs
tttococcaage
Camaazazaca
Asacagagga
JRCAGOCagY
ggtgotagas
cgtgattatg
tactaacaga
tagtasgaas
caggaggaag
ttbocaggaca
cataaaaget
tatgteococa
tacasstaag
ghgtttaaat
ttcagtttga
acgactottt
agcatttact
atktgaagtte
agacaggaty
gettbcaaaa
attttataac
tgggtaaatg
qettoattte
cagagtoatg
caatgeotata
atttttttgyg

ctoctettteo

aaaggttooa
agectetgaa
ggttggttag
ggtttoaagt
tgacattgga
tgocaagact
cacaaaaagc
aggtggattt
gotacagaga
aagacccaat
tgtatctgtc
aaatatttac
toacatccaa
aggeagggaqg
gocagaccta
agagatggtt
gttgectikg
aatttgagek
tgttatatgg
atggactgaa
Lttt
gaggacaatc
catgtgaack
acaggeocaadg
gaatttcaca
acctoagaaa
aattcaaaat
tgoccatgag
attgttotkt
Accaaaagto
cctggeatto

agtgatggcoo
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caactoctaa
agacattttt
goaggtigtyg
ggtgasttas
attacocage
gtagagaata

tgagcagtag

chgagktaaa
amcackgtat
cttotgaaga
tgttcttaaa
atgtttttat
gotgggtagt
atectetbgtga
catctcaaca
tecaagstaaa
ccaattttat
ttgotaacat
ghasascaas
aggataaaat
tttttttttt
atgacacagt
ataattaasat
aagaacatga
ataacactta
ggattgtota
tttaatcaca
teccaaagtg
ttttaatatt
coccatacoc
coctgtactg

gactaggoca

tacagagooa
ctattecaage
tggotcaget
atgeototeng
cactggacag
cttggtgact
ttgtgeacge
ggocagecta
ﬂ:tt:ﬂﬂqﬁl
ggacctgtek
tattgtgata
agaaaaaaaa
gtagtggoac
gttoaaggte
gasaaaagan
ctettgtita
atttatgage
cactttott
ttatggttas
ctagagatac
gtaaaaanga
toctactttac
actkebatks
tataccacok
ttcaaaaata
ttttacagca
agtaagtagt
atteoccatga
tttattacat
tooccoccac
gggcatatac

tettttgata

44880

44940

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

453900

455960

46020

46080

46140

46200

46260

46320

46380

46440

46500

46560

46620

46680

46740
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catatgcago
tatagggttyg
cotgbgatoo
atagtotoac
aatggbgtea
atggtacata
tgttoooaat
tecatghbgttt
acttatcagt
gatgooctoo
tgagtagtac
geatcbgggt
goatgbgtea
tggataatec
tggttgtaca
togocagoat
gaatctocagg
caggbgetto
cgatttttta
gttggatatt
bggtetttet
gtoccatttg
ttecococtghyg
cteotggtttt
gtatggatcoyg
gaaaatgotg
ataggbgtgt
Eotataccag
catggtgatt
tttgbttatta
aattttaatg
aatgttggte

aattbottto

tagagacacg
cagaccoott
atccaatage
Aagagacage
gtgbtttggaa
stbtastate
toctaagaagg
agcaaattgt
gagtacgtat
aggtocatos
teegttgtgt
tebttocags
ttottacocag
ggtagtacta
agootgeoaat
ctgotgtcac
gttgttttga
toctgocatte
agggggttat
agtaacetat
gtottataga
teaattetag
coccatateott
atgtgaagtt
attogeatte
tebttecttog
gggttcattt
taccatgoag
ccagcagagy
cagatgastt
gggattgoat
ctgocaatoo

ttocagggact

ES 2567 13213

agttotgggg
cagcboettyg
tgactgtgag
tacatotgag
gotgattakyg
agotogaata
ggcasagtgt
atcttatate
tgtgtgagtt
atttggotag
agatgtacca
ttetggetat
ttggggatia
tgtccaatet
caaacoaaca
ctgaattttt
tttgoatttc
ggtattocto
ttgattttot
ctgatttagg
cagtgbatet
atattasagao
caagqgottit
cottgateca
ttctacatga
actggatggt
ctgggtetio
tttttatesaa
ttaottttate
tgoaasttga
tgaatctgka
atgageatgg

tgaagttttt

gtactgatta
ggtacttteot
catocactta
tootbttocaat
gogtggatas
tebgtetatyg
ccacacttaa
ttgggtatce
cctttgtgaa
gaatttcata
cattttobgt
tataaataag
tecbggatat
tectgaggaac
atggaggagt
gatcttagoc
cctaatgatt
aggtgagaat
gaggtocass
ataggtasag
tgoottgoag
acaagccatt
coocacttte
cttagatttg
taacaaccag
ttbtggotoos
aattctatte
aattgebatyg
cttgagaaga
toecttokaat
gattgotttt
gagatcttteo

atcatacaga

118

gttcatattg
ctagetecte
tgtgtttgot
aaaatotrge
ctggatatgy
taactastta
gtottoatta
taggttttgg
tgtgttacet
aattocattcoh
attcattoct
getgotatga
Atgoooagga
ogocagactyg
gttectattt
attoctoactg
aaggatgttyg
totttgtica
ttetbgagtt
atccttteca
asactttgga
gatgbtatgk
toctctataa
accttagtac
ttgtgocage
ttgtogaaga
catoggtoca
tagtaaagek
gtttttgota
tagttgaage
ggcaagatag
catcttotga

totitoactt

ttgttocace
cattgggage
agyoccoago
tagtgtatge
cagketokag
catgggbgtt
ttottgagtt
gctaatatece
cactcaggat
ttttaatage
etgttgaggy
acatagogga
gaggtatbge
atttacagag
ctoocacatas
gtgtgaggtg
aacatttttt
gttetgages
ctttatatat
agtatgebgyg
gtbbocattag
teaggaattt
gtttcagtgt
aaggagataa
accaattgtt
tcaagtgace
cthgtetgte
ttaggtoagyg
toectaggttt
attgagttgg
ccatttttac
gatcocttottt

ccttogttag

46800
46840
46520
46530
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47480
47520
47580
47640
47700
47780
47820
47880
47540
4E000
4ED6D
4E120
4E180
48240
48300
4E360
46420
4E480
1E540
4EE00
4BEED

4B720
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agtoacgoeg
ttctttctca
Eetatataaa
tttagggtaa
ttttocaatt
aagtactatg
togggattget
bgettttata
gaatgggtgt
tttgtetttg
tocectgeoate
ttggattegg
tggtetgasg
ggetbcatag
cagaactgga
toctgggett
gggactgttt
aaatttgtas
bebgataggtyg
tttgttaatt
cttgttgatt
tgttteocact
gogtgasttt
Egekotatas
teattgtgte
tttaatttet
tttocacgtg
ggtggtotga
aatbgtgaat
gecttgeate
acaccatttt

ctgtctgtac

agatatttia tattatttgt ggotatigag

gcttgtttntfgiéi

gotacttcac
attatatata
tgtatocect
ttgaaaaggt
tocagottct
atgtttaggt
tggatotigt
agtttgttta
cctggaataa
ttagogagaa
ttototatet
aatgagttgg
gttagatectt
tttttggety
agaaggtcaa
atttegteca
ttttggattt
aggatitogt
ttotoaaaga
tggttgattt
gattootttt
agtttttbot
ccaaaggtig
ttetttatte
aatgtggott
taggatacat
ttcacateat
coctectaagyg
aaacaaacta

attttaactt

cgaagatgtt
ceatcatata
tgatetogott
agggagaaag
ctocatttac
attggaoottyg
caaatgottt
tataatggat
aacctacttyg
ttttattaag
ttgttaggata
gtagagtace
ctttgaaggt
ggagactatt
cttgatectyg

ggttttacag

chbtoaggata
cectgtgooe
accaactoct
caccoctgag
thtotagaga
Lgaaggetaa
ggtacgttgt
cttocttgac
teocattatta
qggacaatct
ghtaceoccaat
amaacaaaat
aagaaaagte

gaaatgttca
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SAEE

Agaaaggcoc
tatoaggtte
atobtgoaaas
ttgttgtoga
agggcagect
tttgatgttyg
aattoskgak
ttotgeoatet
tacattgatyg
gtoaggatgg
aatttttgea
tttotgtggt
ttotacttet
ctgatagaac
aAaataactgeh
attcaacttt
ttttgttgag
tgtegteatyg
tttagtgagt
cgtttggtta
tttogattatt
ttttagatgt
taactatgag
ggctteattt
caaggtatca
tgttgttatt
caatattbtt
tasactecate
Ataaaaataa
atctogotgt

tggaatgagt

aaggatg
attgactrgr
aggagttete

agbgatattt

attgetetgg
tgtctagteo
gctactggtt
ctbtocagaa
ancgagatga
gattttogta
atgattgott
togatgtteoa
ttaggtatea
atcttghgaa
tocbgoactaa
tetatttett
ggtacctggt
tatagaattt
tobtoaatEtt
ctagoctaagg
attctttgaa
toctgoogte
ghbgtaaaga
tttacatatt
tcattaaact
ttgagaagag
qaagatcagt
tbegttaattt
Eceoccataa
aaacCaataaa
agtgtgataa

cattggtctg

ttgagTTaac
tgttggaate
tgactteckte
ctaatactto
ctgattttag
tgotgtagat
attttatoat
toatgtggtt
tattaaacca
taatgtgttc
taagagaaat
gagtaatagh
aaagtttgtyg
acccatctgy
taggggatat
atctgtoccag
tgtagaagga
catttetgak
gtttatetat
tagticttcot
tacteoctott
tgotagtakg
agaaatgekh
ctaaaaagkte
tgttgttcag
cttaggccat
tttaatgatt
ctteatatek
Aaggagaaaa
gtatacteott

gttoocctokbg

ddEau

48300

48960

49020

43080

49140

43200

49260

49320

49380

49440

49500

49560

49620

49680

49740

43800

49860

49920

49980

50040

30100

50160

50220

20280

50340

50400

50460

50520

S0580

50640
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aactcoctot
ctittagtgat
ttatcatgta
ttotatgaga
cagatgttka
botggtacas
gqgoactggtt
atttacattt
cocecttetoo
catattocoo
atgectgaca
tacteottgg
ttatggggtt
cocagagate
cagagocata
agtattctga
ctttetgtit
aaatccagag
aagcagtitt
aattbotges
gggtasttga
tagagattiyg
cagtgatatt
ateoctocacco
atactoaata
agtgcaaata
attcatttaa
bggeckoacag
tagttaatat
gggagatget
attttttttt
toatggatca

agttctgoaa

tatttgaatt
taacacaggs
taacattttc
tatatgttga
attgaaattyg
agaageagat
atattttaas
caaatagtct
tgtttctatg
tactogggag
aggocatoot
ttggtggttt
goasaccoca
agtttaatgg
cactttttat
cctocagoata
cctcatctet
aacaaaagga
agatagttta
cactaasaca
gatagcaast
tacagatgaa
gcttotggaa
accocoagaga
tocaataaans
Facacacaqg
atacatgaag
ttgaaaaatg
gotoattoas
acatttctte
toctgtaaga
ttaacggatt

gtagatagga
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ttattcttaa
ttttaatata
ctttttttot
agattatcaa
tostcattkt
caaaktctaa
gtoattttta
cocckttooce
agggtgtgee
aaacaaacct
ctgetacata
agacootgga
toagekbasktt
toagetggga
tgggtaccka
acaagatcas
agcaactata
gggactgtca
caagaaatgt
atgtoagaksa
gtaackgtga
tgacetgagy
aacaactgtt
tgattattgt
cacaaaagtt
cattcaaggt
aacaacagat
actgtactaa
tgttatgtoao
ctocagtgag
tacataacte
ctgtgoattc

tgtttttagg

gattctetct
tactctgaat
gagttgaata
cocbgtattees
gaaataggaa
gektocagtyg
agqgtacactt
tatcococococ
cocacccact
tcatgggacc
tgocagthgaa
agototggtt
cagtectbta
geatoogoat
gtttgaacaa
ttocagotgat
aataacagat
acaatgagga
ctaaaagaat
attattbatt
aatbgagata
asssogbtote
agagaagqaag
gataatoccte
ttaattateoa
ttcacgbgaa
grigggttta
atagoaggtyg
ttagttttat
aaggagaatyg
tttgoatete
ttcttaaateo

tgatccagte

120

attctaatgt
ttttotttat
aaattottto
attaatggta
ataascctat
toacattghka
tattattgga
agaaactococ
cactcteotoe
aagggtgtot
gecatgggte
ggttaatatt
actascacct
ctgtataggt
agagasatat
taaaatgtet
coctaaaatg
gtocaacaaa
atccagotoa
taaatgteas
toctgttagt
atoasttota
tagaaataca
atgttactga
gatcctaaca
gaaactgatt
aceogbtgan
gtoaatacat
gtttatatgyg
atttocaggeoa
ctacctocca
ctotooocat

tgoagoatcoe

ctttagtact
ctttataaaa
ttactggaac
actgoteatt
aattgeagtyg
cagoagobat
tatttboktt
tatcccateoo
tgootacoct
toctoccattg
cttotabgtyg

grtgttettt

ceattgggga
caggatotgg
aasatcctaa
totattgbtt
aaatgtgtac
gagtgacageo
acaaccctta
tasaggagag
atgacatgag
cctattbgtyg
ccagaactec
aaaactggca
tgaaaacota
gttstebtes
agatgagttg
cgbgaaatat
tggoatgagt
taktasatgacg
caccagocota
atoctttgoa

ctttttaatc

50700
50740
50820
Sogao
Shs40
51000
51060
51120
511480
51240
51300
513&0
51420
51480
51540
51600
S1E£0
51720
1740
51840
al50n
51860
52020
520480
52140
2300
SEae0
a£320
5Z380
52440
52500
S525&0

5xe20
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agococtttoat
gatttcaskt
tecagtatgt
actatttaat
cbotgoctog
toctgtgtace
atgataggtt
abghgoooas
gtotcagagt
aaggagctac
ttttgtgtaa
tgtggggcag
gasctttges
amscootast
tttateteoto
acttaggtgs
gtattttett
cacketacta
tasagttlga
ctacatatge
accaataggy
agtcacagaa
gUcagaccas
cagttactaa
ARgCATARTY
cttgaactca
toccagatcag
ttetgtattg
gtactttote
atocactteot
cotttocagoa

aaaatcaaat

gttaagattt
gaattaacas
attgaggaga
ataaagoeoeck
tocacettoct
caagtgtgoa
tgtaaacaga
ggatacaatl
acactactte
agaccagget
tttgatgaag
aatgtocatct
totgtgaagk
gagaagttet
cottgaaaca

attgtotite
tatttacatt
aocacocack
Aagaccaagqy
agoctagagac
ttgoagacocs
tttatggata
ttaacaacas
gtotocacaca
tgtageccag
gagatttaat
aatcttctat
tagttoatte
tﬂg:t:ﬂtﬂﬂ
gtgtttgoca
aaatcttget

aaccccccaa
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tattottgge
agaacazaag
ttoctaatasa
ccttbcaatt
tectotetes
tttataatga
tttettatat
chgktbgaaa
atgttcaagt
cattttottyg
ccactagtag
attttottta
ctaataattt
aactaatoca
aatgttatte
aatgagtatt
tcaaatgota
cocacttatt
goeckatatt
acgagetetyg
ctttagatees
gtoctctatat
Egotbaagtea
goaagoagga
attaaaggtg
cttetggaat
ctocaagect
caaatacagt
attgggggas
ggocacoggca
ggtgtatgca
aatggggato

atattcagat
goctbttcka
aatgaaacaa
ttatttacac
catacateo
taaaaagatec
ttctattata
atggagatat
ggtttgtagyg
atgtettott
cttoagattt
ttaagocaaa
cooctaatas
astatatetyg
ttgaagacttc
tgggeaacat
toccaaaagt
ggecctagty
cocaatgakg
seggtactgy
ttgggtacgg
agtaaaagaa
goaggtatga
gaaggageaa
tgttotacea
coactatgos
coagataagg
caagttgaca
ctgagtteca
tagoctocaca

atggtgtcag

agagctaaac

121

aatatcaaca
gaaatgagag
aaatcasast
attttattag
acaaatgtga
aaaattgact
atttagecteca
cagktbgoas
gagecagtas
tetbgttett
aaatctgeoca
gtaacattet
aactagtaas
acttcaacas
attaaaatge
tettttaaat
cooococataco
Ektoootgta
gebgacgagg
ttagttcata
tattagteag
tttattgatg
atggaagtas
gagcaagacy
cacgokbtaat
tcaagatete
gtcactggty
accaggaata
tecaatagat
agagacagst
catttggagg

aaagaatteot

aagctgagot
tgacaatata
aaaaaggaaa
aaaataccte
ttgetaaatt
ctggaaaaaa
tottcttgaa
tgotoaggtt
agaaacctaa
ctagtctaat
tttggggtaa
tatctaacaa
tgaccaaaaa
tataatggga
agatgcaaac
tttTTactag
ctoccccace
ctgaggoata
coatetbekg
ttgtogttes
ggticictag
acttacagtt
aaggatekbag
aaattctbee
tocagatgac
cataccaaga
agocttocaa
gocactacag
gastgtgage
atatcacggt
tggactocag

catottgagt

52680

52740

52800

52860

52820

52980

53040

533104

531e0

53220

53280

53340

53400

53480

53520

23580

53640

53700

537640

23820

sigeo

53940

54000

54060

54120

s4180

54240

54300

54360

54420

54480

54540
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aacattttaa
gaatctaaas
tagtagatta
agtctacaaa
aatacagtca
Baatbagass
tatcaatoct
tgtgattcat
gagaggatta
tteotagtaga
aagatatgat
tgoaaactet
gaggoatcta
toacaattct
cttaggaotct
atttcatact
gtcaacagga
cacatagtga
coatgaatgh
aagtocateck
taacatttek
ttaamsmaams
tgoacatctg
aaggtcattc
aactaaatca
attaacattg
gaacatacta
atagaatgas
tttaktttatk
ttoagtggas
cagttatacc
gtggatottt

aaagagaaac

ggtatgttgt
aggagagaan
tctaagatcoa
atcatatgoc
gekacaaggt
gtgtoaataa
atgagtaaag
gtgtatgtat
ggaaagcatt
gaagataasa
aggoaatgga
guagacaggt
ccatgokats
caatgotata
tegttotata
tcaaaaaggt
atggatcaca
aatgtteogte
tchaactaca
tebaatbbgt
tgacteatga
atcoaacagg
tatttagage
tgggctacag
aataaaaaac
gtgcactgaa
caggtattes
atagactagyg
otttaaaaas
tectaktkatk
taggtggtgt
gagttigagg

ccaatcttaa
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tacacaaatt
gttecettte
cataacatog
acttgtacta
totebgtgas
aactggoaat
toatttaaat
gtgtgtgtgt
ctteoaagtoc
azaatataat
ggcaaageck
atctatggat
ggtteotgea
actgttaact
cttagggagt
aagctgoatg
actgbettoo
tcacagtett
tgagbagtta
attgotoata
cottEEEtEa
caaagoatga
actcagoaac
aacaaacact
atattatcta
cattggtgoa
agtaaaagac
atttttaatyg
tattosatgh
agtcktatta
tggtacaccc
coagoctatt

aaacacaagc

tttgoacteoo
aaggataaat
aatocagtag
atgactbget
abggotttta
tagtaactta
gtttattocaa
gtgtgtgtat
aatttagaat
ggactcaaaa
cthgataaca
acttgagttt
ttbacaRmaS
attoocatga
ttgaatgktat
aacaggtcta
tgbtggtatta
ctgtgtggag
aaagaaceat
tabgtattte
apmatctgaaa
tggtgoacat
tggaggctga
ttocttgggaa
agtgtatget
chgaaatgaa
actgoctacaa
catattggta
tekgoastat
gagatgboas
ctttaatcte

ctacagagtt

122

tttctoctta
taggaagate
gagaajagan
agetbggatyg
atgggtocta
gageatgtoa
aaggttgtca
gtgtgtaaaa
gttggotagg
ttagoctgaaa
tgtagastts
tgttttagas
atgatttgas
acackatttt
caaacatcas
atacccagca
gtgtggacag
ttatttagto
agcaaaatbe
actaactack
tagobtcaakta
ctgtatttag
agocagagqga
atttteotocag
cctcaattaa
gaaafgaaacso
tgaatggtta
tttocagaatt
gaggeotigy
aggacaagakt
aatatttgag
ctagaacago

aatccaaata

tcttacactg
tagaactasa
ggagatgoge
tagtettatg
tegotaatte
tagacggota
tgttaataac
atatgaattg
acttgggcoat
tggoaacttg
tgatatgtaa
togtgtttea
apmscaakbcas
tgaggckate
agastgotga
cattaattet
gactgtcact
ctaatgacaa
CafaCCaoe
tggtectttyg
ataacataat
agoatgotgg
tgaggagtte
agagagagag
ttattcttta
aatgtttaca
aatgtatace
tgttttbgoa
tamacttaas
tasaatbtaca
acaaagacag
caggggotac

ttatattcaa

54600
S4€&0
54720
547380
54840
24500
54960
55020
55080
55140
58200
L5280
53320
55380
55440
55500
555&0
S5€20
S5e80
55740
22800
55860
55820
55980
56040
8100
SE1&0
SE2ZZ0
56280
56340
56400
S564&0

56520
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tttacttaga
ttgtggtcte
aaatattctg
tacacteotte
attaatttat
tgaccaagac
ctaccagatt
aaagattett
gtateotatag
ttttttgatt
tttgaaaaat
tgttgactte
tocaagtgtt
aaatctatece
ttgaagagat

gtgtgaacag

tgaaaagcat
aggtagacte
ggcaaagage
tggaaccagyg

gogggattttg

goaccaagaa
ttaactasae
gacatacatt
gactatggtt
gteototaagt
aaatttctaa
toctttaacy
agagaagoct
aacagaagaa
taaggtttga

cttecttgtaa

ttttacaag

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 101
tgcttggcag ctecgtgggtt 20

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 102
atggctgcgc ctgettggca 20

<210> 103

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 103
tacctgagac ctcggagttt 20

<210> 104
<211>20

ES 2567132713

aatctgeoott
tagoocaggyg
ageagebgoa
tgtgtgtgay
gggagattta
ataaccagga
gagatekteat
cbgaasaasa
tgtattettyg
caagtoaggt
coaagoktaag
agatctetet
ttgactgett
gggtgagttt
aatgoctoce

tatcttgtaa

gagtttaaca
gtggocttoa
ttagatgaag
agagtgggay
tatacocaca
aacgtotaca
tgoaaaggta
ttataagaat
tgtagttace
ctotgoacta
cttggattta
gtatcottoo
gotcotttta
cttgageatt
tttggtectt

gttaggttga

123

ttocaagtote
cttocagotgg
caatcatetyg
agaccacaag
caacaacttc
aaatttoaac
aaataasctgyg
Atacagoatt
tttgattaag
ctoctatgbyg
tgogetgttyg
tococtottag
tcactgaatt
actctgtgaa
tageoattagt

caagttgtgt

ttaaatgatc
aagoctctaa
ggacaattga
atagaggatt
tagaagctac
cctagoktat
agggasasss
gatttoagag
tetaagttaa
attttacatt
ttgttocagt
tcaactottt
tgggettota
actggtccac
gaatcttatt

gagacatagec

56580

56640

6700

56760

SEBZD

S6BED

SE940

57000

57080

57120

57180

57240

57300

27360

57420

27480

57489
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 104
acaaagatcc atacctgaga 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 105
gctggtgtag cctcacttce 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 106
tttgccaaga gtagctggtg 20

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 107
acgacacttg gtgaatcgag 20

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 108
tggctttccc ttttagcata 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 109
atgagcaatt cttgcagctt 20

<210> 110
<211>20

124
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 110
agttgaagta acagctgttt 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 111
agtagggtat ccaaatggag 20

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 112
gtccagttga ggccaatggg 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 113
gaattatcca tcccttcaga 20

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 114
gtactgaatt tcatactcca 20

<210> 115

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 115
ctgaactcgc tgtacttttc 20

<210> 116
<211>20

125
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 116
aactggatat cttcttcaca 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 117
tgctactcca aatattccaa 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 118
gctttgaaaa tataactaca 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 119
atcagcatct taatcctttg 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 120
tgagaagatc tggatcaatc 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 121
ttgtagttat catgaatgcc 20

<210> 122
<211>20

126



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567132713

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 122
catcattgta gaagtcgggt 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 123
ctccaaggat accagctgat 20

<210> 124

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 124
aggcacaaga gatcagcttc 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 125
agagccaagg gaagcatcat 20

<210> 126

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 126
aagtcaatgt ttgccagtga 20

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 127
tgtcgcttac ttgggcataa 20

<210> 128

<211>20
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 128
gtaattttct tggcagggceg 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucleétido Antisentido
<400> 129

cactgttcat gctgtaattt 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 130
tttttggcat ctgactcaca 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 131
atgtcctctt ggttaaagct 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 132
cgtggtgtag tctgggacag 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 133
cggtgtgaac cgtggtgtag 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 134

tcaggcaaag gcaaagcagt 20
<210> 135

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 135
taggaaaggc tactgcatga 20

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 136
taaaacatag ttttggttta 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 137
tcccaacaca gatttaaaac 20

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 138
caaaagccac ctgattgttt 20

<210> 139

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 139
tcctgaactg caaaagccac 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 140
gcattcaatt tcctgaactg 20

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 141
taaatgtttt gcatatccaa 20

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 142
ttgtaaaaat ctaacttgtt 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 143
tacctgagac cccagttcat 20

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 144
tacctgagac cccgcegcagce 20

<210> 145

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 145
tacctgagac ccacaagcgg 20

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 146
cctccagtac ctcggagttt 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 147
gtccttgctc caggttagca 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 148
ttccactcac cccagttcat 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 149
gcagttctat cagaactttg 20

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 150
ctccagacgt gacccgactc 20

<210> 151

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 151
ccacgcaccc acaagcggat 20

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 152
taacctatgg tgactatgtc 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 153
tacctgagac ctgcaagaca 20

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 154
atgctcacgt cagctattgg 20

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 155
aaattcttac ttgtccccag 20

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 156
ttggctttcc ctggaggttc 20

<210> 157

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 157
cttcactaac cttgcagctt 20

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 158
cacggcttac ctatttcgtc 20

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 159
tcacacctac ctttgctget 20

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucleétido Antisentido

<400> 160
catcttaatc cttggaaaca 20

<210> 161
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 161
gaatggaaag aatgccctga 20

<210> 162
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 162
gaaagaatgc cctgattatg 20

<210> 163
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 163
ccagttccaa agattaaagg 20

<210> 164
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 164
attgagctag atattgatga 20
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<210> 165
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 165
gacacagaca gacttctaag 20

<210> 166
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 166
agcgacatta caccagcagg 20

<210> 167
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 167
aaccaagagg acatttacat 20

<210> 168
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 168
agaggacatt tacatcacca 20

<210> 169
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 169
acatttacat caccacagaa 20

<210> 170
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 170
tacatcacca cagaaagcct 20

<210>171
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
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<220>

<400> 171
caccacagaa agccttacca 20

<210> 172
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 172
tatgtgagca cagaccaact 20

<210> 173
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 173
gagcacagac caactgaaca 20

<210> 174
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 174
ccaactgaac aaaatcatgc 20

<210> 175
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 175
tctgctactt tgctgctatg 20

<210> 176
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 176
tttctatagc caaaaatagc 20

<210> 177
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 177
aatagctaaa tacctcaatc 20

<210>178
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<211> 20
<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 178

aggtcctaca ggtatggatc 20
<210>179

<211>20

<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<400> 179
ctacaggtat ggatctctgg 20

<210> 180
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 180
cacagcagct atccttagca 20

<210> 181
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 181
taatccaggc ctaaagacaa 20

<210> 182
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 182
tctaaggagc ctaaattcac 20

<210> 183
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 183
gaacctagga cccatacagc 20

<210> 184
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 184
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gctggggaaa acagctgtta 20

<210> 185
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 185
tggtggtaca gtggatgaaa 20

<210> 186
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 186
ctgttgatga aatagtgcaa 20

<210> 187
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 187
tagtgcaacc agatccaccc 20

<210> 188
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 188
gatgggaagc accacgcaat 20

<210> 189
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 189
atggaaaatg atggacccta 20

<210> 190
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>
<400> 190
cagttccagt gtactcattg 20

<210> 191
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
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<220>

<400> 191
tctggaaatt atggcgagtt 20

<210> 192
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 192
atctttggaa tatttgggct 20

<210>193
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 193
gcaaaggatt aaaatgctga 20

<210> 194
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 194
tctcctcaag gaaggaaaat 20

<210> 195
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 195
agaggaggtg aacacaatct 20

<210> 196
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 196
acagtgatga ctcttgggtt 20

<210> 197
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 197
gctagatatt gatgagccag 20

<210> 198
<211>20
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<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 198
agactgagga atcagacaca 20

<210> 199
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 199
atttcaatgc caatgacata 20

<210> 200
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 200
aagcagatct cttatgcctt 20

<210> 201
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 201
tcctactgaa ggagctgagt 20

<210> 202
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 202
agaataaggc agggatgtcc 20

<210> 203
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 203
acttccttat ggacaatgcc 20

<210> 204
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 204
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tgaggcagat gccaaaaagt 20

<210> 205
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 205
cagatgccaa aaagtgcatc 20

<210> 206
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 206
cctcatactc aatgcgactg 20

<210> 207
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 207
tgcccttgec tgacaaagag 20

<210> 208
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 208
tcatgtggct atgtgagcac 20

<210> 209
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 209
atcatgcctt agcctttctt 20

<210> 210
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 210
ttcccaagag ctacgtattt 20

<210>211
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
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<220>

<400> 211
ctgtttagta gcagtgattg 20

<210> 212
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 212
ttgaatgcaa accatagcac 20

<210> 213
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 213

atagtttgga tatgtaaaac 2
<210> 214

<211> 20

<212> ADN

<213> H. sapiens

<220>

<400> 214
tcaccaaatc ttggttgatg 20

<210> 215
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 215
gagataagat ctatagcctc 20

<210> 216
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 216
agaaactttc tttctcacta 20

<210> 217
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
<220>

<400> 217
acatcattct tgagagcatt 20

<210> 218
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<211> 20
<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 218
gaaaagctag aattgagtgt 20

<210> 219
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 219
gctatggttt tctccaagag 20

<210> 220
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 220
taaagtatca tcagtgtaga 20

<210> 221
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 221
taattcaatt caaagctgtg 20

<210> 222
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 222
agctgtgtgt ttggaagact 20

<210> 223
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 223
ttactatttc acaacagcct 20

<210> 224
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>
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<400> 224
cagcctgaca acatttctat 20

<210> 225
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>
<400> 225
gtctcagaat gtcattttgg 20

<210> 226
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 226
gtggccacat aagccattat 20

<210> 227
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 227
tcaatcaggg tcacataact 20

<210> 228
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 228
tttgaacctc cagcctccat 20

<210> 229
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 229
gtcttgaaag atggacccta 20

<210> 230
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 230
gtttagattc tatctggaga 20

<210> 231
<211>20

<212> ADN
<213> H. sapiens
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<220>

<400> 231
aaagtaccag aatatttgga 20

<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 232
tgccaagcag gcgcagcecat 20

<210> 233

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 233
aaactccgag gtctcaggta 20

<210> 234

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 234
tctcaggtat ggatctttgt 20

<210> 235

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 235
ggaagtgagg ctacaccagc 20

<210> 236

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
<220>

<400> 236
caccagctac tcttggcaaa 20

<210> 237

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
<220>

<400> 237
ctcgattcac caagtgtcgt 20

<210> 238
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<211> 20
<212> ADN
<213> M. musculus

<220>

<400> 238
tatgctaaaa gggaaagcca 20

<210> 239

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 239
aaacagctgt tacttcaact 20

<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 240
cccattggcec tcaactggac 20

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 241
tctgaaggga tggataattc 20

<210> 242

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 242
tggagtatga aattcagtac 20

<210> 243
<211>20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 243

gaaaagtaca gcgagttcag 20
<210> 244

<211>20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
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<400> 244
ttggaatatt tggagtagca 20

<210> 245

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 245
gattgatcca gatcttctca 20

<210> 246

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 246
ggcattcatg ataactacaa 20

<210> 247

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 247
atcagctggt atccttggag 20

<210> 248

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 248

gaagctgatc tcttgtgect 20
<210> 249

<211>20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 249
tcactggcaa acattgactt 20

<210> 250

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 250
ttatgcccaa gtaagcgaca 20

<210> 251

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
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<220>

<400> 251
aaattacagc atgaacagtg 20

<210> 252

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 252
tgtgagtcag atgccaaaaa 20

<210> 253

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 253
agctttaacc aagaggacat 20

<210> 254

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 254
tcatgcagta gcctttccta 20

<210> 255

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 255
gttttaaatc tgtgttggga 20

<210> 256

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 256
aaacaatcag gtggcttttg 20

<210> 257

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
<220>

<400> 257
cagttcagga aattgaatgc 20
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<210> 258

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 258
ttggatatgc aaaacattta 20

<210> 259

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 259
aaactccgag gtactggagg 20

<210> 260

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
<400> 260
tgctaacctg gagcaaggac 20

<210> 261

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 261
atgaactggg gtgagtggaa 20

<210> 262

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 262
caaagttctg atagaactgc 20

<210> 263
<211>20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 263

gagtcgggtc acgtctggag 20
<210> 264

<211>20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
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<400> 264
atccgcttgt gggtgegtgg 20

<210> 265

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 265
gaacctccag ggaaagccaa 20

<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
<220>

<400> 266
aagctgcaag gttagtgaag 20

<210> 267

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 267
agagagctac ctaactaaca 20

<210> 268

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> oligonucleétido de control mezclado

<400> 268 ttaccgtatg gttcctcact 20
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Reivindicaciones

1.

Un oligonucleétido modificado de desde 12 a 30 bases nitrogenadas de largo, donde dicho oligonucleétido
tiene una secuencia de bases nitrogenadas que tienen un 100% de complementariedad con un ARN del
receptor de la hormona de crecimiento, donde las vinculaciones internucleosidicas de dicho oligonucleétido
son modificadas, y donde dicho oligonucleétido inhibe la expresién del receptor de la hormona de crecimiento
y del factor de crecimiento similar a la insulina-I, para su uso en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad
o condicidn asociada con la expresion del receptor del hormona de crecimiento y el factor de crecimiento
similar a la insulina-l, donde la enfermedad o condiciéon es acromegalia, gigantismo, degeneraciéon macular
relacionada con la edad, retinopatia diabética, nefropatia diabética, diabetes, o canceres o tumores que
dependen de la hormona de crecimiento y del factor de crecimiento similar a la insulina 1.

El oligonucleétido para su uso en la reivindicacion 1, donde dichos vinculos internucleosidicos son vinculos
fosforotioatos.

El oligonucle6tido para su uso en la reivindicacién 1 o en la reivindicacion 2, donde dicho oligonucleétido
comprende por lo menos una particula modificada de azucar o una base nitrogenada modificada.

El oligonucleétido para su uso en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho oligonucleétido es
un oligonucledtido antisentido, un oligonucleétido de ADN, un oligonucleétido de ARN, un oligonucleétido
quimérico o una molécula de ARN (siARN) corta que interfiere.

El oligonucleétido para su uso en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho oligonucleétido
comprende por lo menos una particula de azlcar de 2’-Ometoxietilo, por lo menos una particula de azlcar de
2’-O-metoxi, en por lo menos un grupo de conexién de 4’-(CH2)n-O-2' donde n es 1 o0 2, o por lo menos una 5-
metilcitosina.

El oligonucledtido para su uso en la reivindicacion 4, donde dicho oligonucle6tido quimérico comprende:
Una regién de desoxinucleotidos rodeada en los extremos 5’y 3’ por una regiéon 5’ y una region 3', cada una
de las cuales comprende por lo menos un nucleétido 2’-O-(2-metoxietilo) o 2’-O-metoxi, y donde cada

vinculacion internucleosidica de dicho oligonucleétido modificado es un enlace de fosforotioato.

El oligonucleétido para su uso en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho oligonucleétido
consiste de 20 bases nitrogenadas enlazadas.

El oligonucleodtido para su uso en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho oligonucleétido es
de una sola hebra.

El oligonucledtido para su uso de acuerdo a la reivindicacién 1, donde dicho cancer es cancer a la mama,
cancer al colon, cancer a la prostata, cancer al pulmén, cancer gastro-pancreatico o meningioma.
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