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Modulacion de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento y de IGF-I
Descripcion
AREA DEL INVENTO

Este invento se refiere a las composiciones y métodos para modular la expresion del receptor de la
hormona de crecimiento. En particular, este invento se refiere a compuestos, particularmente compuestos de
oligonucleotidos, 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 |, incluyendo la hormona de crecimiento, el
receptor de la hormona de crecimiento, el IGF-| y el receptor del IGF-I, pueden ser utilizados en el tratamiento de las
mismas condiciones.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

La hormona de crecimiento, liberada por la pituitaria, es una miembro de un grupo de hormonas que
regulan el crecimiento del cuerpo y sus 6rganos. 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 sefializacién de la hormona de crecimiento es mediada por esta interaccion. La sefalizacion de la
hormona de crecimiento causa la produccion de otra hormona, el factor de crecimiento similar a la insulina | (OGF-l 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-I sérico es producido en el higado en respuesta a la estimulacién
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 degeneracion 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.

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 6sea y el crecimiento de tejido suave y la influencia al metabolismo de los carbohidratos, proteinas y
lipidos. Actividades biolégicas directas de la hormona de crecimiento incluyen al enlace de receptores, la
internalizacién del complejo hormonal/receptor, y la activacién de proteinas involucradas en la transduccion de
sefales.

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 estimulacién 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
quinasas de tirosina tales como la quinasa de Jano 2 (Jak-2 - Janus kinase 2), que conlleva a la fosforilacién y a la
activacion de otras proteinas incluyendo al transductor de sefales y al activador de las transcripciones 5A y 5B
(STAT 5A y 5B) y la quinasa proteinica activada por mitdégenos (MAP - mitogen activated protein) que, a su vez,
activa otras proteinas y genes.

La ADNCc que codifica al receptor de la hormona de crecimiento ha sido clonada para muchas especies. El
receptor consiste de una region 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 multiples 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 sefales. 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
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de la transmembrana e intracelulares del receptor de la hormona de crecimiento y es secretada al suero. La proteina
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) ningin 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.

El receptor de la hormona de crecimiento es expresado en muchos 6rganos y 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 drganos reproductivos, a la piel, al cerebro, al sistema endocrino y al sistema inmunolégico.

Se ha establecido la estructura tridimensional del dominio extracelular del receptor de la hormona de
crecimiento. Consiste de 2 moddulos, 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.

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 sefalizaciéon del receptor de la hormona de
crecimiento. La JAK2 es activada después de la dimerizacion del receptor de la hormona de crecimiento. Cuando la
hormona de crecimiento dimeriza a sus receptores, las JAKs son juntadas, y con una alineacién apropiada se trans-
fosfosporilatan entre si, conllevando a su activacion 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 fosforiliozan y activan otras moléculas de sefalizacion, 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.

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 regulacion 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 musculo: 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 retencion
incrementada del sodio, del bicarbonato y del agua; los ojos: una neovascularizacion retinal incrementada; el
sistema cardiovascular: hipertrofia, una contractilidad, fuerza de latidos y caudales cardiacos incrementados;
los intestinos: hipertrofia, absorcion incrementada de aminoacidos, sodio, calcio, fosfato y B12; sistema
reproductivo: una produccion 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 ovulaciéon, 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 proliferacion y
conectividad neuronal prenatal incrementada, una formacién 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 inmunoldgicas, una eliminacion incrementada por parte de los monocitos, los macréfagos y las células
NK, una produccioén incrementada de anticuerpos.

Corriente abajo del receptor de la hormona de crecimiento en el sendero de sefalizacién de la hormona de
crecimiento se encuentran el IGF-l y el receptor de IGF-I. Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)
son importantes en la proliferacion. En particular, el IGF-I 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 | o IGF-IR, que es vinculado por la quinasa de tirosina.

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2652018 T3

del método experimental utilizado (Clemmons, Growth Regn. 1992, 2, 80,). Existe alguna evidencia, sin embargo,
que ciertos IGFBPs estan involucrados en la direccién 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).

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 division, 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).

Si la regulacion de la retroalimentacion de la produccion 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 éseo 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 senalizacion de la hormona de crecimiento a menudo
conlleva a anormalidades de tamafio de estatura, de cuerpo y/u érganos. 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.

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 desfiguracion cosmética progresiva y
manifestaciones de drganos 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 poblacién 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
produccion 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.

El 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.

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 remocion quirurgica 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
produccion de la hormona de crecimiento y son asociadas suficientemente por la IGF-I en un 10% de los casos.
Estas producen ademas efectos colaterales gastrointestinales y centrales significativos en el 20-30% de los
pacientes. También se usa en el tratamiento de la acromegalia a los analogos 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 hipotalamo, y/o la pituitaria y por lo tanto reduce la produccion 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.

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
sustitucién 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 pronostico 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
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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-l. La pegilacion también podria afectar el perfil de
seguridad a largo plazo de Trovert.

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
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 vision. 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 presidon sanguinea
para reducir el riesgo de muerte por falla de rifiones 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.

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 uyg/dia subcutaneamente de octredtidos 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 administré
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 octredtidos en un
estudio de 12 semanas que redujeron al IGF-I sérico por un 45%. En ese momento se declaré que se observo que
tuvo un mejor efecto para reducir la tasa de filtraciones glomerulares con una reduccion del 22-33% en relacion al
grupo que estaba tomando placebos. Esta dosis, sin embargo, estaban cerca del nivel maximo tolerado de
octreotidos.

Estudios animales de modelos patoldgicos 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-l son
beneficiosos para el tratamiento de estas condiciones diabéticas. La hormona de crecimiento y su receptor estan
implicados en la induccion 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 induccion de una neovascularizacion 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
correlacion6 con un bajo IGF-I sérico Smith et al, Science (Ciencia), 1997, 276, 1706-9). La retinopatia inducida por
el oxigeno en el ratdn también fue responsiva a los octreotidos tal como se reporté por Higgins et al., Exp. Eye (Ojo)
Res, 2002, 74,553-9.

La degeneracion 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 visién detallada. La AMD
himeda, 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.

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 ayudo 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
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prostata y de los pulmones es incrementada en individuos con un alto rango normal del IGF-I sérico. No han habido
estudios clinicos con Trovert en canceres. Sin embargo, se receta a octredétidos para canceres gastro-pancreaticos.

Otras condiciones que podrian ser asociadas con niveles elevados de la hormona de crecimiento y/o del
IGF-I incluyen a la artritis reumatoide. Un estudio clinico piloto demostrd que los octreétidos 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).

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.

Otra aplicacion 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 diferenciacién de células madre hacia una producciéon 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 técnica.

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.

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.

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

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 destruccion
del ARNm objetivo a través del reclutamiento de la ribonucleasa H, o la interferencia con el procesamiento, la
exportacion nuclear, el plegamiento o la deteccion de ribosomas del ARN.

Pellegrini et al. intentd bloquear la sintesis de receptor de la hormona de crecimiento en el sistema nervioso
central al infundir intracerebroventricularmente un oligonucledtido 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 codoén de iniciacion de la interpretacion J. Neurosci. 1996, 16, 8140-8148.

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-l 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 reduccién de 1.3 a 2
veces, y en estudios a largo plazo superiores a un afo tal como se informé por van der Lely et al., Lancet 2001, 24
de noviembre: 358 (9295) 1754-1759.

Niveles similares de reduccion del factor de crecimiento similar a la insulina-l sérico también fueron
reportados con ensayos clinicos de retinopatia diabética de 15 meses con octredtidos (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).

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
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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-I.

RESUMEN DEL INVENTO

El invento proporciona un oligonucleétido dirigido a una molécula de acido nucleico que codifica el receptor
de la hormana de crecimiento humana, en donde la secuencia de base nitrogenada de dicho oligonucledtido
consiste de 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 0 94, en donde los
vinculos internucleosidicos de dicho oligonucledtido se modifican, y en donde dicho oligonucleétido hibrida
especificamente con dicha molécula de acido nucleico que codifica el receptor de la hormona de crecimiento e
inhibe la expresion del receptor de la hormona de crecimiento.

En este documento se presentan compuestos, especialmente acidos nucleicos u oligobmeros similares a
acidos nucleicos, que son dirigidos a un acido nucleico que codifican al receptor de la hormona de crecimiento, y que
modulan la sefalizacion de la hormona de crecimiento o el eje hormona de crecimiento / factor de crecimiento similar
a la insulina-1, particularmente a la expresién del receptor de la hormona de crecimiento y/o el factor de crecimiento
similar a la insulina-I. Ademas, se presentan métodos para la deteccidon de moduladores del receptor de la hormona
de crecimiento y/o el factor de crecimiento similar a la insulina-l1 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 o mas de los compuestos o composiciones de
la especificacion. Se presentan también a Métodos y botiquines de diagndstico. Los métodos para el tratamiento de
un animal, particularmente un humano, que se sospecha que tiene o que es propenso a una enfermedad o condicién
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-1, también se presentan en este documento.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO
A. Vision general del Invento

Este invento utiliza oligonucleétidos para su uso en la modulaciéon de la funcidon 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 transcripcion de
aquel ADN, y también a la ADNc entregada de aquel ARN. La hibridacion de un compuesto para su uso en este
invento con su acido 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 “inhibicién antisentido”. Aquella inhibicién antisentido se basa cominmente en
una hibridaciéon que se basa en enlaces de hidrégeno de hebras de oligonucledtidos 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.

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 oftro tipo. Las funciones del ARN que seran interferidas pueden incluir a funciones tales como la translocacién
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 formacién de complejos que involucra al ARN que podria
interactuar en, o ser facilitado por, el ARN. Un resultado preferido de aquella interferencia con la funcién del acido
nucleico objetivo es modular la expresion del receptor de la hormona de crecimiento. En el contexto de esta
especificacion, una “modulacion” y una “modulacién de la expresion” significa ya sea un incremento (estimulacion) o
una reduccion (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.

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
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involucra a enlaces de hidrégeno, que podrian ser enlaces de hidrogeno 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 formacion de enlaces de hidrogeno. La hibridacion puede ocurrir bajo varias circunstancias.

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
deseados, es decir, bajo condiciones fisiolégicas, en el caso de ensayos in vivo, o de tratamientos terapéuticos, y
bajo condiciones en las cuales los ensayos son realizados, en el caso de ensayos in vitro.

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 especificacion, 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.

El 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 oligonucledtido (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 oligonucledtidos, entonces la posicion de los enlaces de hidrégeno
entre el oligonucledtido y el acido nucleico objetivo es considerada como una posicion complementaria. El
oligonucleotido 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 oligonucleétido
y un acido nucleico objetivo.

Se entiende en la técnica 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 regién 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
nucledtidos 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 alineacion local basicas) y los programas PowerBLAST conocidos en la
técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656).

B. Compuestos del invento

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 porcion 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 acciéon 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 duplex de ARN:ADN. Se
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conoce en la técnica que compuestos antisentido de una sola hebra que son “similares al ADN” provocan a la
ribonucleasa H. La activacion 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 oligonucledétidos 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.

Mientras que la forma preferida de compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido de una sola
hebra, en muchas especies la introduccién 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 funcién de un gen o sus productos genéticos asociados. Este fendmeno ocurre en plantas y
animales y se cree que tiene una conexion evolucionaria para defensas virales y el silenciamiento de transposones.

La primera evidencia de que las dsARNs podria conllevar a un silenciamiento genético en animales surgi6é
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-interpretacion 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 — RNAi - 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 endogenos 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 ARNi (Tijsterman et al., Science, 2002, 295, 694-697).

En el contexto de esta especificacion, el término “compuesto oligomérico” se refiere a un polimero u
oligdbmero que comprende una pluralidad de unidades monoméricas. En el contexto de esta especificacion, el
término “oligonucledtido” se refiere a una oligdmero o polimero de acido ribonucleico (ARN) o acido
deoxirribonucléico (ADN) o sus miméticos, quimeras, analogos y homologos. 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 absorcion celular mejorada, una
afinidad mejorada para un acido nucleico objetivo y una estabilidad incrementada en la presencia de nucleasas.

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

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 técnica apreciara 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.

En una realizacion importante, los compuestos de la especificacion tienen longitudes de entre 12 a 50
bases nitrogenadas. Una persona con conocimiento normal en la técnica 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.

En otra realizacion importante, los compuestos de esta especificacion son de longitudes de entre 15 a 30
bases nitrogenadas. Una persona con conocimiento normal en la técnica apreciara 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.

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

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.

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
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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
oligonucledtido 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 oligonucleétido contenga
alrededor de 8 a 80 bases nitrogenadas). Una persona que tenga conocimiento en la técnica equipada con los
compuestos antisentido aqui ilustrados sera capaz, sin experimentacion indebida, de identificar compuestos
antisentido preferidos adicionales.

C. Objetivos del Invento

“Dirigir” un compuesto antisentido a una molécula particular de acido nucleico, en el contexto de este
invento, puede ser un proceso de varios pasos. El proceso usualmente empieza con la identificaciéon de un acido
nucleico objetivo cuya funcién debe modularse. Este acido nucleico objetivo podria ser, por ejemplo, un gen celular
(o 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.

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 interaccion antisentido para que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulacién de la expresion. Dentro del contexto de esta especificacion, el
término “region” se define como una porcion 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.

Puesto, que el codén de iniciacion 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 técnica, el codon de
iniciacion de interpretacion también es referido como el “codén AUG”, el “codén inicial” o el “codén inicial AUG”. Una
minoria de genes tienen un codén de iniciacion de interpretacion que tiene la secuencia de ARN de 5-GUG, 5-UUG
o 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 comunmente la metionina (en eucariotas) y la formilmetionina (en procariotas).
También es conocido en la técnica 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, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la especificacion, el
“codon inicial” y el “coddn de iniciacion de interpretacion” 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 técnica que un codén de
terminacion de interpretacion (o “codén 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).

Los términos “region del codén inicial” y “regién del codon de inicio de interpretacion” se refieren a una
porcién de un ARNm o gen que abarca desde alrededor de 25 a alrededor de 50 nucledtidos continuos en cualquier
direccion (es decir, 5’ 0 3’) desde un coddn de inicio de interpretacion. Asimismo, los términos “region del codon de
parada” y la “region del coddn de finalizacién de interpretacion” se refiere a una porcion de un ARNm o gen que
abarca desde alrededor de 25 a 50 nucledtidos continuos en cualquier direccion (es decir, 5’ 0 3') desde un codén de
finalizacion de interpretacion. Consecuentemente la “region del codén inicial” (o “regién del coddn de inicio de
interpretacion”) y la “region del codén de parada” (o “la region del coddn 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.

El marco de lectura abierto (ORF-open reading frame) o “regiéon de codificacion”, que es conocida en la
técnica por referirse a la region entre el codén de inicio de interpretacion y el codon de finalizacion de interpretacion,
también es ademas una region 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.

Otras regiones objetivo incluyen a la region no interpretada de 5° (5’'UTR - 5’ untranslated region), conocida
en la técnica por referirse a la porcion 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 codon de inicio de interpretacion de un
ARNm (o nucledtidos correspondientes en el gen), y la region no interpretada de 3’ (3’'UTR - 3’ untranslated region),
conocida en la técnica por referirse a la porciéon de un ARNm en la direccién de 3’ desde el coddn de finalizaciéon de
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interpretacion, y por lo tanto, incluye a los nucleétidos entre el codén 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 terminacion. También es preferible
usar como objetivo a la regidon de terminacion de 5'.

Aunque algunas transcripciones de ARNm eucariotas son interpretadas directamente, muchas contienen
una o mas regiones, conocidas como “intrones”, que son extirpadas de una transcripcion 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 sobreproduccién
de un producto de empalme particular esta implicada en la enfermedad. Uniones aberrantes de fusién debido a
reconfiguraciones o eliminaciones también son lugares objetivos preferidos. Las transcripciones de ARNm
producidas por medio del proceso del empalme de 2 (o mas) ARNms de diferentes fuentes genéticas se conocen
como ‘“transcripciones de fusion”. 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.

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

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 unica del ARNm como resultado de los empalmes. Estas variantes del ARNm también son
conocidas como “variantes alternas de empalmes”. Sino ocurriese ningun empalme de la variante de pre-ARNm
entonces la variante de pre-ARNm es idéntica a la variante del ARNm.

En el ratéon, 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 transcripcion que estan presentes en la transcripcion de receptor de la
hormona de crecimiento y la transcripcion proteinica mas corta enlazadora de la hormona de crecimiento. En
algunas secciones, podria ser preferible usar como objetivo a regiones del ARNm que sdlo 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.

También es conocido en la técnica que variantes pueden ser producidas a través del uso de sefales
alternativas para iniciar o detener la transcripcion 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. Aquellas
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 realizacion 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.

El ARNm del receptor de la hormona de crecimiento tiene regiones alternativas no interpretadas de 5’ y una
o0 mas de estas pueden ser preferidas para ser usadas como objetivo.

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 porcion 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.
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Mientras que las secuencias especificas de ciertos segmentos objetivos preferidos se establecen en este
documento, una persona con conocimiento en la técnica 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 técnica.

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.

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
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 técnica equipada con los segmentos objetivos preferidos aqui ilustrados podra,
sin experimentacion indebida, identificar segmentos objetivo preferidos adicionales.

Una vez que una o 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

En una realizacion adicional, los “segmentos objetivo preferidos” identificados en este documento podrian
ser utilizados en una prueba de deteccidon 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
deteccion 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 expresién 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 diagnostico o terapéutico de acuerdo con esta especificacion.

Los segmentos objetivo preferidos de esta especificacion bien podrian combinarse con sus compuestos
antisentido complementarios respectivos de este invento para formar oligonucleétidos estabilizados de doble hebra
(duplex).

Aquellas particulas de oligonucledtidos de doble hebra han demostrado en la técnica 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 hibridacién clasica
de las hebras antisentido del duplex hacia el objetivo, activando, por lo tanto, una degradacion enzimatica del
objetivo (Tijsterman et al., Science (Ciencia), 2002, 295, 694-697).

Los compuestos de esta presentacion también pueden estar aplicados en las areas de descubrimiento de
medicamentos y de validacion de objetivos. Esta presentacion 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
condicién. 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
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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 combinacion con otros experimentos para determinar la funcién 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 prevenciéon de una enfermedad, condicién o fenotipo especifico.

E. Botiquines, reactivos de investigacion, diagnésticos y terapias

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.

Para su uso en botiquines y en el diagndstico, los compuestos de esta presentacion, ya sea individualmente
o en combinacién con otros compuestos o terapias, pueden ser utilizados como herramientas en analisis
diferenciales y/o combinatorios para elucidar los patrones de expresion de una porcidén o de un complemento total de
genes expresados en las células y los tejidos.

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 expresion genética
puesto que pertenecen, por ejemplo, a la asociacion de enfermedades, los senderos de sefializacion, la localizacion
celular, el nivel de expresion, el tamafio, la estructura o la funcidon de los genes examinados. Estos analisis pueden
realizarse en células estimuladas o no estimuladas y en la presencia o ausencia de otros compuestos que afecten
los patrones de expresion.

Ejemplos de métodos de analisis de expresion genética en la técnica incluyen ensayos o micro ensayos de
ADN(Brazma vy 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 (analisis 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 proteémica (Celis, et al., FEBS
Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis, (Electroforesis) 1999, 20, 2100-10), secuenciacion 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), hibridacién 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).

Los compuestos de la presentacion son utiles para investigaciones y diagndsticos, puesto que estos
compuestos se hibridan a acidos nucleicos que codifican al receptor de la hormona de crecimiento. Por ejemplo, los
oligonucledétidos que han demostrado hibridarse con una eficiencia y bajo aquellas condiciones tal como se presentd
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 deteccion 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 detecciéon 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 técnica. Aquellos sistemas podrian incluir la conjugacion de una enzima a
oligonucledtidos, la radio-marcacion del oligonucledtido o cualquier otro medio de deteccién adecuado. también
pueden prepararse botiquines que usen aquellos medios de deteccién para medir el nivel del receptor de la hormona
de crecimiento en una muestra.

La especificidad y sensibilidad del antisentido también son recaudadas por aquellas personas con
conocimiento en la técnica 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
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para ser Utiles en regimenes de tratamiento de células, tejidos y animales.

Los compuestos para su uso en este invento han demostrado poder reducir la expresién 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.

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 realizaciéon 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 expresion de la proteina receptora de la hormona de
crecimiento. En una realizacion, la actividad o expresién 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% o mas.

Por ejemplo, la reduccién de la expresion 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 6rgano 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.

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

Tal como es conocido en la técnica, un nucledsido es una combinacién que se basa en azucar. La porcion
base del nucledsido es normalmente una base heterociclica. Las 2 clases mas comunes de aquellas bases
heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Los nucledtidos son nucledsidos que incluyen ademas un grupo
fosfato vinculado covalentemente a la porcion de azucar del nucledsido. Para aquellos nucledsidos 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 oligonucleétidos, los grupos fosfatos se enlazan covalentemente con los nucledsidos adyacentes entre si
para formar un compuesto polimérico linear. A su vez, los extremos respectivos de este compuesto polimérico linear
pueden unirse aun 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 oligonucledtidos, los grupos fosfatos son comiunmente referidos como
que forman a la estructura internucleosidica del oligonucleétido. La vinculaciéon normal o la estructura del ARN y del
ADN es una vinculacion de un fosfodiester de 3’ a 5'.

Vinculaciones Internucleosidicas modificadas (estructuras)

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 fésforo en la estructura. Para los propdsitos de esta especificacion,
y tal como se denomina a veces en la técnica, los nucleétidos modificados que no tienen un atomo de fosforo en su
estructura internucleosidica también pueden ser considerados como oligonucledsidos.

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 vy
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 vinculacion de 3'a 3’,de 5’ a 5’, o
de 2’ a 2'. Los oligonucleétidos preferidos que tienen una polaridad invertida comprenden una sola vinculacion de 3’
a 3’ en la vinculacién mas internucleosidica de 3’, es decir, un solo residuo invertido de nucleésidos que podria ser
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abasico (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.

Patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion 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.

Estructuras preferidas de oligonucledétidos 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 atémicas o heterociclicas. Estas incluyen a aquellas que tienen
vinculaciones morfololinas (formadas en parte de porciones de azucar de un nucledsido); estructuras de siloxanos;
estructuras de sulfuros, sulfoxidos 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.

Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la preparacion 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;
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

En otras miméticas de oligonucleétidos preferidas, el azicar y la vinculacién 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 oligonucledtidos que ha demostrado tener excelentes propiedades de hibridacion, se lo
denomina como un acido nucleico peptidico (PNA - peptide nucleic acid). En los compuestos PNA, la estructura del
azucar de un oligonucledtido 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 ensefan 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.

Secciones preferidas para su uso en el invento son oligonucledtidos con estructuras de fosforotioato y
oligonucledsidos 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.

Azucares modificados

Los oligonucleétidos modificados también podrian contener una o mas particulas sustituidas de azucar. Los
oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguiente en la posicion 2': OH; F; O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-
alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; u O-alquil-O-alquilo, donde el alquilo, el alquenilo y el alquinilo podrian ser sustituidos
o no sustituidos con alquilo C1 a C10, o alquenilo y alquinilo C2 a C10. Particularmente preferidos son
O[(CH2)nOIMCH3, 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 oligonucleétidos 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, CI, 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 oligonucleétido, 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-CH2CH20CH3, 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 modificaciéon preferida adicional incluye al grupo 2’-
dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2’-DMAOE, tal como se
describid en los ejemplos en secciones posteriores de este documento, y 2’-dimetilaminoetoxietoxi (también
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conocido en la técnica como 2’-O-dimetil-amino-etoxi-etilo o 2’-DMAEOE),
es decir, 2’-O-CH2-O-CH2-N(CH3)2, también descritos en los ejemplos en secciones posteriores de este
documento.

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 modificacién de 2’ podria ser en la
posicién arabino (arriba) o en la posicion ribo (abajo). Una modificacion preferida 2’-arabino es el 2'-F.
Modificaciones similares también pueden realizarse en otras posiciones en el oligonucleétido, particularmente la
posicion 3’ del aztcar en el nucledtido terminal 3’ o en los oligonucledtidos vinculados en 2°-5" en la posicion 5’ del
nucledtido terminal 5’. Los oligonucleétidos también podrian tener miméticos de azicar tales como las particulas de
ciclobutilos en el lugar del azucar pentofuranosilo. Patentes representativas de Estados Unidos que ensefian la
preparacion de aquellas estructuras modificadas de azucar 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;
5,5676,427; 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.

Una modificacién 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 azucar. 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

Los oligonucleétidos también podrian incluir a modificaciones o sustituciones de bases nitrogenadas (a
menudo denominadas en la técnica 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 ftriciclicas
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 numero 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, aun mas especificamente
cuando se combinan con modificaciones de azucar de 2’-O-metoxietilo.

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

Otra modificacion de los oligonucledtidos para su uso en el invento involucra vincularlos quimicamente a los
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oligonucledtidos, una o mas particulas o conjugaciones que mejoran la actividad, la distribucion 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 absorciéon, mejora la resistencia a la degradacién, 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 absorcion, 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 célico, 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.
También pueden conjugarse oligonucleotidos del invento 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-triiodobenzodico, 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 antibidtico. Las conjugaciones oligonucleétido-medicamento y su
preparacion son descritas en la aplicacion de patente de Estados Unidos 09/334,130 (presentada el 15 de junio de
1999).

Patente representativa de Estados Unidos que ensefia la preparacion de aquellas conjugaciones de
oligonucledtidos 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, 5,082,8305, 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

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 oligonucleoétido.

Este invento también puede incluir a compuestos antisentido para su uso los cuales son compuestos
quiméricos. Los compuestos “quiméricos” antisentido o “quimeras”, en el contexto de esta especificacion, son
compuestos antisentido, particularmente oligonucleétidos, que contienen 2 o mas regiones quimicamente diferentes,
cada una hecha de por lo menos una unidad monomérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
oligonucleotido. Estos oligonucleétidos comunmente contienen por lo menos una regién donde el oligonucledétido 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 region adicional de los oligonucleétidos 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 duplex de ARN: ADN. La activaciéon 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 division del objetivo ARN puede ser detectado rutinariamente por medio de electroforesis de gel y,
si fuese necesario, técnicas de hibridacién conocidas en la técnica asociadas con los acidos nucleicos.

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 técnica 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
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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, tépicas 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 absorcion, distribucidon y/o asimilacion 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.

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 biolégicamente 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 bioldgicos. El sodio es una sal farmacéuticamente aceptable, particularmente
para los compuestos de oligonucleétidos.

El 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
oligonucledtidos para su uso en el invento son preparados como derivados de [(Sacetil-2-tioetil) fosfato] de SATE de
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.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiolégica 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 toxicologicos. 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.

Esta presentacion también incluye composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen a los
compuestos antisentido del invento. Las composiciones farmacéuticas de 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 administracion podria ser tépica (incluyendo las membranas oftalmicas y mucosas incluyendo una
entrega vaginal y rectal), pulmonar, por ejemplo, por medio de la inhalacién o la insuflacidon de polvos o aerosoles,
incluyendo por medio de un nebulizador; intra - traquea, 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 oligonucledtidos que tienen por lo menos una modificacion de 2’-O-metoxietilo son particularmente
Utiles para una administracion oral. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para una administracion
topica podrian incluir parches, unglentos, 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.

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 solidos divididos
finamente o ambos, y luego, si fuese necesario, darle forma al producto.

Las composiciones de 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, no acuosos o 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 suspensién tamil podria contener estabilizadores.

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 penetracion, portadores, excipientes u
otros ingredientes activos o inactivos.

Las emulsiones son sistemas comunmente heterogéneos de un liquido dispersado en otro en la forma de
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gotas usualmente excediendo 0.1 uM 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
realizacion de esta presentacion. Las emulsiones y sus usos son bien conocidas en la técnica y son descritas aun
mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860.

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 interactuan 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 cationicos y no catiénicos han sido utilizados para entregar el ADN a las células.

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 relacion 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.

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 farmacolégicas es bien conocida en
la técnica. Surfactantes y sus usos son descritos ain mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860.

En una realizacion, esta especificacion utiliza varios mejoradores de penetracion para efectuar una entrega
eficiente de los acidos nucleicos, particularmente de los oligonucleotidos. 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 penetracion 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 aun mas en la
patente de Estados Unidos 6,287,860.

Una persona con conocimiento en la técnica reconocera que las formulaciones son disefadas
rutinariamente de acuerdo a la intencién de su uso, es decir, la ruta de administracion.

Otros compuestos antisentido preferidos son aquellos capaces de una administracion oral tales como los
compuestos antisentido 2’MOE vy los fosforodiamidatos de morfolino. Esto suministra una conveniencia adicional a
los usuarios en relaciéon a los compuestos del receptor de la hormona de crecimiento en comparaciéon con los
compuestos anteriores en la técnica. 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
riién. Debe entenderse, sin embargo, que en otras condiciones, la distribucion a menos érganos es lo preferido.

Formulaciones preferidas para su administracion tdpica incluyen aquellas en las cuales los oligonucleétidos
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
cationicos (por ejemplo, DOTAP de dioleoiltetrametilaminopropilo y DOTMA etanolamina de dedioleoilfosfatidilo).

Para administracion tépica o de otro tipo, pueden encapsularse oligonucleétidos de este invento dentro de
liposomas o pueden formar complejos compuestos, en particular a liposomas cationicos. Alternamente, los
oligonucledtidos 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 aun mas en la patente de
Estados Unidos 6,287,860. Formulaciones topicas son descritas en detalle en la aplicacién de patente de Estados
Unidos 09/315,298 presentada el 20 de mayo de 1999.

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 dispersiéon 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 acidos grasos y/o sus ésteres o sus sales. Acidos/sales biliares y
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acidos grasos preferidos y sus usos son descritos aun mas en la patente de Estados Unidos 6,287,860. También
son preferidas combinaciones de mejoradores de penetracion, 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. Oligonucledtidos 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 oligonucledtidos y sus usos son descritos ain mas en la patente de
Estados Unidos 6,287,860. Mutaciones orales para oligonucleétidos y su preparacion 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).

Las composiciones y formulaciones para una administracion 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 penetracion, compuestos portadores y otros portadores
o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Ciertas secciones de la presentacion se refieren a composiciones farmacéuticas que contienen uno o 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
pentametiimelamina, la mitoxantrona, la amsacrina, el clorambucilo, la etilciclohexilnitrosurea, mostazas de
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 etopdsido (VP-16), el
trimetrexato, el irinotecan, el topotecan, la gemcitabina, el tenipdsido, 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 oligonucledétidos
durante un periodo de tiempo seguido por MTX y oligonucleétidos), o en combinaciéon con uno o 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 octredtidos, 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.

Las composiciones del invento podrian contener uno o mas compuestos antisentido, particularmente
oligonucledtidos, 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 o mas compuestos antisentido dirigidos a regiones diferentes del mismo objetivo del acido nucleico. Numerosos
ejemplos de compuestos antisentido son conocidos en la técnica. 2 o mas compuestos combinados podrian ser
utilizados juntos o secuencialmente.

H. Dosis

Se cree que la formulacién de las composiciones terapéuticas y su administracion subsiguiente (dosis) esta
dentro del conocimiento de aquellas personas en la técnica. 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, o hasta que una cura sea efectuada o una reduccion del estado de la enfermedad sea alcanzada.
Cronogramas 6ptimos 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 6ptimas,
metodologias de dosis y tasas de repeticion. Dosis 6ptimas podrian variar dependiendo de la potencia relativa de los
oligonucledtidos 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 afios. Personas con un conocimiento normal en la técnica 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
oligonucledtido es administrado en dosis de mantenimiento, que varian desde 0.01 microgramos a 100 g por
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kilogramo de masa corporal, una vez o mas veces diariamente a una vez cada 20 afios.

Oligonucleotidos 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 subcutaneamente, 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 crénica que podria potencialmente mejorar el cumplimiento.

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

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Sintesis de Fosforamiditas de Nucleésidos

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
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), [5-0-(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-isobutiriiguanosina-3’- O-il]-2-cianoetil-N, N-
diisopropilfosforamidita (amidita de G de MOE), amiditas de nucledsidos de 2’-O-(Aminooxietilo) y amiditas de
nucledsidos 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-O-([2-
ftalimidoxi)etil]-5’-t-butildifenilsilil-5-metiluridina, 5’-O-terc-butildifenilsilil-2’-O-[(2-formadoximinooxi)etil]-5-metiluridina,
5’-O-terc-Buitildifenilsilil-2’-O-[N,N-dimetilaminooxietil]-5-metiluridina, 2’-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5’-O-
DMT-2'-O-(dimetilaminooxietil)-5-metiluridina, 5’-0-DMT-2’-O-(2-N,N-dimetilaminooxietil)-5-metiluridina-3’-[(2-
cianoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita], amidita de nucledsidos de 2’-(Aminooxietoxi), N2-isobutiril-6-O-
difenilcarbamoil-2’-O-(2-etilacetil)-5’-0-(4,4’-dimetoxitriti \guanosina-3’-[(2-caanoetil)-N,N-diisopropilfosforamidita],
amiditas de nucledsidos de 2’-dimetilaminoetoxietoxi (2’-DMAEOE), 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 Oligonucleésidos

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 técnica podria ser utilizado adicionalmente o alternamente. Es bien
conocido el usar técnicas similares para preparar oligonucledtidos tales como derivados de fosforotioatos y
alquilatados.

Oligonucleotidos: los oligonucleotidos de fosfodiestéres (P = 0) no sustituidos y sustituidos son sintetizados
en un sintetizador automatizado de ADN (Applied Biosystems modelo 394) utlizando quimica estandar
defosforamiditas con oxidacion por medio de yodo.

Los fosforotioatos (P = S) son sintetizados similarmente a los oligonucledtidos de fosfodiesteres con las
siguientes excepciones: la tiacion fue efectuada al utilizar el 10% masa/volumen de la solucidon de 1,1-didxido 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 nivelacién normal. Después de la division de
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la columna CPG un desbloqueo en hidroxido de amonio concentrado a 55 °C (de 12 a 16 horas), los oligonucleétidos
fueron recuperados por medio de precipitaciones con >3 voliumenes de etanol desde 1 M de una soluciéon de
NH40Ac. Oligonucleotidos de fosfinatos son preparados tal como se describe en la patente de Estados Unidos
5,508,270.

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

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.

Los oligonucledtidos 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.

Los oligonucledtidos 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).

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

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

Los oligonucleodtidos de fosfato de borano son preparados tal como se describe en las patentes de Estados
Unidos 5,130,302 y 5,177,198.

Oligonucledsidos: oligonucledsidos enlazados a metilenemetilimino, también identificados como
oligonucledsidos enlazados a MM, oligonucledsidos 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=0 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.

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

Los oligonucledtidos 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

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 técnica
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 utilizados 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 solidas. Es importante el remover al ultimo 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'.

Después de este procedimiento para la proteccidon secuencial del 5-hidroxilo en combinaciéon con la
proteccion del 2’-hidroxilo por los grupos protectores que son removidos diferencialmente y son volubles
diferencialmente y quimicamente, se procedi6 a sintetizar a los oligonucledtidos de ARN.

Los oligonucledtidos de ARN son sintetizados en forma de pasos. Cada nucledtido es agregado
secuencialmente (en la direccion desde 3- a 5’) a un oligonucleétido enlazado a un soporte soélido. El primer
nucledsido en el extremo de 3’ de la cadena esta adherido covalentemente a un soporte sélido. Se agreg6 el
precursor de los nucledtidos, una fosforamidita de ribonucledsidos, y un activador, acoplando la 22 base en el
extremo 5’ del primer nucledsido. 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 vinculacion es oxidada entonces a una
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vinculacion mas estable y ultimadamente deseada P (V). Al final del ciclo de adhesiéon de nucleétidos, el grupo 5'-
sililo es dividido con flaor. El ciclo es repetido para cada nucledétido subsiguiente.

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 solucion de
desproteccion es lavada del oligonucledtido 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 oligonucleétidos de
ARN a la solucién, 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.

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 oligonucleoétido 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 hidrdlisis catalizada por medio de acidos. Especificamente, la tasa de
division 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 oligonucleétidos del ARN.

Adicionalmente, métodos para la sintesis de ARN son bien conocidos en la técnica (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, 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).

Los compuestos antisentido de ARN (oligonucleétidos de ARN) para su utilizacion 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 técnica 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 oligonucledtidos
de ARN (50 uM de la solucién 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 Oligonucleétidos Quiméricos

Los oligonucledtidos, oligonucledsidos u oligonucledtidos/oligonucledsidos quiméricos mezclados del
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 oligonucleodtidos del primer tipo también son conocidos en la técnica como “gapmers” u oligonucleétidos con
vacios. Los oligonucleodtidos del 2° tipo también son conocidos en la técnica como “hemimers” o “wingmers”.

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

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 menciond 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 reaccidon para la 5’-dimetoxitritil-2’-O-metil-3’-O-fosforamidita. EI oligonucleotido
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
produccion y por pureza por medio de electroforesis capilar y por medio de espectrometria de masa.
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Oligonucleétidos Quiméricos de Fosforotioato de [2’-O-(2-Metoxietil)]--[2’-deoxi]--[2’-O-(Metoxietilo)]

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.

Oligonucleétidos Quiméricos [2’-O-(2-Metoxietil)fosfodiester]--[Fosforotioato de 2’-deoxi]--[Fosfodiester de
2’-0-(2-Metoxietilo)]

Los oligonucledtidos quiméricos [2’-O-(2-Metoxietil)fosfodiester]--[Fosforotioato de 2’-deoxi]--[Fosfodiester
de 2’-O-(2-Metoxietilo)] son preparados de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente para el oligonucleétido
quimérico de 2’-O-metilo con la sustitucion de amiditas de 2’-O-(metoxietilo) para las amiditas de 2’-O-metilo, la
oxidacion 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 diéxido de 3,H-1,2benzoditiol-3-ona (Beaucage Reagent
(Reactivo)) para generar los enlaces internucleosidicos de fosforotioato para el vacio central.

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

Ejemplo 5

Disefo y examinacion de compuestos antisentido duplex que usan como objetivo al receptor de la hormona
de crecimiento

Una serie de duplex de acidos nucleicos que comprenden a los compuestos antisentido para su uso en este
invento y sus complementos pueden ser disefiados para usar como objetivo al receptor de la hormona de
crecimiento. En una realizacion, 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 oligonucleétidos
antisentido que dependen de la ribonucleasa H predicen lugares activos del siARN (Vickers et al., 2003, J. Biol
Chem. 278, 7108-7118). En una realizacion, la secuencia de bases nitrogenadas de la hebra antisentido del duplex
comprende por lo menos una porcion 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.

Los extremos de las hebras de la dsARN podrian ser modificados al agregar una o 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 realizacién, ambas hebras del duplex de dsARN serian
complementarias sobre las bases nitrogenadas centrales, cada una teniendo salientes en una o ambas terminales.
El duplex 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.

En forma de ejemplo, un duplex 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:

cgagaggcggacgggacegl’T Hebra antisentido
N T T O O O O
TTgoctctocogootgooctggo Complemento

En ofra realizacién, un duplex que comprende una hebra antisenuuo yue uene 1a nusima secuencia
CGAGAGGCGGACGGGACCG podria prepararse con extremos romos (ni una sola saliente con hebras) tal como se
mostro:

CHAgAgYCgaAcgggaccy Hebra antisentido

getotecogoctgoootgygo Complemento
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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 pM. 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 solucién 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 concentracioén final del diplex de dsARN es 20 uM. La
solucién puede ser almacenada en una forma congelada (-20 °C) y congelada-descongelada hasta 5 veces.

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

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 uyl de OPTI-MEM-1 que contenia 12 pg/mililitros de
LIPOFECTINA (Gibco BRL) y el compuesto antisentido diplex 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 reduccion del objetivo fue medida por RT-
PCR.

Ejemplo 6
Aislamiento de los Oligonucleétidos

Después de la division del soporte solido de vidrio de poros controlados y del desblogueo en hidréxido de
amonio concentrado a 55 °C durante 12-16 horas, los oligonucleétidos o los oligonucledsidos son recuperados por
medio de precipitaciones de 1M de NH4OAc con volumenes >3 de etanol. Los oligonucleétidos sintetizados fueron
analizados por medio de espectroscopia de masa de electro aerosol (determinacion 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 relacién a los -16 amu del producto (+/-32 +/-48). Para algunos estudios los
oligonucledtidos fueron purificados por medio de HPLC, tal como se describio 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

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por medio de quimica de fosforamiditas de fase sélida P(lll) en un
sintetizador automatizado capaz de ensamblar 96 secuencias simultdneamente 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 sulfurizacion 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.

Los oligonucledtidos 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

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™
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5000, ABI 270). La composicion base y de la estructura fue confirmada por analisis 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 robéticas de un solo canal y de canales multiples. Se estim6 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

El 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 analisis PCR o de Northern blot. Los
siguientes tipos celulares son suministrados para propdsitos 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 técnica, por ejemplo, el analisis de Northern blot,
ensayos de proteccion de ribonucleasas, o RT-PCR.

Células T-24:

La linea celular T-24 de carcinoma de vejiga de células de transicion humanas fue obtenida del American
Type Culture Collection (ATCC - la Coleccion 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 ug por mililitro (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Las células fueron
pasadas rutinariamente por medio de tripnizacion y dilucion cuando alcanzaron una confluencia del 90%. Las células
fueron sembradas en placas de 96 pozos (Falcon-Primaria #353872) a una densidad de 7000 células/pozo para su
uso en un andlisis de RT-PCR.

Para analisis 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 voliumenes apropiados de medio y de
oligonucledtidos.

Células A549:

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:

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 recomendé el proveedor.

Células HEK:

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 recomendd el proveedor. Las
células fueron mantenidas rutinariamente por hasta 10 pases tal como lo recomendé el proveedor.

MCFT7:

La linea celular MCF-7 de carcinoma de mama humana fue obtenida de la American Type Culture
Collection (ATCC - la Coleccion 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 dilucion 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.
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Para Northern blotts u otros analisis, las células pueden sembrarse a 100 mm u otras placas estandar de
cultivos de tejidos y pueden ser ftratadas similarmente, utilizando voliumenes apropiados de medios y
oligonucledtidos.

Células b.END:

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.

Para un analisis 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 voliumenes apropiados de medios y de
oligonucledtidos.

Tratamiento con compuestos antisentido:

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
que contenia 3.75 microgramos/mililitro de LIPOFECTIN™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) y la concentracion
deseada de oligonucleodtidos. 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 oligonucleoétidos.

La concentracion de oligonucledtidos que se utilizd vario entre cada linea celular. Para determinar la
concentracion 6ptima de oligonucleétidos 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 SIS 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 ratén y la rata c-raf. La concentracion 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 concentracion de examinacion para nuevos
oligonucledtidos en experimentos subsiguientes para aquella linea celular. Si el 80% de inhibicién no fue alcanzado,
la concentracion mas baja de los oligonucledtidos de control positivo que resultaron en un 60% de inhibicion del
ARNm de c-H-ras, JNK2 o c-raf es utilizada entonces como la concentracién de examinacion de los oligonucledétidos
en experimentos subsiguientes para aquella linea celular. Si el 60% de inhibicion no fue alcanzado, aquella linea
celular especifica es considerada como no apropiada para experimentos de transfeccion de oligonucleétidos. Las
concentraciones de oligonucleotidos antisentido aqui utilizadas son de 50 nM a 300 nM.

Ejemplo 10
Analisis de inhibicion de oligonucleoétidos de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento

La modulacién antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento puede ser probada en
una variedad de formas conocidas en la técnica. 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 analisis de ARN puede realizarse en ARN o poly(A)+
mRNA celular total. EI método preferido de analisis de ARN es el uso de ARN celular total tal como se describié en
otros ejemplos en este documento. Métodos para el aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. Los
analisis de Northern blots también son rutinarios en la técnica. (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.

Los niveles proteinicos del receptor de la hormona de crecimiento pueden cuantificarse en una variedad de
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formas bien conocidas en la técnica, tales como inmunoprecipitacion, analisis 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
catalogo 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 técnica.

La reduccién 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-l en el suero y otros fluidos,
tejidos u 6rganos corporales.

Ejemplo 11

Disefo de ensayos fenotipicos y estudios in vivo para el uso de inhibidores del receptor de la hormona de
crecimiento

Ensayos fenotipicos

Una vez que los inhibidores del receptor de la hormona de crecimiento han sido identificados por los
métodos aqui descritos, los compuestos son investigados aun 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 condicién 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 técnica y son utilizados en este documento para
investigar el rol y/o la asociacion 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
Research Products, San Diego, CA), la regulacion celular, la transduccion de sefializacion, la inflamacion, los
procesos oxidantes y la apoptosis (Assay Designs Inc., Ann Arbor, M), la acumulacion 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).

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 éptimas 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.

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 excrecién de indicadores bioldgicos por la célula, también son puntos finales
de interés.

Analisis del genotipo de la célula (medicion 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

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

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 psicolégicos 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.
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Los voluntarios reciben al inhibidor del receptor de la hormona de crecimiento o al placebo durante un
periodo de 8 semanas con parametros biolodgicos 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 érganos corporales en comparacion con los niveles
pre-tratamiento. Otras medidas incluyen, pero no se limitan a, indices del estado o condicion de la enfermedad que
se esta tratando, la masa corporal, la presién sanguinea, titulos séricos de indicadores farmacologicos de la
enfermedad o de la toxicidad, asi como medidas ADME (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion).

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), clasificacion de la motivacion (algo/moderada /
bastante) y el nimero y tipo de regimenes previos de tratamiento para la enfermedad o condicién indicada.

Voluntarios que participaron en este estudio son adultos saludables (edades entre 18 y 65 afios de edad) y
aproximadamente un numero 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 condicién de la enfermedad cuando finalizé el
estudio.

Ejemplo 12
Aislamiento de ARN
Aislamiento de Poly(A) + mARN

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 técnica. 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 NaCl, 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 NaCl). 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 ul 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.

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

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 yl 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 recoleccion de
desperdicios y adjunto a una fuente de succion. El vacio fue aplicada durante un minuto. 500 pl 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™ vy la succién fue aplicada durante 2 minutos. Se agregé 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™ y 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. EI ARN fue diluido entonces con pipetas colocando 140 pl de Ribé nucleasas libres de
agua en cada pozo, incubandose durante un minuto, y luego aplicando el vacio durante 3 minutos.
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El uso repetitivo de pipetas y de los pasos de eluciéon 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

Analisis PCR Cuantitativo en Tiempo Real del Receptor de los Niveles de ARNm de la Hormona de
Crecimiento

La cuantificacion 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 amplificacion 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 oligonucledtidos 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, IA) es adherida al extremo 5 de la sonda y una coloracion
neutralizadora (por ejemplo, TAMRA, obtenida de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies
Inc., Alameda, CA o Integrated DNA Technologies Inc., Coralville, IA) 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 Taq. Durante la fase de
extension del ciclo de amplificacion del PCR, la divisiéon de la sonda por la polimerasa Taq libera a la coloracion
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 6ptica
laser integrada en el sistema de deteccion 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 oligonucledétidos
antisentido de las muestras de prueba.

Antes del analisis 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 reaccion 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, Unicamente
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 dilucion 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 sefiales 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 técnica.

Los reactivos PCR fueron obtenidos de Invitrogen Corporation, (Carlsbad, CA). Las reacciones RT-PCR
fueron ejecutadas al agregar 20 pl de un coctel PCR (2.5x de amortiguador PCR menos MgCl2, 6.6 mM de MgCI2,
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® Taq, 5
unidades de la transcriptasa en reversa de MuLV, y 2.5x de la coloracién ROX) a placas de 96 pozos que contenian
30 pl de una solucidon de ARN total (20-200 ng). La reaccion RT fue ejecutada por medio de incubacion 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/extension).

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 expresion 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 simultaneamente con el objetivo, por medio de multiplexado, o por separado. EI 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).
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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 excitacion de 485 nmy
una emision de 530 nm.

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) nimero 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.

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
NUMERQO: 14) donde FAM es el colorante reportador fluorescente y TAMRA es el colorante neutralizador.
Para la GAPDH de ratén los cebadores PCR fueron:

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 del receptor de la hormona de crecimiento

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). EI ARN total fue preparado siguiendo los
protocolos recomendados por el fabricante. 20 ug 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 visualizacidn 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 solucion de hibridacion QUICKHYB™ (Stratagene,
La Jolla, CA) utilizando las recomendaciones del fabricante para condiciones exigentes.

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).

Para detectar el receptor de la hormona de crecimiento de ratén, se preparé una sonda especifica del
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receptor de la hormona de crecimiento de ratén por medio de PCR utilizando 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 raton (GAPDH) (Clontech, Palo Alto, CA).

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

Ejemplo 15

Inhibiciéon antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento humana por medio de
oligonucleétidos quiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio deoxi

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 nucleétidos (5'-mayoria)
en la secuencia objetivo particular a la cual se enlaza el compuesto. Todos los compuestos en la tabla 1 son
oligonucleodtidos 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-
nucledtidos. Las alas son compuestas de nucleotidos 2-metoxietilo (2-MOE). Los enlaces internucleosidicos
(estructurales) son tipo fosforotioato (P = S) a lo largo de los oligonucleoétidos. 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 describié en otros ejemplos en
este documento. Los datos son promedios de 3 experimentos en los cuales las células MCF7 fueron tratadas con los
oligonucledtidos 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 1

Inhibicion de los niveles de ARNm de receptor de la hormona de crecimiento humana por oligonucleétidos
quiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi

Isis # Regién Identificacién Lugar Secuencia % Identificacio Identificacién
secuencial objetivo | objetivo inhib n secuencial | secuencial
numero numero de control

numero

227452 | Codificacion | 4 332 tcagggcattctttccattc 79 19 1

227453 | Codificacion | 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 | Codificacion | 4 1514 cctgctggtgtaatgtcgcet 68 24 1

227480 | Codificacion | 4 1724 atgtaaatgtcctcttggtt 66 25 1

227481 | Codificacion | 4 1729 tggtgatgtaaatgtcctct 45 26 1

227402 | Codificacion | 4 1734 ttctgtggtgatgtaaatgt 53 27 1

227483 | Codificacion | 4 1733 aggctttctgtggtgatgta 75 28 1

227484 | Codificacion | 4 1744 tggtaaggctttctgtggtg 63 29 1

227488 | Codificacion | 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 | Codon 4 31 gatccatacctgtaggacct 60 37 1

inicial

272303 | Codon 4 36 ccagagatccatacctgtag 55 38 1

inicial

272304 | Codificacion | 4 115 tgctaaggatagctgctgtg 48 39 1

272305 | Codificacion | 4 160 ttgtctttaggcctggatta 68 40 1
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(continuacion)

Inhibicion de los niveles de ARNm de receptor de la hormona de crecimiento humana por oligonucleétidos
quiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi

Isis # Regién Identificacién Lugar Secuencia % Identificacio Identificacién
secuencial objetivo | objetivo inhib n secuencial | secuencial
numero numero de control

numero

272306 | Codificacion | 4 170 ttagaagaatttgtctttag 13 41 1

272307 | Codificacion | 4 185 gtgaatttaggctccitaga 55 42 1

272308 | Codificacion | 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 ttgcactatticatcaacag 47 46 1

272312 | Codificacion | 4 480 gggtggatctggttgcacta 57 47 1

272313 | Codificacion | 4 564 attgcgtggtgcttcccatc 77 48 1

272314 | Codificacion | 4 652 tagggtccatcattttccat 56 49 1

272315 | Codificacion | 4 684 caatgagtacactggaactg | 53 50 1

272316 | Codificacion | 4 752 aactcgccataatttccaga 64 51 1

272317 | Codificacion | 4 857 agcccaaatattccaaagat | 65 52 1

272318 | Codificacion | 4 913 tcagcattttaatcctttge 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 | Codificacion | 4 1084 ctggctcatcaatatctagc 84 57 1

272323 | Codificacion | 4 1110 tgtgtctgattcctcagtct 67 58 1

272324 | Codificacion | 4 1236 tatgtcattggcattgaaat 53 59 1

272325 | Codificacion | 4 1302 aaggcataagagatctgctt 66 60 1

272326 | Codificacion | 4 1420 actcagctccttcagtagga 77 61 1

272327 | Codificacion | 4 1560 ggacatccctgccttattct 60 62 1

272328 | Codificacion | 4 1623 ggcattgtccataaggaagt 85 63 1

272329 | Codificacion | 4 1651 actttttggcatctgcctca 63 64 1

272330 | Codificacion | 4 1656 gatgcactttitggcatctg 47 65 1

272331 | Codificacion | 4 1861 cagtcgcattgagtatgagg 67 66 1

272332 | Codificacion | 4 1884 ctctttgtcaggcaagggca 75 67 1

272333 | Codificacion | 4 1913 gtgctcacatagccacatga 72 68 1

272334 | Coddon 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

272338 | IUTR 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 | IUTR 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 | Intron 18 2571 agttatgtaaccctgattga 65 89 1

272355 | Union 18 6416 ttgagtgttgticctaaaatgaa | 24 90 1

intrén: exon

272356 | Intron 18 8405 atggaggctggaggticaaa | 63 91 1

272357 | Union 18 22712 tagggtccatctttcaagac 62 92 1
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(continuacion)

Inhibicion de los niveles de ARNm de receptor de la hormona de crecimiento humana por oligonucleétidos
quiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi
Isis # Regién Identificacién Lugar Secuencia % Identificacio Identificacién
secuencial objetivo | objetivo inhib n secuencial | secuencial
numero numero de control
numero
272358 | Intron 18 25543 tctccagatagaatctaaac 53 93 1
272359 | Intréon 18 29755 tccaaatattctggtacttt 72 94 1
272360 | Union 18 29935 tattagttaccttgaggaga 0 95 1
intrén: exon
272361 | Union 18 30267 attttccttcctagaaaata 10 96 1
intrén: exon

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 inhibiciéon de la expresion 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.

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 reporté que el exén 3 era alternamente
empalmado en la transcripcion o transcripciones humanas. Esta también podria ser una region objetiva preferida.

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 oligonucledtido. También se muestra en la tabla 3 las especies en las cuales
cada uno de los segmentos objetivo preferidos fueron encontrados.

Ejemplo 16

Inhibiciéon antisentido de la expresion del receptor de la hormona de crecimiento del raton por medio de
oligonucleétidos quiméricos de fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi

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 ratén, 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
NUMERQO: 97, una variante del acceso del GenBank (Banco Genético) nimero AF120480.2 con un lugar alterno de
empalme al exdn IC:exdn 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
exén 1D:exdén 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
NUMERQO: 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 nucledtidos de longitud, compuestos de una regién “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 nucledtidos 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 ratén por medio de PCR cuantitativo en tiempo real tal como se
describio 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”).
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Tabla 2

Inhibicion de los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento de ratén por oligonucleétidos quiméricos de
fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi

Isis # Regién Identificacién Lugar Secuencia % Identificaciéon | Identificacién
secuencial objetivo | objetivo inhib secuencial secuencial
numero numero de control

numero

227443 | 5°'UTR 11 5 tgcttggcagctcgtgggtt 0 101 1

227444 | 5°UTR 11 16 atggctgcgcctgcettggeca 53 102 1

227445 | Codon inicial 11 221 tacctgagacctcggagttt 69 103 1

227446 | Codon inicial 11 232 acaaagatccatacctgaga 87 104 1

227447 | Codificacion 11 300 gctggtgtagectcacttcc 77 105 1

227440 | Codificacion 11 313 tttgccaagagtagctggtg 60 106 1

227449 | Codificacion 11 391 acgacacttggtgaatcgag 69 107 1

227450 | Codificacion 11 495 tggctttcccttttagcata 71 108 1

227451 | Codificacion 11 520 atgagcaabtcttgcagctt 49 109 1

227454 | Codificacion 11 590 agttgaagtaacagctgttt 69 110 1

227455 | Codificacion 11 620 agtagggtatccaaatggag 43 111 1

227456 | Codificacion 11 717 gtccagttgaggccaatggg 97 112 1

227457 | Codificacion 11 812 gaattatccatcccttcaga 67 113 1

227458 | Codificacion 11 832 gtactgaatttcatactcca 75 114 1

227459 | Codificacion 11 975 ctgaactcgctgtacttttc 60 115 1

227460 | Codificacion 11 1041 aactggatatcttcttcaca 43 116 1

227461 | Codificacion 11 1084 tgctactccaaatattcaca 75 117 1

227462 | Codificacion 11 1115 gctttgaaaatataactaca 31 118 1

227463 | Codificacion 11 1137 atcagcatcttaatcctttg 39 119 1

227465 | Codificacion 11 1190 tgagaagatctggatcaatc 51 120 1

227466 | Codificacion 11 1245 ttgtagttatcatgaatgcc 50 121 1

227467 | Codificacion 11 1265 catcattgtagaagtcgggt 33 122 1

227470 | Codificacion 11 1388 ctccaaggataccagctgat 82 123 1

227471 | Codificacion 11 1530 aggcacaagagatcagcttc 52 124 1

227472 | Codificacion 11 1579 agagccaagggaagcatcat 42 125 1

227473 | Codificacion 11 1710 aagtcaatgtttgccagtga 71 126 1

227474 | Codificacion 11 1730 tgtcgcttacttigggcataa 68 127 1

227476 | Codificacion 11 1837 gtaattttcttggcagggceg 41 128 1

227477 | Codificacion 11 1850 cactgttcatgctgtaattt 61 129 1

227478 | Codificacion 11 1878 tttttggcatctgactcaca 68 130 1

227479 | Codificacion 11 1947 atgtcctcttggttaaagct 59 131 1

227485 | Codificacion 11 2044 cgtggtgtagtctgggacag 45 132 1

227486 | Codificacion 11 2054 cggtgtgaaccgtggtgtag 39 133 1

227487 | Codificacion 11 2106 tcaggcaaaggcaaagcagt 44 134 1

227491 | Cododn de | 11 2182 taggaaaggctactgcatga 65 135 1

parada

227492 | 3UTR 11 2239 taaaacatagttttggttta 7 136 1

227493 | 3UTR 11 2253 tcccaacacagatttaaaac 51 137 1

227494 | 3UTR 11 2517 caaaagccacctgattgttt 56 138 1

227495 | 3UTR 11 2527 tcctgaactgcaaaagccac 47 139 1

227496 | 3UTR 11 2537 gcattcaatttcctgaactg 51 140 1

227497 | 3UTR 11 2637 taaatgttttgcatatccaa 77 141 1

227498 | 3UTR 11 197 ttgt tctaacttgtt 49 142 1

227503 | Unién exdn: | 97 197 tacctgagaccccagttcat 24 143 1

exon

227504 | Unién exdn: | 98 23 tacctgagaccccgecgcage 34 144 1

exon

227505 | Unién exdn: | 99 61 tacctgagacccacaagcgg 39 145 1

exon

227506 | Unién exdén: | 100 4352 cctccagtacctcggagttt 69 146 1

intrén

227507 | Unién intron: | 100 4865 gtccttgctccaggttagca 89 147 1

exon

227508 | Unién exén: | 100 5071 ttccactcaccccagttcat 51 148 1

intrén

227509 | Unién intron: | 100 5153 gcagttctatcagaactttg 82 149 1

exon

227510 | Intrén 100 5196 ctccagacgtgacccgactc 64 150 1

227511 | Unién exén: | 100 5264 ccacgcacccacaagcggat 71 151 1

intrén

227512 | Intrén 100 6350 taacctatggtgactatgtc 36 152 1

227513 | Unién intron: | 100 7123 tacctgagacctgcaagaca 40 153 1

exon

227514 | Intrén 100 9753 atgctcacgtcagctattgg 43 154 1

227515 | Unién exén: | 100 13932 aaattcttacttgtccccag 37 155 1

intrén

227516 | Unién intron: | 100 17200 ttggctttccectggaggttc 57 156 1

exén
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(continuacion)

Inhibicion de los niveles de ARNm del receptor de la hormona de crecimiento de ratén por oligonucleétidos quiméricos de
fosforotioato que tienen alas 2’-MOE y un vacio de deoxi
227517 _Unig’m exén: | 100 17224 cttcactaaccttgcagctt 63 157 1
227518 Ilr}rtwrlcc);r; exén: | 100 24259 cacggcttacctatttcgtc 6 158 1
227519 Ilr}rtwrlcc);r; exén: | 100 37843 tcacacctacctttgctgct 44 159 1
227520 Ilr}rtwrlcc); intrén: | 100 40862 catcttaatccttggaaaca 42 160 1
exdén

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 inhibicién de la expresion 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.

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

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 oligonucledtido 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 posicién de los segmentos objetivo preferidos identificados en el receptor de la hormona de crecimiento
Identificacion | Numero de | Lugar Secuencia Rev comp de la | Activoen Identificacion
del lugar identificacion objetivo identificacion secuencial

secuencial objetivo secuencial numero
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 tetgctactttgctgctatg 34 H. sapiens 175
144119 4 4183 tttctatagccaaaaatagce 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 atgg tgatggacccta 49 H. sapiens 189
188531 4 684 cagttccagtgtactcattg 50 H. sapiens 190
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

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2652018 T3

(continuacion)

Secuencia y posicién de los segmentos objetivo preferidos identificados en el rece|

ptor de la hormona de crecimiento

Identificacion | Numero de | Lugar Secuencia Rev comp de la | Activoen Identificacion
del lugar identificacion objetivo identificacion secuencial
secuencial objetivo secuencial numero

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 aagcagatctcttatgcctt 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 cagatgccaaaaagtgcatc 65 H. sapiens 205
188547 4 1861 cctcatactcaatgcgactg 66 H. sapiens 206
188548 4 1884 tgcccttgectgacaaagag 67 H. sapiens 207
188549 4 1913 tcatgtgactatgtgagcac 68 H. sapiens 208
188550 4 1949 atcatgccttagcctttctt 69 H. sapiens 209
188551 4 1973 ttcccaagagctacgtattt 70 H. sapiens 210
188552 4 2196 ctgtttagtagcagtgattg 71 H. sapiens 21
188554 4 2337 ttgaatgcaaaccatagcac 73 H. sapiens 212
188555 4 2454 atagtttggatatgtaaaac 74 H. sapiens 213
188556 4 2853 tcaccaaatcttggttgatg 75 H. sapiens 214
188557 4 2988 gagataagatctatagcctc 76 H. sapiens 215
188558 4 3271 agaaactttctttctcacta 77 H. sapiens 216
188559 4 3765 acatcattcttgagagcatt 78 H. sapiens 217
188560 4 3980 gaaaagctagaattgagtgt 79 H. sapiens 218
188562 4 4057 gctatggttttctccaagag 81 H. sapiens 219
188563 4 4097 taaagtatcatcagtgtaga 82 H. sapiens 220
188564 4 4120 taattcaattcaaagctgtg 83 H. sapiens 221
188565 4 4133 agctgtgtgtttggaagact 84 H. sapiens 222
188566 4 4156 ttactatttcacaacagcct 85 H. sapiens 223
188567 4 4170 cagcctgacaacatttctat 86 H. sapiens 224
188568 4 4218 gtctcagaatgtcattttgg 87 H. sapiens 225
188569 4 4245 gtggccacataagccattat 88 H. sapiens 226
188570 18 2571 tcaatcagggtcacataact 89 H. sapiens 227
188572 18 8405 tttgaacctccagcctccat 91 H. sapiens 228
188573 18 22712 gtcttgaaagatggacccta 92 H. sapiens 229
188574 18 25543 gtttagattctatctggaga 93 H. sapiens 230
188575 18 29755 aaagtaccagaatatttgga 94 H. sapiens 231
144062 11 16 tgccaagcaggcegcagecat 102 M. musculus | 232
144063 11 221 aaactccgaggtctcaggta 103 M. musculus | 233
144064 11 232 tctcaggtatggatctttgt 104 M. musculus | 234
144065 11 300 ggaagtgaggctacaccagc 105 M. musculus | 235
144066 11 313 caccagctactcttggcaaa 106 M. musculus | 236
144067 11 391 ctcgattcaccaagtgtcgt 107 M. musculus | 237
144068 11 495 tatgctaaaagggaaagcca 108 M. musculus | 238
144072 11 590 aaacagctgttacttcaact 110 M. musculus | 239
144074 11 77 cccattggcectcaactggac 112 M. musculus | 240
144075 11 812 tctgaagggatggataattc 113 M. musculus | 241
144076 11 832 tggagtatgaaattcagtac 114 M. musculus | 242
144077 11 975 gaaaagtacagcgagttcag 115 M. musculus | 243
144079 1" 1084 ttggaatatttggagtagca 117 M. musculus | 244
144083 11 1190 gattgatccagatcttctca 120 M. musculus | 245
144084 11 1245 ggcattcatgataactacaa 121 M. musculus | 246
144088 11 1388 atcagctggtatccttggag 123 M. musculus | 247
144089 11 1530 gaagctgatctcttgtgect 124 M. musculus | 248
144091 11 1710 tcactggcaaacattgactt 126 M. musculus | 249
144092 11 1730 ttatgcccaagtaagcgaca 127 M. musculus | 250
144095 11 1850 aaattacagcatgaacagtg 129 M. musculus | 251
144096 11 1878 tgtgagtcagatgccaaaaa 130 M. musculus | 252
144097 11 1947 agctttaaccaagaggacat 131 M. musculus | 253
144109 11 2182 tcatgcagtagcctttccta 135 M. musculus | 254
144111 11 2253 gttttaaatctgtgttggga 137 M. musculus | 255
144112 11 2517 aaacaatcaggtggcttttg 138 M. musculus | 256
144114 11 2537 cagttcaggaaattgaatgc 140 M. musculus | 257
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(continuacion)

Secuencia y posicién de los segmentos objetivo preferidos identificados en el receptor de la hormona de crecimiento
Identificacion | Numero de | Lugar Secuencia Rev comp de la | Activoen Identificacion
del lugar identificacion objetivo identificacion secuencial
secuencial objetivo secuencial numero
144115 11 2637 ttggatatgcaaaacattta 141 M. musculus | 258
144124 100 4352 aaactccgaggtactggagg 146 M. musculus | 259
144125 100 4865 tgctaacctggagcaaggac 147 M. musculus | 260
144126 100 5071 atgaactggggtgagtggaa 148 M. musculus | 261
144127 100 5153 caaagttctgatagaactgc 149 M. musculus | 262
144128 100 5196 gagtcgggtcacgtctggag 150 M. musculus | 263
144129 100 5264 atccgcttgtgggtgcgtgg 151 M. musculus | 264
144134 100 17200 gaacctccagggaaagccaa 156 M. musculus | 265
144135 100 17224 aagctgcaaggttagtgaag 157 M. musculus | 266

Puesto que se ha demostrado por experimentacion que estos “segmentos objetivo preferidos”, estan
abiertos para, y son accesibles para, su hibridizacion con los compuestos antisentido de este invento, una persona
con conocimiento en la técnica 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.

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

Ejemplo 17
Analisis de Western blot de los niveles proteinicos del receptor de la hormona de crecimiento

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.
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

Reduccion de IGF-I sérico en animales después del tratamiento con antisentido al receptor de la hormona de
crecimiento - estudio piloto de una semana

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 compaferos 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.

A los animales (n = 8/grupo) se les designoé dentro de los 5 siguientes grupos de tratamiento:

Control - solucién 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 erréneo  (oligonucledtidos de control negativo)- ISIS 261303 (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 12:07, emparejamiento erréneo de base 8 a ISIS 261303).
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(30 mg/kilogramo una vez cada 2 dias).
Ocredtido -(25 pg/kilogramo/2 veces al dia).

Muestras de soluciones salinas, antisentidos, y ocreotidos fueron preparadas, y codificadas para ser
administradas sin revelar el grupo. A los animales se les dio una dosis subcutanea de solucion 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 ocredtidos. 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 midi6 la
masa corporal y el consumo de comida.

En el dia 7, un dia después de la ultima dosis del antisentido, y/o después de la ultima dosis de ocreétidos,
se anestesid 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).

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-| 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 ocreétidos que bloquean la secrecién de la hormona de crecimiento de la pituitaria.

Tabla 4
Efecto del inhibidor antisentido del receptor de la hormona de crecimiento en los niveles
séricos del factor de crecimiento similar a la insulina-

IGF-I (ng/ml) dia - | IGF-I (ng/ml) dia 7 | Reduccion % de IGF-I*
2

Control salino 217.09 + 42.61 102.64 + 31.64 0

Ocreoétido 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 erréneo | 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.

Tal como se mostré 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-I sérico al
55% del grupo de control (solucidn 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 erréneo (p <0.01). El control
de emparejamiento erréneo no fue diferente estadisticamente que el control de soluciéon salina (p >0.05). No hubo un
efecto a 3 mg/kilogramo. La reducciéon 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).

El control negativo de oligonucledtidos ISIS 261303 emparejados erroneamente de 8-nucledtidos
(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 nucleétidos a 2 dosis
diarias de 25 pg 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
Mg de ocredtidos por dia durante 2 semanas fueron requeridos para reducir los niveles de sIGF-I.

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-I por un 45% en comparacion al
control. La reduccién del factor de crecimiento similar a la insulina-l sérico con niveles similares a los vistos cuando
se utilizan ocredtidos 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
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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 util para el tratamiento de
condiciones asociadas con el eje hormona de crecimiento/factor de crecimiento similar a la insulina-I.

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.

La reduccion en el factor de crecimiento similar a la insulina-l 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 6rganos 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.

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
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-l 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
América, 1999, 96, 7088-7092. Analisis de muestras del factor de crecimiento similar a la insulina-I del higado y de
los rifiones por analisis de ARN totales de Western y Northern blots o PCRs cuantitativos también fueron realizados
tal como es entendido por aquellas personas con conocimiento en la técnica.

Ejemplo 19

Reducciéon de la actividad del receptor de la hormona de crecimiento en los animales después del
tratamiento con antisentido al receptor de la hormona de crecimiento

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

Preparaciones microsomales de membranas fueron obtenidas de la siguiente forma. 400 mg de polvo de
tejidos fueron homogeneizados en un amortiguador frio de homogeneizacion (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.

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 MgCI2, 0.1% de BSA, pH 7.4); (ii)
0.1ml de membrana (1/2 o 1/4 de dilucion); (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.

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(+). El contenido proteinico de las muestras microsomales fue determinado por el ensayo
proteinico BCA.
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Tabla 5
Efecto del inhibidor antisentido en la actividad de enlaces de la hormona de crecimiento con el
receptor de la hormona de crecimiento
Enlaces especificos/miligramo de | Enlaces especificos/miligramo

dilucion proteinica (cpm) 72 de dilucion proteinica (cpm) Y4
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) | reduccion en comparacion
con la solucioén salina)
Emparejamiento  erroneo 30 | 7090 + 1877 8431 + 2663

mg/kilogramos

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 reduccion 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 (soluciéon salina). El control negativo de oligonucleétidos emparejados
erréneamente de 8-nucledtidos ISIS 261303 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 267) no tuvo ningdn
efecto en comparacion con el grupo de control de la solucién salina. El inhibidor antisentido del receptor de la
hormona de crecimiento produjo una reduccién estadisticamente significativa (p <0.01) y especifica de los niveles
del receptor de la hormona de crecimiento al 59% del grupo de control (emparejamiento erréneo) en el experimento
de 2 de dilucion.

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

Estas mediciones del nivel de receptor de la hormona de crecimiento después del tratamiento antisentido
son consistentes con la reduccion del 45% en los niveles del factor de crecimiento similar a la insulina-I en nuestro
estudio utilizando 30 mg/kilogramos de antisentido cada 2° dia en relacién al control (solucién salina).

Ejemplo 20

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

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

Se designo a los animales (n = 10/grupo) a los siguientes grupos de tratamiento:

Control-solucion 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).

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 solucidon salina cada 2 dias, y el control de emparejamiento o antisentido errébneo con su
administracion en los dias 0, 2, 4, 6. En el dia 7, se anestesié 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 medicién de IGF-l sérico se realizd por medio de un
radioinmunoensayo en el dia 7.

En el estudio de una semana, el inhibidor ISIS 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
solucion salina (p < 0.001), y por un 20% en comparacién 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).

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
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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 solucion salina (p <0.0001). La dosis de 30 mg/kilogramo de ISIS 227446 generd6 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-l sérico después del
tratamiento con antisentido al receptor de la hormona de crecimiento-estudio de 2 semanas

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 solucién salina cada 2 dias
durante 14 dias.

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 crecimiento
Dosis de ISIS 227446 IGF-I sérico en el dia | Reduccién porcentual en relacién | Valor p
(miligramo/kilogramo) 14 a los 3 mgkilogramo de ISIS

ng/mililitro 227446
30 126 41 0.0002
20 122 43 0.0002
10 130 39 0.0002
5 194 9 0.3261
3 214 0 -

La reduccion del IGF-I sérico a los 14 dias dependié de la dosis con una reduccion del 39-43% en los
niveles alcanzados a >10 mg/kilogramo en comparacioén 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 solucion salina (sin
tratamiento) (mostrado en un experimento separado).

Controles de emparejamiento erréneo 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 oligonucleétido de control negativo no
relacionado (ISIS 260120; IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 268).

Tabla 6

Estudio de 2 semanas de ratones-niveles de IGF-l sérico después del tratamiento con el control ISIS
261303 de emparejamiento erroneo
Dosis de ISIS 261303 IGF-I sérico en el dia | Reduccién porcentual en relacion a 3 | Valor p
(miligramos/kilogramo) 14 mg/kilogramos de ISIS

ng/mililitro 261303
30 130 29 0.0094
20 164 11 0.2496
10 174 5 0.6160
5 186 0 0.9359
3 184 0 -
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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 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 2 semanas por un 50% con la dosis de 20 mg/kilogramo en
comparacion al control de solucion salina (p < 0.001). La dosis de 30 mg/kilogramo de ISIS 227446 gener6 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

La retinopatia de pre-madurez es una enfermedad de neovascularizaciéon que puede conllevar a la ceguera
en infantes con una masa muy baja de nacimiento. La retinopatia (una formacion 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.

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 concentracion 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.

A los ratones se les da una dosis con oligonucleétidos antisentido en los dias posnatales 12, 13, 14, 15y 16
olos dias 7, 8, 9, 11, 13, 15 y 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

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
conocimiento en la técnica: modelos de nefropatia diabética tipo | y tipo 1l, modelos de cancer, modelos de artritis y
modelos de diarrea inducida por quimioterapia.
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cgkttgoaca
cttocaccaaa
goctggttoac
gtgogtgoag
aacttggttt
gttgaagcaa
ttbgtttcac
Jacagaagaa
agaaacttte
tttoatcatt
aaagaagoaa
ttcatttttg
tgeggtggog
ghgectcage
tebbgtattt
gacotegbga
gtgcecagee
aaaagaagaa
tgaagttagc
agcttaatgg
attgagbgtt
trEgetgeta
tgtagaacat
agootgacaa
attttggtac
cagtttatat
attttocttgg

aaco

48

attttttaat
tgcagttogt
tttggocaat
cocagastect
ttttabtatga
gatcaastia
totbtggtiga
actgaccaag
atggtgagag
tgctacataa
atcgaatgas
ageoctataac
acaaggtiih
tttoctocacta
Etttacttoa
coctocagtaat
ttottgtigt
ocgatottgac
ctochgagta
tagoagagas
Lacacasgas
ctaaacatca
totcatotoa
tttaacttaa
ctgataattt
taaagttcaa
tggttttete
Aattcaatkbs
catttatata
tttggbtggoa
ttaactotet

attcctgata

aatttagact
atgaccoote
goasetaaag
tcaacaatte
atttttaaac
SCAgYcasca
tgocaaasas
atacttaagt
ataagatcta
ttatccagga
attaactggy
cagacacata
cagbecogac
aatottttat
tectotgagtg
ttagaaatca
tgttottgag
tcactgoaat
gebgggacta
goggttbaas
toggockans
ttottgagag
gtgaagaata
atagtattte
taaattctet
catgttattt
caagagetac
aaagetghgt
gocaaaasata
acataagaca
ttatgtotgt

atgtgottet

2520
25380
2640
2700
2760
Z820
Z8an
2540
Z000
a0&0
3120
2140
3240
3300
3360
2420
3480
1540
3e00
3660
3720
37an
3840
2500
35&0
4920
4080
4140
4200
4260
4320
4180

4414
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ES 2652018 T3

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 5
gatgtcccaa tgtgacatgc 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 tctcactetg ccaaga 26

<210> 8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<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

49
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<400> 10

caagcttccc gttctcagec 20

<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 2652018 T3

50
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tgacaaccca cgagotgoca agoaggogeoa gocatgggaa gaggaggogyg totagggage &0
ggoggeacty goagaggegyg ctgeotacage ggeggbggtg gogacggetg ttactgaace 120

coggeagecy cggggatece gggeotgggte cacgeggect gaggecteogg ctocageage 180
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cocoaagogy acacgaaccc geghttctgto tocogaggeg aaactoocgag ghoctocaggt 239
atg gat ctt tgt cag gte tte tta ace ttg goa otg gea gto ace age 287
Met Rsp Lew Cys Gln Val Phe Leu Thr Leu ARls Lew Ala Val Thr Ser
1 5 10 1%
agc aca bttt tet gga agt gag got aca coca got act ottt gge aaa gekt 335
Sar Thr Phe Sear Gly Ser Glu Ala Thr Pro Ala Thr Leu Gly Lys Ala
20 25 30
too oca gttt otg caa aga ate aat cca age otg ggg aca agt tet tet 383
Ser Pro Val Leu Gln Arg Ile RAsn Pro Ser Leu Gly Thr Ser Ser Ser
3s 40 45
gga aag cct oga tte ace asg tgk egt tec oot gaa otbg gag aca btk 431
Gly Lys Fro Arg Fhe Thr Lys Cys Arg Ser Fro Glu Leau Glu Thr Fhe
50 55 60
tea tge tas tgg aca gaa gga gat aat act gat tta asag ase cca gga 479
Sar Cys Tyr Trp Thr Glu Gly Asp Asn Fre Asp Leu Lys Thr FPro Gly
65 70 75 g0
tet att cag ctg 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 gct cat gaa tgg acc cag gaa tgg aaa gaa tge cct gat tat 575
Arg Ile Ala His Glu Trp Thr Glan Glu Trp Lys Glu Cys Pro Asp TYE
14040 105 114
gte tet got gga aaa aac age tgt tac tte aac tea tea tat ace teeo 623
val Ser Ala Gly Lys Asn Ser Cys Tyr Phe Rsn Ser Ser Tyr Thr Ser
115 120 125
att tgg ata coc tac tge ate aag cta act aca aat ggt gat ttg etg &71
Ile Trp Ile Pro Tyr Cys Ile Lys Leu Thr Thr Asn Gly Rsp Leu Leu
130 135 140
gac cas asa bgk tte act gkt gas gaa ata gtg caa ook gat coa aeoco 18
Asp Gln Lys Cys Phe Thr Val Asp Glu Ile Val Gln Pro Asp Pro Pro
145 150 155 1&0
att gge cto aac btgg act tbta ota aas atk agk tkg acc ggg Attt agh 787
Ile Gly Leu Asn Trp Thr Leu Leu Asn Ile Ser Leu Thr Gly Ile Arg
165 170 175
gga gac ate cas gtg aght tgg cas coca oca coc aatk gea gat ght ekg 815
Gly Asp Ila Gln Val Ser Trp Gln Pro Fro Fro Asn Ala Asp Val Lau
180 185 150
aag gga tgg ata att ctg gag tat gaa att cag tac aaa gaa gta aat BE&E3
Lys Gly Trp Ile Ile Leu 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

gtg
Val

sty
305
gat
hap

att
Ile

qag
Glu

gaa
G@lu

Rla
3as

tac

Tyr

gat
Asp

gat
Asp

Ala

aac

tca
Sar
210

tac
Tyr

[=1_F.}
Gln

ata
Ile

Lttt

acyg
230

atk
Ila

otk

cat
Him

Tt

gaq
Gly
370

ggt
Gly

gac
hap

gt
Gly

ata

toc
Ser
450

aag

Lys

toa
Ear

agg

tiek
Fhe

cca
Pro
275

cta

tEa

ata

gat
Aap

atc
Ile
355
tek
Sar

atc
Ila

oot
Fro

ACD
Thr
ttg
435
otk

Leu

coa

age
Sar

act
Fro
2E0

tog
Trp

= 44
Phe

=]
Fro

aag
Lya

aac
Ran
240

gag
Glu

gas
hsp

att

gac
hsp
teg
420
tge

Cys

ggc
Gly

cag

aad

Lya

aga

EEE
245
cag

Gln

ttoc
Plhve

gta
Val

(=]~ ]
Fro

gga
Gly
3325

tac
Tyr

cta

AZAa
Thr

gga
Gly

att
Ile
405

aag
Lys

atk

tet
Ser

coa

atg
Val

atg
Met
230

gaa
Glu

acqg
The

tta
Leaia

gtt
Val

gte
val
310

a9g
Gly

aaa
Lya

gaes
Asp

gca
Rla
390

ttg
L

Lttt
Fhe

gat

ctg
Leu

ot

ES 2652018 T3

atg
Mk
215

gat

aag

Lys

aac
Asn

att
Ile

ata
Ile
2958

aca

FEo

aag
Lys

coc
Pro

att
Ile

aga
Arg
375

aag

Lya

gat

get
Ala

aag
Gln

cat
Hia
4585

ttg

ggc
Gly

aaa
Lys

tas
Tyr

ata
Ile

att
Ile
280
Lt
Phe

gtk
Val

ttg
Lau

gac
hap
gat
360
atk

Ligna

gat

act
Thr

Qag
Gln

aag
Lys
440
[mfmind

o o-]

agc

oct
Pro

gaa
Gla

age
Sar
ttg
265
ateo

Ile

toa
Sar

[={=1.1
FPro

gag
Glu

tte
Phe
345
gaa
Gla

ata
Ligna

gat

gat

toa
Ser
425

aat
Asn

too
Sar

agc

ata
Ile

cat
His

gag
Gla
250

gaa
Glu

ttt
FPhe

aag
Ly=

aag
Lys

gag
Gl
330

tac

TyE

gea
Ala

age
Sar

gat

tte
Phe
414

Qag
Gln

atg
Lau

att
Ile

gaa

52

tag
Trp

gaa
Glua
235

tee
Pha

goa
Ala

gga
Gly

cag
Gln

atk
Ila
315

gtg

Val

aat
Asn

gat

aat
Asn

tot
Sar
395

cat
His

;g
Lys

aag
Lys

aco
The

act

tta
L
220

gtg
Yal

ags

Sar

tgt
Cys

ata
Ile

caa
Gln
300
aaa
Lys

aaaq
ASnD

gat
Asp

gty
Yal

gat

3BD

Gly

aac
Thr

tta
Laun

aaaq
Asn

cag
ELn
460

qag

aca
Thr

cgg
Arg

gaa
Glua

gaa
Glu

ttt
Phe
285

agg

g9g
Gly

aas
The

gat
Asp

gat
A=p
365

cat

His

cgt
Arg

Sar

aat
Asn

ttg
Lan
445

aca
The

gca

tac

Tyr

gtg
Yal

gta
Yal

gaa
Glu
270

gga
Gly

att
Il=

att
Ila

ata
Ile

tog
Sar
aso

gag
Glu

gag
Glu

acc

The

gac
hAsp

atg
Mat
430

cat

Pro

gta
Val

tgt
Cy=

aga
]

cka
Lau
255

gat
Asp

gta
Val

gat
Asp

tta
Lau
335

tgg
Trp

Al
Lys

Lys

Sar

atg
Mat
415

Jaa
Glu

tat
TvE

gaa
Flu

cca
Pra

teco
Sar

240

egt

ata
Il=

goa
Ala

atg
et

=t |
PFro
320

Gly

gte
Val

act

Eca
Sar

tat
Cys
400

tgt
Cys

get
Ala

gat
Asp

gaa
Glu

caa

a11

458

1007

1055

1103

1151

113989

1247

1295

1343

1331

1435

1487

1535

1583

1&31

1&78
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Asn
4E5

otz

==
Phe

too
Ser

g

tac
Tyr
545
atg
Mat

tac
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
&10

aot
Frao

Aada

Fro

tot
Ser

gos
Ala

ggc
Gly
515

Val

tgt
Cys

goo
Ala

ace
Thr

akk
Ile
5395
ace
Thr

ttg

gac

&
Thr

caa
Gln
500

caa
Gln

gaa
Ala

gag
Glu

acg
Thr

aca
Thr
UL

gat
Ala

gtg
val

aat
Fro

caa
Glm

Pro

cog
Pro
485

gta
Yal

aaq
Lys

acg
Thr

tet
Sar
565

gaa

Glu

cca
Pra

cag
Gln

gac
Asp

ckg
Leu

Lau
470

atg
Mt

agc
Sar

att
Ile

P1-1-]
Pra

gat

250

tgt
Cya

age
Ser

gat
Asp

tat
Ser

Lys
630

aac
Asmn

ES 2652018 T3

Lau

Ser

gag
hsp

Lys

tge
Cys
535
gco
Ala

ata
Ila

okt

get
Ala

Pro
&15

aag
Lys

Sar

aat
hsn

att
Ile

goa
Ala
520

caa
Gln

aaa
Lys

aaa
Lys

ace
The

gag
Elu
E00

agg
Ay

aat
Asn

ate
Ile

Ser

fatalal
Pra

;oA

505

Gly

gaa
Glu

Lys

coa
Pra

act
Thr
5B5

atg
Mat

gga
Gly

EEE
Fha

akg
Hat

Glu

AcCa
Thr
430

cCa

Pro

ata
Ile

aat

tgo
Cys

agc
Bar
570

ack
The

tet
Sar

=1 )
Leu

=] =
Fro

cag
Gln

Thr
475

tca
Ser

goa
Ala

goc
Ala

tac
Tyr

ateoc
Il=
CLL

ttt
Pha

gaa
Rla

gtea
Val

ata
Ila

taoa
Ser
635

tag

Glu

caa
Gln

agc
Ser
L40

gt

aac
AEn

cag
Gln

oA
Pra

oto
Leu
€20

teg
Sar

Ala

goa
Ala

Gly

Gly
525

atg
Meat

gtg
Val

caa
Glm

atg
Mat

gaa
Rap
605

aasc

AaEn

tgt
Cys

gat
hsp
510

aat
Asn

aac
ABn

goo
Ala

gag
Glu

tot
Ser
520

tac

TyE

goa
Ala

qgt
Gly

cckttoctak

His

att
Ile
495

gte
Val

acc
Thr

agt
Ser

egt
hrg

gac
Aap
575

gag
Glu

ace
The

act
The

tat
Tyr

Gln
480

gac
Asp

ett
Leu

Gln

qoc
Ala

254

att
Ila

Aca

acg

gat
Ala

aqtg
val

G40

atttasatgg

Caagggaaag
gagcatgaga
agtggaaaat
aatgasttgt
tgtgatacta
agcasaacaa
tgattttttt
tagnttggat

ttacacttta

Thr Asp

645
gotgggoaca
gtggatatgg
caagaattog
ctttaagact
Agoattaaat
toaggtgget
tttetttttt
atgoaaaadca

agcatgagkm

Lys

aacgocttaaa
attctaaaat
taatcagata
gtatagtgge
agctacgttt
ttbkgoagtta
aaataastgg
tekattttga

ctttataata

&350
csaaaactat
actttttcotg
aatgctooca
agtgattgta
tttatgtatyg
aggaaaktktga
gaactaaaac
catnaaattg

tgctacacac

53

gttttaaate
gaaatgtcaa
ttgtgaatta
tgbactgbgg
cagatcatge
atgoagatta
tctaggtgag
atmsagatat

atattgtagt

tgtgttggga
aatatcaata
taaatatttt
gtottasttt
ttttggaaaa
tageacaggs
aaggtaaaac
ttttaataat

tcagaacaat

1727

1775

1823

1871

1919

1967

2015

2063

£2111

2159

2212

2272

2332

2392

2452

2512

25TE

2632

26592

2752
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ccatctnagg
aaagaaaacea
actctaaaaa
atattttbtt
caaacagtaa
aagooacaca
gaagagektea
tatooacagt
gtacaaggaa
taataggata
acacaaattt
aactcagaag
ttttaagtag
aaataaggga
ttetttagggt
atgaagaatsa
agttttaaty
gattttgaaa
ttegecttgt
ttotoccaatg
cttaaagatg
tatagocaaa
ctggocacac

tttetttatg

atgtagcage
aaacaagtta
tgtotaataa
aattttgaaa
acagaaatta
gotacatgba
aggaatacan
gqoagkatgte
aagtctoaca
ggaaattaaa
ttaattcagg
taattaaaca
taagcagtat
gataaggtag
tagoacaooo
catntnatte
gattacaatt
toctctttcat
tactttgtaa
gotacatgat
tgtgttttga
aatagctaaa
aagecgttat

totgtggatt

<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>

ES 2652018 T3

tacagtgtaa
gatttttaca
cctgeattat
actttatitt
taataatgga
agagaagtag
gaagtgagag
anacacagot
tgtatgaaat
gacctagate
gagaagggac
ggtaacagaa
ttecaatgett
ataaaaatca
OCASSAASEE
apatattttt
ttgacaagas
goaggagaga
tagattttaa
ttagtteata
tgaactatet
tacctcaate
teoacegtita

tttoacttaa

agagggntte
aagocootttt
tagaaaaaaa
tttttaatgt
agaagtgcott
aasgbgatgtyg
cacaaggatt
toggtttttat
ccagtateoca
tagnactagt
agaataaatg
acscttgocat
nttacttace
ctttttgatt
atttatggga
tagatgectg
ctttgtagog
cagtgaaaat
taagttttte
tgaagtatca
taccatttca
agttoccagaa
actagttgtg

aagttcaata

54

atgttttggt
ataactteoeca
cattttaaat
tgaatcaacg
tottogacaa
gtgtgattgg
gogaggaggy
agtattotaa
gatggggtaa
ggactttttt
acttcocact
caaacctttg
ctoccaggac
ctgtaataac
gasagaggac
aaacktttans
paacaagebt
ctagcocttgg
tgotactttyg
tcaacttaga
ccataggcetg
tgtecattttt
ttetgoagte

caatgaacgt
aaactteotta
ttgtaaacga
tatcatacac
attteocatte
ctaggatgea
ggatetoaca
gaattattgt
agttagoaga
cacagacagn
cacaaagcac
ataagatgta
aacegateote
ataaacatag
totoagotga
attaccttta
aatatttagk
gtgtttaagg
ctgotatggt
atctatteoag
accacgttte
tggtactttyg

tatatttaac

2812

2872

2332

2392

3052

3112

3172

3232

3292

3352

3412

3472

3532

3592

3652

3712

3tz

ELEF

g9z

3952

4012

4072

4132

4174
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ES 2652018 T3

<223> Cebador de PCR

<400> 13
cgaatcccgg tcaaactaat g 21

<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 Atrtificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 16
gggtctcgct cctggaagat 20

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 17
aaggccgaga atgggaagct tgtcatc 27

<210> 18

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

55
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tgataaccag
attcectgac
aatotetage
ggtttgtgte
aggaaaaatyg
teoatocccagt
cacctgattt
ttoaccaagt
catcatggta
catgoettte
actgtgggaa
tttattgaaa
gagatatage
geagggagas
aaastasag
atgtgtgaga
atgtaggatga
coctotbotatt
atotggggga
ttggoatatt
agtgatatgy
dagggeaagy
gatatatgat
atatatteoag
agaggaaggg
coctteacet
ttacatttta
cctaagocaa
toagaggatg

goagttaagg

ctoaccaagg

ctcagaacac
tgctagateoc
tetggttet
tagaatcasa
cttttotgga
agtttottea
catgoottge
googttoace
caaagaacekt
tgattttect
tggaagtgat
aaaatattaa
agtgattaca
aggcaataaa
CRTASAgEAT
gtgtgtoaaa
gagtgtgtgt
grggtgtoct
aaggotatge
tgagggatga
gaagggatea
ctttgaattt
ttasssgatyg
taaaagactg
tgasacasag
ggoattattt
ggcttasaca
gatgoagggt
acattgteta
gtatgagete

astactaggg

ES 2652018 T3

acacatatta
agaagtcatc
taaacaggte
ggctgacaat
agacatagge
cacactttag
cttttetttt
tgagcgagag
aggacocata
ctocatggat
ttgtEgtgak
tcaagoooat
aaagacaaas
aattgaatta
catatoagasa
gtgtgagtga
asaaggattyg
agaccagaga
aggcagagga
aaaaggooag
gagagttask
tactitattt
tagebtbgte
tagtastttt
acctetoaak
tcatttttgt
ctteattate
tagtgaggac
tocaasagas
agggctaaca

asattagoca

gttgttetes
ticcagatga
ctatgaaatyg
gg-aagoaac
attacctoct
atacgtgtet
tattetgeag
acttbtteoat
cagotgbtat
gtacctacta
ttatgeoaata
cotatghget
toaetggtet
aatttecaget
gtgtgtggga
gagcatgtat
aatgakgeaty
cataagtgaa
aattgoaagt
cactgaagge
tagggactga
gtggtggaaa
totasceaga
teoatttttac
ataggtacaa
ttacteteoac
tootgbttta
coctttatect
gagotggaat
aacctgeact

gtttgtgtac
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chttocttee
actacctata
cttgaaataa
aggeactaaa
agacacggaa
cattaggate
attcttotaa
gocactggac
atacoagaag
aagtacactyg
aatgaatatt
gagtactatt
catggagatt
agtaatatag
gtttgtgtat
ggatacacgt
aaatgaghtgg

acgggacagg

acasagtocs
acaagattga
ccatgocaaa
gotataggtyg
taatasaske
cagtgacect
tecaagtbgt
tgtgtatatt
caccoascco
tggotcaagyg
agggaaggaa
tcagtgtagt

aactoagect

caccctooos
tocaaatoct

aaggocAaaaat

actatgases
tacactggck
acatatgact
ggagoctaaa
agatgaggtt
gtgocasaat
agtcagatgt
catteacstaa
ttaggooctg
toottecaat
gttattaaga
gtgcatgaga
gggcatgtgo
tactaggagy
ccacgtgagt
tgaggoagta
aagtgaggayg
aoteatagge
tttttgaaaa
attetottasn
ctaaaataac
ttatttotte
tttocootttt
coagagaagyg
tgttegttag
gatgoagaca
totgoacttt

cateatttge

&0

120

180

240

300

360

420

430

540

&00

660

T20

T80

240

300

260

10240

1080

1144

1200

1260

1320

1380

14440

1500

1560

1&20

1680

1740

18040

1860
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e L 1 Lo L
gaaaaatact
tottettate
tggactataa
atttbaatta
Asaakacthbg
cttggatgas
aaggctgaca
cagacatgaa
tgtacaggca
cocactttat
gagaaatcca
tocacataackt

caaatocoagyg

gttoagacat
agggtaagta
ttttttetat
coagtttate
attagtgtac
goackttokbg
atagasacat
gtoagagtca
cacaacagaa
cagttgtgty
cacatgttag
aattcagoct
agaggetotg
bgttettaaa
tacataccca
tatacaaggt
taacaaaagt
cttaaaaaca

gaaaaacatt

taatggactt
tggoagagta
ggtagtatag
aatgactata

ttggtataag

gagttagoaa
gtgaagtgaa
e e L)
gttagtatgt
caattagoeoa
gaaaataatt
aaggaatgaa
ctgtocacag
atctacacta
attoagasag
cagcottoatg
aaaatataac
caagaaggat
agbtatattt
acktottatsa
gettotoate
gtgggeagty
cotgaacatg
ttttgoctgg
ageageagat
ctgageottge
ggaagcatgt
ggaagrggge
ttoaacoaaa
tgtgtggaaa
attaaattta
taaatgatgt

tcttetgete
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goctoatgac
cttgacacat
tgataatttt
aattgtataa
ageaktttas
CCARgOAFaT
gatgaaatgt
gttggggcoca
ttgatgacac
aactgtaaag
ttttgotace
gecttgataa
goatottaktg
coaaggatga
atgtottaga
attaagtgoc
tattttgaat
aaaactgagg
gatttoteat
atgtbttatta
actgqacacat
cagttgttta
toaggotghto
ctekgotoct
tcaaaacagt
aggogactca
tegagotget
atgtgaacas
cttcaaaamt
atcagtagygg
aagocaaaaa
tttattttta

tttattctta

ttottgtgag
aataagtact
aaaataatta
gaccatttat
tgoagagatyg
ctbtocccase
ttgggocacca
gtaaacagag
ttttgaaatg
aaaagtageoa
tcaatattta
atatatateoe
cacacktagagq
tgotgasagt
ttttgooatyg
aacccaaact
atcttagooa
gattaggagt
tgoccactte
gaastcagtt
apataamacst
agtttgotgg
aacaggacag
tgocaggtog
gtotgoocato
ggatgaatge
cbhgetoboag
tcagteotta
tacactggte
agaaagggoa
cgtgegottt
ttacttttat

tttttaatga
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gatcatatga
cactaaatgg
tgatatagaa
accagtaaat
atgettaatt
tttcagtata
agtatactat
ttgatttcta
tgtggaatca
gaataaccte
ccaaatttga
cttgecctca
toatkbteaga
gtgactgggt
gtagtgttty
tacaaaatta
aactactatg
atcaggactg
ACagacaadga
gocaggcans
atgagatgat
aatggactoa
ttocaggoaca
ctggoagaaa
ctgtgatgac
acattacagg
ctocttgeat
aggobgtakba
ttaagagass
ttattacktt
ctgtcatgaa
ctagttggtt

tagtetettt

gataacccat
tagetggtat
atccagtteo
tgttataatt
tgoagataaa
agagaggtet
atttttoott
Ttaaatacatt
ttaagttatt
ttaagoctggg
Cgagcaaaaa
tcaatcaggg
atotebggte
asagggaaac
gaatcooagg
gatatttgtg
agoccacage
gactggactg
caatacaaat
cootgasact
tttatocaaa
gtatctaaag

gooctacagg

aggcagocto
gatagtgoca
catggtaaaa
gtaaatgetg
cogsacatet
tttoatttte
catttbbatt
aacagctgoo
gtotttagat

ctatggttet

1520
1580
2040
2100
Z£160
Z220
2280
2340
2400
2460
2820
2880
Z640
2700
2760
2820
2880
2540
2000
3060
3120
31a0
3240
3300
3360
2420
2480
3340
3600
3660
3720
a7ao0

3840
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caccoectteo
taagagcaga
gagaaggoas
atagkttaas
agaaagaggt
aatgectotgt
acagtocteoa

aagagaotaat

ttaatacttt
cbbotattat
cactcttact
ccacctatte
cacacacaca
cagagatgaa
ctttggoacs
tgogttcaag
tgeccatcatg
caggetggta
attacaggoa
agcagsaatt
aacagotgag
ccaagoagac
goateattta
chgocoagoa
cacaggogaa
atggttttat
atggagatga
attccattge
tetgacctat
cctbcaagaa
ceattooote

cattgotttg

atttcacaag
ggggagetic
gtgacacagt
atataagtita
tggaagtagt
ttgtoctgtyg
tggggaacaa
attttagaas
gagttttcta
gtgaaagect
taatttgaaa
ctaatttttt
caaacacacs
toctsteatto
caggetggag
caatteotect
cocagotaat
toaatskteck
tgaacsaseg
cactgteotea
gageagohgt
cagoctgaga
attocaggos
aacatecsas
tatgoctgea
gtocctttga
tgaactacct
cttttactte
atgtttatte
tgctaaaaac
ttetgaactt

taatatggtt
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atagtctggy
catacattga
atotgbttta
tasatattta
gttttgaact
gagttocatgg
ggtactgaca
tecagaaatg
acttttatas
cattttotgg
gtaaatatca
taacattteot

ttatectttte

aageatatge
tgoagtgget
geoctocagect
ttttgtattt
aspocatgat
Easocagaas
gaccetggag
ctcaaggacco
aacagctata
ekgacttaas
agagggatgg

cagggocatt

cttatatatt
cacccaagta
cattaccaca
cocktoottge
atacctocac
Chaaggaces

ttttactett

agoaaaccta
ttttggteat
tgagotaakt
tttaaaakga
agotgttict
atttgggata
tgeactgtig
ttaagoackta
tgtoacttat
goaattttct
aattaagcat
cttotgacte
ttotgocttt
aacttttttt
cgatettgge
acctaccgaa
ttagtacaga
cegectgect
goatatgeoaa
tetotgeocat
ctotgatact
agaaggaaat
tacaasctge
toccaaacck
cctacctoakt
gtottoctoaa
goaattoctaa
ctoatgocea
cgtattgeca
cttgaageoct
tagagagcac

toctitctgag
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aagcacttaa
ctgtagagas
bgggttattsg
aattcassat
gatccatocat
atctaaacag
agaaatteotg
atctasatat
gobaagtaca
tacaactact
actatagtte
tacatacaca
tgecocattta
ttEtttgaga
ttactgoaaa
tagotgggat
tggggtttta
cagackacga
ctkbtaagag
ttaaatooga
acacaagttt
aggegtotte
mttgtattaa
coacagtatyg
ctbocacaac
ttaataggeot
tttaagaaaa
tacttoctta
tctattaaas
tocatgaaga
tactaatgag

goaggaggaa

cttttgggag

attcaaccca
totacattta
tggtteatga
gettaaaata
ggttttttaa
tgaatcatga
ttggaakake
tttgatateo
ctotttaatyg
aatgaaccac
catacttaca
atttttgeat
tggagtetty
ctttgectoo
tacagaagea
cocatgttage
aagtgetgag
tetcaaccAR
atttecttoo
tetoctagtg
tocccagottg
ttgtoccactyg
gactgtgage
cacaqattac
agtgaataac
ttttoctgto

cotcaatcoo
ttttacccak
goCcagagoaa
cacttaccca

ttecttagac

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4BE0

4520

4380

2040

s100
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5640
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atctatgaat
tcaatagaat
tagocctgaaa
gatataatge
ataggatggt
gggtgattet
toatctatac
agcatattcoa
gocagtogtoa
ctaaaatace
cttacttgga
attttaggaa
ctggggaaas
toaagotaac
gtaaatcaca
goaaggtcca
gatctgtttt
taagttgact
cttgtggagt
geaaagggty
cttatattca
goctacattt
cacagttact
cagtgaacta
ggaaacaaaa
gtataaatag
caaaatctat
atgtattgtt
gtggetagaa
attaagagas
atgtgtocta
ggatagtage

cagtoctact

coccatagtgt
gaatataaga
ttaggggace
atcactetge
JARAACATOOa
ctgtactgtt
aactggcata
ttcaataaac
gacactgatg
tocttoacaaa
cttaagotac
cactcaagaa
cagatgbbac
tagoaatggt
gotttttgtt
agtataatca
acaggagatg
ttaacataaa
ctttteootbtt
aacttaatat
aattcactga
teckttatocaes
ttaaagacat
agtgaaagat
caaataaaac
caaaatagaa
CCRDAS ARG
ctbtttabgt
cttacagata
ctgtatoaag
acatcagtgg
aagaacactg

catttaccotg
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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
catcaacttyg
tboactgtte
tetttanaat
tacocatagga
ccataggoag
ctgatgtgat
tocoaatttat
tbggaacaat
aatggaaaga
cghttacote
atgaaaagtyg
tagttttaga
ctttgtaaca
gtgaacaaga
agtaaatgtt
tgaagobgeg
tebottacte
cobbtgasst
cattotggaa
tctocagaaca
gatocctttge
aattagaata
aaggactttyg
chtataggaa
goataagatyg
aastcktaata
aacacaattyg
tgagttgaaa
catgttotag

ctgtcatgtg

59

taaccaattc
tgggaatttg
tetgoacage
teteotoagt
tetgggaaka
gtecotaagt
ategatttat
aagtaccaaa
atgtotogga
tgaatcagac
taatottthbt
atgeoootgat
catekbggata
tttectatgkt

ctamatamnst

gtgttctata
JIaaaagggs
gtgaagaaga
ttgbtgttitt
actaattatt
ataccatega
ttttacattt
aatactggag
coatcatatg
gtcatgttta
agtagotgaa
tttctegityg
actggaagas
ggetgactkt
attbgoaaag
ctaaatggga
coctgttote

tcacgoactg

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

ttotggtagt

5820
5880
5540
&000
6060
6120
61ao
G240
G300
B1&0
6420
E480
6540
GE00
GE&0
G720
6740
6840
6500
6560
TOZ0
Toan
T140
T200
T2&0
Tazn
Ta80
T440
7300
7360
TE20
TEAD

TT40
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ggtggttata
ttgeagtges
gotggocass
gotgacagtt
gacocagsagt
cagtaactac
agtagtocca
gaaatastas
acctbbgagg
aagtcttaco
aaaccgagges
gggatttgaa
ctttattaat
eggactagag
tagctacaac
ctaatgtaac
ataaaatatg
ttagttagaa
caggocagta
cocaacgagy
ttggagaggt
taaagaagga
gogcacgaasa
aggecggagy
agacaagaca
ggtaggeags
ataatcactg
accaaagggg
ggaccaggtt
gtacagotga
tttatcctga

agagocaggtt

gaataagtac
gogtgatagg
goagtgaatyg
tagttacete
ggtcaaaage
taagttccaa
acatgttcag
gtagtegtie
atgtttaaat
atgtgteagg
acagagcagt
cotocagoct
goetcagagaa
gtagaagagg
tagcacaata
cctggtagat
tatgtatggt
atttgtoatt
aatgttotes
atggaaageyg
tgoagtgtig
ttogagagga
gaagaaagat
tggagtggge
gtoaaateta
ctitggaggg
tgtoagtitcg
tacagtggog
attagtggtyg
cggaatgtgg
goaactagag

ttogagagga
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aatacagtca
tgttagecty
ackganagga
bgaacktggas
atgagtgagt
cagtaactta
ggactcagga
ghgecaaaas
agggasatta
tataaaaacs
taaaggacta
cecatgotott
attastatteg
ttaaaagact
grtgtgggge
cttgagaaag
actacctcac
cattcaatta
atgotgggga
acaatgotat
agttttocagg
taattatgtg
cheassgkag
acagagbgag
cocaaccatt
ttttagatga
cttgaggatt
agacasatga
caggogytagg
attagtgagy
gaattgagte

agagcaaggg

aagagggaayg
gaaatacgkg
ctgagggatg
ttggackteke
attgteaggt
gtagttactt
goagttagga
aaggaatEkg
attgaggakta
atcttttgea
gttcaagtea
actettgagg
ttgeaatghkg
gagatgatea
aaggtgetga
ttgtcaatca
agggctatte
attocagocaaa
tagaaactgt
ggagaaatat
attggeatcee
tgtgtctcag
gagoatgekt
agaggagact
gocaaagack
tgagogatgt
goatggagaa
agcaagaaga
gacatggtig
aaaagatgag
ctegttaaca

tttotttggg
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tocaggoatgt
gaatgoagag
aggaagggat
cotattttta
accacagtgg
agtaattaca
agoectocta
gackttbaast
ctaatagtta
atcacacttt
aacagotagt
ctttgoagta
aascgtagat
aggtasaaga
gagtgaaaga
ttataagect
tttggatttg
tatttattat
cttacatggt
aggaAsgIag
ctgaggoagt
ggaagggoat
ttootaaats
gotatgagas
ttggetttea
gatctaacgt
tagactggag
atgazazagg
gattotgtta
coaaggacaa
gagatggaaa

gatatattaa

toacaaataa
ctgcaaaggt
geacagagak
aaaaagtgat
acttgechtt
acagtaactt
gtcagotgga
gteacgaggk
acagtcacas
acagataatyg
agatagagct
ceoacttgtet
tggagtggga
ttatgacagyg
gaacaaagaa
cagettocto
aagtactata
gotottcket
gggatttaat
aataggagtg
ggeatttgaa
ttcagoaagg
aatgaacage
caaategoac
cttggagtga
aagtgttagg
goggacaaad
ataatggcocca
tatcttgaasa
gtteocattgtt

agaggaaagq

gttteocagata

7800

TEED

1820

7980

8040

aLoo

BLl&0

8220

B2g0

B340

a400

B4 &0

B520

B5g0

Ba40

8700

B7a0

BEZD

gEED

g940

2000

30a0

120

180
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2300

9360

420
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2a00
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ttttttaaat
gagaggToa
tggtggtace
goataagtaa
taaasggtta
gaattattga
attttcaaam
tgtogaccoo
gtgcacacaa
tgtgtatate
aggtggocte
gattttcaaa
aatataaakk
agaaattgtg
gagtatatca
agacagaaaa
atgtcagaag
agtgtgoagg
coaggttata
Agetgacgga
asacagaaakt
ggtttotota
tototgttet
tgatatocaga
tttactocaa
agttaaaaas
gaaataagag
cttecattas
caaccagata
catgoagata
atggtteotgg
agatgttgot

tatcattaga

atctocacagg
ttattatgeos
aaatotttte
tgagttatag
agobttgatt
cattatatag
tgtagtcatg
acagagggoa
gagcttooct
tgtaaagtta
ctgtatatat
accotoagta
tagasatagt
gtetttgagg
atagaacatg
cactgaattg
aaaatatcac
aagattgtat
graggtgoagg
atcbgacgga
gaggtaaaca
ceootagtte
ttocagtttcoa
goaaaaagaa
aaggaatttt
aaaagtbact
cabgaatgat
tattaaattyg
cacaaattga
tocaagtgag
agtatgaact
acaccttaca

ctttectttg
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agttgtcaat
tgtaatggta
caaaajgacs
aaaatettoc
atoaggatea
goatakbgtag
attcatcaas
acagcatgot
ctttggocaa
totoccagtcoa
JECAgaiAAN
atgagatcca
tastagatiet
toctactaag
aggaasacaa
toaccatttg
atgtggetag
gagaagattg
cggtgagata
atatggatta
gggtetatge
cgaagoageoa
agtgaaaata
atatacaaca
tgtaaggget
ctottataaa
caaaaatgta
tgtetgtetg
cateasatgyg
atgggaagea
tcaatacaaa
ctttgacttt

acctaatace

atagcatgta
totoacagga
ttgtectocata
attaaaaaca
stgaatcbas
tebggecate
ttttgactat
cctocacoat
cagatttgac
acgotaggga
gaaagtaaat
actagcaaaa
ggaatccata
cagaatgoaa
tgtttocaagt
tgagactago
gaagatcaca
aagaagagta
tggttggatt
grgaggoaaa
coodaggoda
ccatgtotaa
aattoctttg
toggocagatct
tatttagaag
gtgaaagtta
gaaagtaatt
tgtactaatg
actttactga
ccasgeastg
gaagtaaatg
toctttoctatt

acatgttcat
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gatttatgta
ggtecattgtt
teoctotattt
attttatagt
aacasateca
ttgeatatea
cactghtett
aaggootgbt
agecagtaag
tgeacacteh
tttactetgh
atttacocagyg
ttttEattca
caaatttteg
tgttecatgtyg
ataatgottt
aagctaggga
aaaaaggata
ctgttatate
gatgagteott
tacatagtbyg
attetgtaag
cocaaaatoct
tgtaaatagt
ttaaaaacaa
taataagaas
tggtettetyg
atotgttgaa
aagteoagtit
cagatattca
aaactaaatg
tcaacaaact

getgtatget

tagagataaa
atgoctgtaa
ttcaaatgoa
ttggtcactt
gaagggtgag
tboocaattta
aassaggtag
ttcactgtgg
agctoctocac
goaacacteh
atctgoaagt
aactoctotag
teagecktatg
tggaactgta
acagtcasaa
cttecttett
gocattagoag
atggctagga
ttgaaagtas
tCAggTaAaTA
cAAJaAaBBAAA
tetttetgac
gatgoattta
gatcagatgt
gtcatcottg
aatattggaa
agqaagaatge
tEgoacagty
amctgggatt
gasaggatgg
gaaaatggta
chetotoatt

ccataattto

9720

aTE0

9840

2800

95&0

10020
1pgan
10140
10200
10240
103240
102480
10440
10500
10560
10E20
10€80
10740
10800
10860
10820
10830
11040
11100
111&0
11220
11240
11340
11400
11460
11520
11540
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ttaattgaga
gatgottatg
tegotgtaca
atgbggataa
cocatgattt
ataggaaaac
tacctocagag
tbgaacktatyg
tocacabtggoa
tctaaatetyg
cactcatcag
ggacattoag
ggaggassatt
atttagatat
acaagactgt
ctactatgoa
cagacccttg
tamnntatta
aaacackgat
tgoactocoa
tgtaaaaatt
gtgtgacata
tetbgaagas
ggagoacaat
aatbggoaaa
gacagtattt
cgaaaatttg
gaagagattg
tatgaacatt
tgatgtaats
atttttttaa

atatggatac

aaacattatt
tatatatgga
gtttaackte
azatgggaas
cagttgotgo
agagggaggy
aagaatcaag
aatoostote
cataacaaga
totaaccaca
gtgatgcooca
tgagocactg
tgagtagtta
ctgttctgta
ctaaatccaa
gaaggeactg
agggteccty
Ltttattaac
gooaccttag
atgaagaagg
gttaatitta
tgggaattac
aagagottas
ttttactbgg
catttgteaa
tttgoaatgg
tgtcotocaac
atggtgatat
tagaaaaate
aaatcatgea
tgatcaaaaa

attgtagaat
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taaccggtaa
ggectgtaga
agageaaast

grttgtgate

tactcaaagg
aatttgtete
ctgagattet
Etocttasaa
LEEEE R
gocacagooa
goagoctgge
aaaaagqatgo
caatactagy
actbggtaca
getacaatca
tgotaaatge
agqaccottta
taktgttgasa
cabgaagaas
Aagaaaaagso
ctaaacctog
acattaagca
atgactgagt
aagagacatt
aaaagaatga
aaaaaatttg
cgtgagettg
taatgaaagt
tacaactoag
cggggaaatyg
ctLttttgta

ggttctatca

aatattgtct
aggaaaggaa
tatagactgg
cagtoaacag
actocccacta
ttagaggttt
tatgtaggea
agoatatgga
gagtateatg
cagocacage
acagatcact
caattttgte
ctttgagget
aataaaatge
aagattattt
ctgaggtgge
agggagttca
tttaacttan
ggcagtagga
cagtttoacyg
acotttgagt
tgtetgotge
tgocagetga
gataaactgg
ggcaagetig
acttttcaaa
atagtgtttt
gactttttaa
ttaaccaata
atccatteaa
tatttatogt
cactaagtaa

62

tgaaattetg
aactatttat
ecacktagat
Egactatgga
aaacaaattc
cagaaggatg
attagagage
actaagaatt
ckgobacaaa
CAagoCaago
coccagaattt

attagaggaa

ctattttotg
ctgattggat
aacaacaggt
ggttctcaaa
gtactatttt
Eggoacasss
Ecanatttta
tttgaagtte
acatagctta
gtactgaggt
actagttgat
cagatggtta
tegettoaag
goaatteoatt
aatatttgaa
ttatattgtg
ttttaocaaat
agtactagat
gtacaacata

catatgcatt

taagacagga
acatteatte
gtatttgggg
caaatatEtt
atacgtgtct
ttttgttaca
atggtaccag
ttgataaatt
tataactaak
agtttetgge
tgagacacca
agttaagttt
aatcatttta
gotaagtcaa
actgaaataa

gtgggagcoa

cacaatacac
geaatgebag
ataatagtca
ttgatgaago
ttaatattct
attgtatttg
tttatbgott
ttoatatebg
aaaaacaackt
ttgocttttt
gacttttctt
taataaaatqg
tactaataca
agaatcgtga
tttttttgaa

accacacata

11700

117&0

11820

11880

11340

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

127ED

12840

12300

12360

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560
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cottettteg
taagcattaa
tgaaaatttt
ataaccacca
agattatgkyg
ggttoateca
coattgtata
attctattec
tactgattkc
gtagttcotat
atttacacte
tgttatotet
tgtgagetga
goatktttca
toatttgooo
atatttcaga
tgtcttttta
toccogtttat
attgooccaaa
taagghttta
taagggtakta
acagagtect
atgtgtggat

cagtaccatg
tgatttoate
tgoatacaaa
taaggattge
ttetkotaat
cagtttteoag
Etatkkttat
cttattagtyg

actgaatttyg

taaaatoatyg

tgtgttgaga
ctatagtcac
aattcottteoa
ttcaactote
gtattbghtt
catbgtoaca
tacctaccac
ttggotgtta
attttocttg
ttttaatctt
ccaccaatag
tobbttbttyg
tagoteakbg
tatacckgtt
attttttaat
tagtaactte
ctotgttgat
ctatttocac
ccaatgboat
catttaagte
atttoakbat
ttoattactyg
ttatttooga
ctgttttgat
cttgttette
ttttagaatt
attgaatetg
ccatgaacat
tgttoagate
tettatagat
tatagaaatg
tttatctgtt

tcatctgtaa
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acacttaaaa
cattttgoac
tocaatatcte
tgeteotgag
ttatghatet
agtgacagga
attttottta
taagtaatga
gatatatact
ttgaggaage
tgtgeaaggy
Aaaatagoca
tggtitaaat
ggaocatttct
tgggttatkt
ttatcagatg
tgtttocttg
ttttgttgoe
ggagettttt
tttaatagat
totgoatakyg
tgtattatka
acactttatt
gactatagct
ttgttcaaga
getttttcta
tagattgett
gggetatekg
tttoacatkt
attgkgaaag
ttactgattt
ctagoaattt

goaaggacaa

tctactcaga
aatagatttc
cttaactctg
ttcaackttt
ggatoakkbtt
taktastbatE
tecacttats
acatgggags
tagtagtgga
ttcatattat
ttocootkittyg
tectaacate
ttacatktos
atatotkott
tottgtbatt
tatgoaaata
goagtgoaga
tgttoccaat
cctatatttt
tebgagttta
gatgtocaat
geasatbkgt
cttttacatt
ttgtattatg
ttgotttgge
tttctgbgaa
taggtagoag
ttocattbate
ttgtttasat
ggatteoktt
ttgtatgttg
tttgttgaag

tttaactttt

63

gattttoaaa
ttaaactcat
caccctgooo
ttagattetbyg
tattaatata
EEtEkaagga
cattaatgga
ccagatatte
ataatataat
tttccataga
tocacattet
tttgbgoact
ctgatgatka
tttamaantt
gaattgttkt
ttgtctocca
agctttttag
ggagtcatat
cttocagtag
tttekgtata
ttteccaaca
gatasstcas
gotttatgte
ttttgaggktt
tattcatagt
aaatgacatt
goacattoga
Egtgetgtet
ttatttotag
atttatttet
actttgtate
totttagogh

tosttotoaa

atacaataca
toctactaac
acaaccocctg
catataagtyg
atatscktaca
tgatageoatt
acataggtog
tggctoaaca
ggatcacatg
gggtatacta
caccaacact
ctatgoctte
aagatgboaa
tatattcagg
agttacttat
ttoccatagag
tttcatgtaa
CcCcaaaaaatc
ttgtacagtt
tgaggtasas
acatttaaag
tttactgtaa
atttttatge
ggtagagtga
ctattgoagt
ggaattttga
acaatattaa
tcatgtttta
gtottttatt
cagattgkte
ctgoagottt
tttcotatata

ttttggatge

13E20
12ea80
13740
13800
13860
13520
13580
14040
141400
14180
14220
142380
14340
14400
14460
14520
14580
14€40
14700
14760
14820
14880
14540
15000
150&0
15120
15130
15240
15300
15360
15420
15480

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
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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

64

tttgaatocga
tetttgtatt
gtgagtttgt
taagggtttt
agatggttes
gtgtgtgatg
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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ttaagtteott
taccagoagg
gactttttga
tgeectttete
tttgbgttet
bgttettgga
tgtatagttt
tttgotgtge
goaattgttt
tttcctaggt
catettgagh
ataactageoc
gtoaastteg
totgttocat
tagecttgta
ttaggattgo
tttctaaatc
ttoggettggg
tgtttttoca
aaagatattt
taataggota
tactocoacat
ttatattgca
tttaacotto
aatgtgatgo
tttgettoca
atttgatagg
tattgattet
cttteatoag
ttactaggtt
aagtttottg
ttaaattttc

tacctagtat

tgagaagttg
atataagtgt
taatagoett
toctaattatt
tttgaaaagt
tegttgattt
goasatattt
agaagctett
ttggoatott
tttettoctag
tgatagbogt
agttaccoag
teasatatta
tgatotatgt
gtataatttg
tttgactatt
tgtgaaaaat
cagtatggteo
tttgegttat
cacateckttt
tgttaacatyg
acogoooaac
tatttcttaa
attotanaat
coctgggtbtt
tatgaatttt
tattgcactyg
tebaatocat
tgttttatag
tetgtgtatg
cataaaaaac
gatgtocacac

tatttitaat
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ctaaactgct
tececttttet
tetgactget
agtaatgtoyg
gtotgtttat
asagkbocth
toagqooatta
tggtttaatt
tgtcatgaaa
ggtttttata
acatgttgaa
caccatttat
gttggttgea
gtattotttt
aagtcaggta
tgggctgttt
tacattgata
atcttaacga
ctgtocattet
gttaaatgta
ataacaattt
caaacacatt
caaattattg
aaaagtgatt
attcatttta
acaattgtot
aatgtgtaga
aageatggas
ttotacttat
tgtgtggeta
teoctacacttt
ttacatetot

aattttgtet

tgocacaatg
ttgoaaccte
gtgatgtagt
ageattbbtt
gootttegta
atagattatg
tgtagattat
agatcoccatt
cctttgotaa
gtttggggtt
AggaagIIgt
taaacagbgt
gotatgagge
ttasccagta
atgtgatgac
tttgottoca
atttgatagg
tattgattet
cttteatoag
ttootaggtt
aactttettyg
ttaaattttt
tacctagtat
tgoatattac
gttaggattg
tttotaatte
toggettggy
tgbttttaca
asmgatattt
tastaggata
tacteocacat
ttatattgoa

tttaaccttco

65

gotgaactaa
accagoatet
atctcattat
cttacactbg
cattbtttaa
gatattagaa
ctgtttttta
tgtcaatttt
ggoctatgto
ttgcatttaa
coagtttcaa
tttoctoatt
tttattttgg
coatactgte
catgggttta
tatgaatttt
cattgoattg
totaatocat
tgttttatag
totgbgtgtyg
cataaaasaasc
gatgtoacan
tatttttaat
catgaaaata
ctttgocaat
tetgaaaaat
cagtatggbe
tttgegttat
cacckaatkt
ttttaaaccty
actccacaca
tatttottaa

attctaaaaa

tttgaattat
gttattbttt
ggttttgata
ttggetoatyg
tgggactgtt
atttgtoaga
agkbgtttat
tgtttttgtt
cagaatggta
acctttaate
tettotgoat
toctgtbttt
gottotobgt
ttgattootg
ttotttttag
acaattgttt
aatgtgtaga
aagcatggaa
ttctackttat
tgbgeggata
tobtacacktEE
ttacatettt
aattttatect
ttagacaggt
tgggotgttt
tacattgata
atcttaacaa
cEgboabbtE
gttaaatgta
atmacasttt
cacacacgtt
caaattattg

gtgatttgea

17520
17830
17E40
17700
17760
17820
17aan
17940
1EQO0
1g060
18120
1g1a0
LEZ240
1E300
1LE360
1E420
1g4a80
18540
1600
LEG6D
LEVTZ0
1E7a0
1E840
18900
18560
19020
18080
19140
19200
19260
19320
15380

19440
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tattaccctg
gttttatact
cetecettta
aacaaagtas
gaatttatca
gtttattaaa
atttacgaaa
atottaattt
Ecactotatt
caaaatcaat
ttctaatact
aaatttttaa
aasagatatas
agocatggoa
ggtacttgtyg
ttgttgoact
aactttttet
tggacaaaga
ataattgatt
agacctagtyg
cttagcagtg
tacagtggec
goectocagaat
ckaatkbbtg
ctockbgacat
agccactgtg
acagctattt
ggaattatte
cggactttgyg
ggtgtgtate
tggecagaata

cttgcactta

aaaatattag
ttoatatgtt
guagttatbyg
asaaagtbeca
tttgagttit
atatteoctca
atagcacatt
aagtetgaca
ttttgttgtt
ttattatttt
gtaaatagtyg
gagtgtaaag
atoagoatgh
tatagttacg
agoatgtaac
tttegtggea
ttataccttt
acaggggett
atgaagoaca
tgtgtegett
tgetitttttt
caatctogge
actgagtage
tattetEagt
caggteatet
cctggotgee
atctagcoaaa
atgatatctg
asatgasana
actaaatttyg
Fagtggggaa

gacttggatg
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actactttaa
tttatgttac
taagatagat
bcaghagagt
agbtctattgt
ttttectoat
ctaatagatt
ttaaataaat
tgggasagta
cagtttaaaa
ataggtataa
gagtoctgaa
tagoattoat
tetecactgag
tttgttaate
ecctoctgotaa
tattcatgat
atatatasts
goegbaatas
goatcaggaa
tetooooceogo
tcactgoaac
taggattaca
agagacaggg
gocaacotag
ctttttagta
ccaataactt
tgecatatet
taatgagbga
cacaatgaaa
aagtacoags

agaaacagtt

attggactgt
toattageoct
atgtbggbga
ttoaggtikte
taaacagaaa
tatttatctg
taattcagaa
ttgoaaaaat
caataatttk
ataaggattk
ccoaactaaa
ataaaaaagt
caattcagtt
Soaccactth
aactgttcag
atctogttag
atttataagt
atttatttat
goagassaca
ttoatgtitac
acaggatctt
ctocacctoo
ggogoaages
tttoatcakyg
goctoccaaa
aatacatttt
acagottbtt
tgaggaccca
tottggggaa
cataattaat
aaagacttag

coccgoacag

66

gtacttactt
ccttttottt
goastggtta
atttttacaa
tgttcacaat
tgtgaggoca
goagttataa
gtassacagt
tatgasaata
taaaattttt
ccaaacteott
taaacaacct
accatcattt
gaaactoooa
ggctatateo
gtagaccaas
ttggtaattt
cketbgaaga
ggtttatagg
catttggoaa
gototgteooe
agagttoaag
Aaccacadcddaa
Lbggocagaan
gegobgggat
gocatgaccat
aaaggcttaa
ctgtatacct
tetacaatgt
aatagaagaa
aataccagot

goagatgaca

ttactagtga
cagotaaaga
atttaaatat
taacctgtaa
tatgrgaaaa
ggttttattc
aaatacagte
atoactetbo
tattatttaa
tcatttcocaat
taagattcte
agaaaaaaac
catocctaaa
coctgtgeca
caacatgget
ggggtcagtt
acaaaggtct
aacaaacaat
taaaggggga
tatgaatttg
caggstagag
tgattoctogt
gotaatacag
tggtotogaa
tataggeatyg
grggrtgttt
tgaatagcat
gatattgcac
AacAatagaas
gtatattate
ctectcaata

gggttaggta

19500

13560

19620

19680

13740

13800

198&0

13320

133980

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
gggttgaggg
ctattagtga
gaggatgana
tattcagtgt
ggotbatata
ttgtgagtag
gotgacttaa
acgogagtgt
aaaagcacat
gagtatacet
cogagaaggt
Aagaactecyg
aagecttoca
toaataaagy
ctaccoggaa
tgtgaaaaca
cagatatgta
aactatstgg
cttEgggtet
catcaatett
taammatcoca
tgactetityg
catcagttcoc
aacaatgaad
AgATgagoca
eotggetitt
caaaatatat
tattgtteat
teeggaggge
ttocagatgat
ttttgaattt

tatatggatg

cacgtaagta
aatatgaaga
aatctttaaa
acataggett
ccbgesttaa
aamsatacaa
aaactattga
taaaacaaat
ttaaagtttt
tgaatacctg
ctbtgakage
aaaggaatat
gtgactitte
gagcaagoag
caattatgat
tttocatcaa
tgtttgottt
ggoatatagt
aagactaatyqg
ataccaaast
ccbttaaata
ttotgaataa
gocaatatge
agtgtacteca
ctctggaaat
atttacatgt
gtocaatataa
taacatcaga
tgoaaaagoa
aggtggaagt
tettttettt
ataatcagga

gatagatatg
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ggagocacte
gaggaccaca
gaaattgtat
taaaaaaaaa
agaaagoakt
acaaaaackg
ggtaaaagasa
tatgagaatt
ctataaacag
ctttgagtat
aatatgtgtt
cotgacetta
tttgoagatt
attagqgtatyg
ttttctagga
acactgatat
totghtetta
totgocatte
cacagttata
asattbgtga
acaaatgeka
asatgggaga
gtttatattt
ttgaaagtgg
tatggogagt
gaagaaggta
cagtbgatte
tatcaggakg
gaaggaagat
ttagagacag
atatattttt
aaaaaagctyg

tggcatcotaa

gazatctgag
acttgaatoa
tggtgacaat
chtaagaaaa
ttaggoakge
teatatacas
aaacttgttt
ttgtttatge
gaacaaggtg
ttgacttgga
aaaagtcbaa
agggtigbga
ttasatagoa
tagttocttt
ccktttocaa
acaacttget
tgtotocoott
agagtaatte
gehgeattte
actattatos
acaatgoatt
ataactgktag
tgtettgaaa
ataaggaata
tcagtgaggt
aaagaaataa
accoctgoas
agagacckhtyg
ttagtttooa
gaatttggtyg
atatttctga
tactgatggt

gaggaaacco

67

tttggtgtgg
ctgagggeos
aacagagans
aaataataaa
maatatascca
Atgaggoans
tagaagatga
gaaaatccat
ttoctaccaaa
ggaaactaco
cagtotoact
gacctagatg
aactatttta
taataaaagh
ttetgtgatt
atggctacaa
catacaaaag
taatatactt
tttaagcaag
atttacaaam
ttaaaatath
tgttcattga
gatggaccct
tgaagtgegt
gotoctatgta
aagattaaaa
tggtagtgtyg
agotcactat
aattttteat
goaatotcca
aattttotat
tagggaagaa

aatattgagt

ctggtgtgga
ttttitgate
taagggottt
gtaagttoag
tatattocaga
aamagaktast
aggaccagat
gotgttgaaa
aaaaagtatg
atcactagtt
ctaccocoboo
tttottacoa
tggtggettt
atttggaagt
atgtgaatga
tttattttgg
tataatatee
taatettatt
tctatcatat
tgattattta
acctackttta
attgagttgt
atattgacaa
gtgagatcca
acacttoctc
tagtagetaa
ttgtocaaat
ctgtaacaga
teaggagaag
gatggtagaa
agtaagtttg
agtatgtatc

cagoataggt

21420
21480
21540
21800
21660
21720
21780
21840
215900
21%&0
22020
22080
2140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22520
22530
23040
23100
23160
23220
23280

23340



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

agtocaacago

gectantaag
gtaggagaat
angaattass
tagagtatta
tttacagggs
attteoctgtat
tbetatagas
atatbatgoa
ggeatttaat
tttttgagac
cactgeaage
gogactacag

gtttecacogt

cocbooocaaag
tactaacaaa
attatagaca
tatastatot
aaagacctaa
agtggttage
ggtactcaat
caaagtatac
tatataatat
acgtattttt
tatcaataaa
tcaccacact
aataagcaac
tgocttaaage
totttatttt
taaaacagaa
gactttatta

ctgtgettca

agatgcatac
tagtgtggea
dacaacaatg
acttttagat
ttattctcaa
tatatgtttg
ttactataca
goattttoto
attetggeoct
tocacttaaca
ggagtctogo
tocgectoce
gugoccgoca
tttagococagy
tgotgggatt
aaagaagctc
ctacaagaca
aoctagggga
attttaaaktg
ctetgectet
cttaaggaat
taaaacctga
acatgagata
atagetgtaa
ﬂﬂﬂtﬂtqﬂﬂt
taaaaaaaaa
acttttttac
agattgtttg
gaagtttttt
ﬂllllﬂtllﬂ
gatgaataca

actattegta
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gqgttttagaa
gqteatactta
attaaagttt
Aacagaastas
atgggaaatg
ttaatgaaac
ggtagaatet
tatastatag
taaasgqtaca
tatatatata
toctgtegooo
gagtteacge
ctacgoaagy
atggbtotega
ACAggCaAACA
taactttatg
aaaaatgatt
ttttaataac
geastgttas
gtggtaagaa
gaaatagaag
agatgggage
tatttattat
aatatatgtt
tcatcbtttt
tagaaaagaa
tgaagctgaa
ttttcataas
tttaatgtga
tegthbgeoatt
aattatgaat

attctgaaaa

agoggaggtg
aaggagacgt
ttaaaaatagg
agaaaacktga
getotatteo
aaccacaago
catgatacta
ttaactgaat
ﬂtﬂg:tﬂtﬁﬂ
tattEtEEEL
aggctggagt
cattetectg
octaattttit
toctoctgace
tatattttEt
ttattttoct
ttttotcecce
tttttanata
ggtaaatktte
tactgggtac
ttttacaaac
ctoagtagtg
attttaatan
atttgtgtet
gataaatett
accgagtggg
acctttatga
acacacattg
ggagatttga
ctgtttocagt
tttttgtgaa

cgaaatattc

68

tggettttac
goascatttg
gacctatgas
ttaataatga
atcttocattyg
tacatagaaa
aatagcatta
tettghttaa
lﬁﬁﬂttllg:
tEtEtELLEE
goagtggogg
cctcagoote
gtatttttag
togbgatoog
aaactgectt
gaatatgtca
caccaattot
agasssgact
atoctgtaatt
Cllﬂtqﬂill
aggttogoeg
atctttotgt
tttaatttat
aagaagttta
caatcbggaa
cattatttag
tacteocooctgg
attttgaast
asagtggaca
ggttateaag
aagggaaagg
ttgtgtgttt

ctagaggaat
aaaaccctat
tttagaatas
goagaaagta
AdddCagang
ataaatttat
ggatgaaaat
Aaactatbbg
ttagtgtagt
e o o o
gatctoggot
coaagtaget
tagagacggyg
coogectogy
ttocttotgt
ttgatatgaa
ttaaaatgcet
attteoageat
tttataaaaa
gtagetggea
aagtctcata
caattttatg
tgatataaat
tgtoatgatt
actaagaaaa
gtagtgtgtt
acacatagta
atatgotgtt
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

248860

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260
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ctttocatgg
attcttattt
agttgtttag
tgagtggaaa
tatammacta
gacstegtaca
ctatttatoo
aggacttcaa
attttttttt
caatcttgge
coagagtage
tacagtttoa
coteagasta
ggtattttta
actecoaggt
atccctoagt
ctocagotga
aaagatttta
gttaggaaga
Aactgaatga
caatEggaas
ctgtttteca
ataaataaat
agocaaatta
tatacataac
getghgaatt
agttaacaat
tattacttct
Asastdacca
taaattgaat
tatecattgtc
goaagtatgg

tttoctagaa

ctecttaatta
tectaaacage
atttocatat
ttttagttaa
aatttgbttgt
GUacAtEasg
aagagchtage
agtatcactg
ttoccttgaga
tcactgoaac
tgggattaca
ccatgtbggt
ccaaagogat
aagtaccaat
tgootagaac
tccaggtaac
agocaagagg
ctttgttttg
agaattattyg
agaaagggtt
gtasaaktbsa
Aamsagoage
atatttttag
tteoctgttgat
ttcagtagat
tctagocatt
attaggaaga
aatacagbges
aattaotacaa
tektatgtagg
taaatttgea
acagaacatg

ctgtaggget
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ttatctttgg
azaggtaggt
gtgttteotat
cotagbacas
atttatotta
aggettagga
tattkoactka
agectttgge
cggtgtotta
cgocgooooo
ggeatgegoo
cagactggte
gggattacag
ggttaatekt
tatectggtt
caagacagtt
catctataaa
taaggtagta
ggacgotaga
atttbcagta
ttetgaatka
tatcataaat
aattttaatt
taatttoagt
aaactoacga
gtgaaggycca
aaaaattate
ttttbataas
ttgatttgaa
asagasttas
tgttctactg
tagttcoccaac

gtaaagtgge

aatatttggg
gtggagbagt
ttgttatttyg
ttttatctee
gacaattbag
tggbgactat
aagtoctoaa
tgagtctgat
ctoctgttgec
caggttcaag
accaagoooa
tegaactect
gegtgagata
gtbtgetbate
tttageastg
gatccocctta
tcaaaatgag
tagoacttgt
tttotatagt
gagatteatg
catttbtgoas
CcAcaAcAadasa
tgtgtattta
ttattaatet
ggtatgtaaa
agbcaatttg
chotcaaaaa
taatgaaatg
atctttattyg
atttatkttt
aaagtgggaa
aattaaattg

gtcaggteoct

69

ctaacagtga
attctttggt
atattttott
agttatatat
aggtttagat
goatassteyg
caagttgaco
acagtocctta
caggotggag
caattotoct

getaatttig

gacctoaggt
cagegastagy
ctagaattans
caagtaaggt
cotagaattg
atctatgtta
aaacttcoaaa
gtoaagoatyg
bacaatttta
ctaactttek
Ettkctatkg
agtaatgoca
atatatttgg
gtaattaget
ttatgttgtt
ataggattte
cttaactata
ttotocacans
atttgoceat
atagtagcaa
atactgcaaa

acatgoottt

tgctatttgt
attttgtace
tgtoaaatta
ttaccattoa
totatebgga
tgatatgbas
cattoattas
tatacagaca
tgocaatggog
goctoagect
tatttttaga
gatctgoooa

cocoatitaa

gotgactaac
gtgocaggaa
aaaatacgtt
atatatttta
acagaatttt
ctaaaagtet
taatataaac
ggoaacatte
tttocaggaaa
acaacaaaaa
tgggaaaatt
cttagtatta
tagttatatt
Caajaaaaca
atgtttagte
tttactgoac
tassaacgot
atatttgbea
gaacgagatt

gaaattttet

25320
25340
25440
25800
25560
25620
25680
25740
25800
258&0
25520
25530
26040
26100
26160
26220
26240
263240
26400
26460
26520
26580
26640
26700
267&0
26820
26830
26540
27000
27060
27120
27140

27240
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gagtocacaa
ctetagoass
teaggetatt
attgaggasas
cagoctacag
tttteoctaca
tatcttttaa
casccagaka
toctaatgas
gatttatget
tgoctgaatg
ccatttggaa
gaatttgass
goagoatgas
caactgtges
acagatatat
ggtcacaaac
tetkatoasag
atgastgasg
atttggooca
gtoctgattta
tatttetata
tagaggatas
atagoasaghg
acactgagtg
teatetotga
gageettttt
gettatagoa
aggagttaca
acaaaaatta
tggooccagga
aatgaagtaa

tteattater
atttataatt
attatactgg
gaaataactqg
attcoatattt
aagtgtttgt
aaaatgaaag
tootattbgg
tttgeaactyg
ctgocactgt
catcatccta
acctttgott
taccaattte
acaaagaacc
aactatgaat
catctgecte
ttatttcata
ctactcaact
atgottgtgt
cagaccttaa
toagaagcac
tetgtaatto
ttaatgoaak
gaaatactga
gaatagtaac
atagtcagga
ccagtgotat
tataaatcca
gacagotegg
goacacectyg
gtttgagget

gaccctgtct
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aacccactte
ttatttgtat
ttootacsas
amtcagoata
tgttatttta
aaaatagaga
atgtagtgaa
gattggotaa

gettgetita

ggcataaggt

tttaaaaagg
cctgtaatta
gagatgoaga
tgggttttga
goatgatttyg
coctgggagte
gagttagagt
ctgocactgt
tctocatasas
tttagtgaas
taaaaaatga
atcagtaaca
ttatasastg
gaaaatgtas
tgatatccaa
gttttttaaa
aatttgattt
geactttgag
goaatgasta
tagtoctags
geagtgaatt
caaaaagttt

acoctgotth
ctgatacaaa
acaacactes
aaatagaaktt
ttttaattag
attttcacac
actaaacaag
gattotttaa
ttoctotgoa
cactacaacc
alaagcacac
gaattatgtt
atcaaaaaaa
tttggagtca
aacatgrtge
ataaggatta
acatttttag
agoacgaaag
ttttatotac
catagtttag
tagtagttat
atatgottta
gattttbtgot
toottatgga
aaatctggtt
aaattaaatg
taaaaaataa
aggatggggc
gagoaagack
tacttaggag
atgattgeac

taaaaaaaat

70

aatccagtta
accacasaca
cagacktttga
tocAABCOag
ttttgattte
aaaaatccag
goagoatatg
tttgocacaa
tgacchbgatt
actagaaaas
gtcacaaagt
ccatettttt
Asasscaass
gottetotgg
ttaatttteg
agtgaaatgt
gettttcaag
tggocataaa
acasacatgt
tgcaaagtat
tattaataat
acatttgooe
tattacttag
atggactgga
accacctett
aattgtttgg
actocaggeo
gggagtatty
coattacaaa
gotgaggoas
cactggacste

taaaaacaco

attgagtcaa
tagtttcaag
gatgttaceca
tagegaaaktk
agagtgaaga
atttggggat
ctgoagoaga
toagtoattea
gggectetta
cactagogea
caaacatcag
atgtttttgg
cagegaaaca
gtttgageeoe
aagrootoge
ttagtgoagg
ccatacagto
caaaatggaa
gacaggocag
atcccacagt
ttgtattact
cactgagtag
attaggtaas
atgaccattba
catgacagtyg
aataatchot
agatacaatg
coctgaggoo
daatgaaaca
gaatateget

cagtgtggge

ataaattcca

27300

27360

2T420

27480

27540

27600

2TEED

21720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

2B260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

2BBED

28920

28880

29040

29100

29160
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attacactat
aatttaaaga
actgattagt
aaaccotggh
aastACacAR
battetttet
gotgasatgyg
goctgaaaata
agacttocaga
totttoteoat
coagaatatt
ttgagaatat
astgobgath
caaggtaact
tgteatatgt
ttotocctaga
tatttaaaaa
attgtaacca
ctttboatag
acaakobtag
gaatttattg
agacttotas
totggacgta
atacatgagyg
ttatgecttg
CAQCAGoCCA
getgagteas
ategacttet
goocARaAga
tgocasgans
atccctgtogg
gacatttaca

catgttocag

taattgtaca
tttggaacaa
tagagatagt
taataagate
gtotaceatt
ttatttectyg
aaatcagott
aaaagcatta
tgaggcotttt
ttactgtota
tggasaaagt
gtagetbtta
stgooesaag
astaatttta
tgaaggbttt
gaaaattttt
gttacacact
taattaatot
atcttcattt
scatteatga
agetagatat
geagtgacca
ccagotgttyg
gtacctcaga
accagaagaa
gtgttatoca
CTCAZCARGE
atgoocaggt
atasggoagg
acttacttat
ctoctecacat
tcaccacaga

gttctgagat
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aaatagatac
asaatgtaaa
taaaatttaa
atctbagata
ttteaagggh
tacaaattas
tagatgaaat
agaaaaaaac
toggtttttt
atattttctt
aatagqtattg
agatgtcaaa
ttacagttea
totaaattgk
ctgtaagcta
ttaaatatte
aatttatgtt
ctgaacatta
tottbotatt
Eagebatans
tgatgagoca
tgagasatca
tgaacctgac
ggttgctecag
tocaaaataac
AagCagagand
tgeccatatt
gagegacakt
gatgtoocas
ggacastgoa
caaggttgaa
aagccttace

gectgtocca

atgatttatt
tgocatoctag
tctgtoooat
atttcataat
gtaagtaats
tgatgagatyg
tasattbott
aattgtggga
agttgttett
ctgtttoctoa
ccaatatttt
accaaaattt
aamgattaaa
agotagtast
tatatatcac
tatttcttaa
ttttttatatc
tttgotaatt
ttctaggaag
seogaattas
gatgaaaaga
catagtascs
attotggaga
ccacagaggt
tcacocttate
Aagaaacoac
cagetaagea
AcACCAgoag
tgtgacatge
tacttebtgtg
tcacacatac
actgotgetg

gactatacct

71

catttttatyg
aattgtatat
ctgaaatgaa
taatatgaag
ttggotacat
tacactagas
totttocaaat
aaaccacatt
ttttttectt
cactocaatt
atttotatet
tatatgtttt
ggaatagata
aattaasaca
attoaatttt
aaataagaaa
gttttgttac
catttaatta
gaaaattaga
Acagkgatga
ctgaggaats
taggggtgas
ctgatttcaa
taaaagggga
atgatgeottg
aaccactteoo
atocaagite
gtagtgtggt
acooggaaat
aggeagatge
agocaagoett
ggaggoctgg

ccattcatat

accaaaaaat
ataaacccat
cootgtagta
tatatggsta
gtggatbgac
tEgasttata
actaaatctg
ttcttttaat
ctacagtttt
atataaagta
ttbgotataa
caaggattaa
cagatektast
tgaagactas
cttgtatate
acgtcoatatg
tgttgttott
ttatgagttt
ggaggtgaac
cEattgggte
agacacagac
ggatggogac
tgocaatgac
agcagatcteo
cococtgotact
tactgaagga
actgtcaaac
cckttoocoag
ggtatcaate
cassaagtge
RELAL ALY
GACAQTAgEL

agtacagtec

29220
28280
28340
25400
25460
£5520
29580
29&40
29700
28760
25820
29880
29540
30000
30060
Ip120
apian
aoz40
30300
30360
30420
30480
30540
I0DE00
J0eén
30720
307a0
30§40
30500
30560
31020
31080

31140
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coacagggos
teatgtaget
thoccaagag
macastgbtt
tttoccaaaa
attcotattg
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
aaacatEEEE
tgttgaaata
tgcaatgtaa
attgtgggtyg
atcasgetie
goasaccata
aaaactaaaa
atatgtaaaa
caagcatggo
aaggagtgta
aaaacaaact
aaaatgattyg
agtatttgtt
aagaagtaaa
aatasatgek
atgoaattge
agectotgea
gggaatangg
aatgaaacaa
taatttttca
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
cttaatatcoc
tgtegocagg
gottcaggcg
catgocagge
tggtctogat

caggtgtaag

ttgoectge
aacaaaatca
aattgactgg
acaggatggg
aaaataagaa
gaattgbgtc
atactaagca
gaaaaaateca
attEEEEgEE
agaaatttaa
gacataaagt
tacactacac
totaaagetyg
aaagooctth
cattacogga
actttaaage
aaaaccttto
gaaatcatag
agtEEeEtag
ttcacaccca
attttgtaag
aaataagtit
cagaacatag
acogotaaas
aagaagaagt
tcagaagaaa
taaacatcat
ctagagtgcoca
atteocogtge
taattEEEEE
ctectgacct

coaccatgoo

72

ctgacaaaga
tgecttages
gocaatasag
ghatggatta
gaatgettaa
agactgttta
ttgaatggcot
gobggatttt
gtttocttaaa
actataagca
tgataaagat
actgtgtact
gqtttaatgtt
tatacctaoce
atataattgt
gtttgoacag
ttocaccaaat
ctggttoaca
tgogtgcaga
acttggtttt
ttgaagcaaa
ttgtttcaca
AcAgasgass
gasactttat
ttcatcattt
aAagaagoaac
tecatttttgt
gtggogogat
cbtcageataa
gtattttage
egbgatecag

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
agagacgggg
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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gagagoattg
gaatacttet
atttoocatt
tetetetett
tatttgtaat
getacataat
tgtgtgtttg
asatagotas
agocattatt

tetgtggatt

cttetgbtat
cattgtaagg
ttatgtgetyg
aaagooccaac
aggcaaaggt
togatgagog
tggaaggaag

ggactagetyg

ggatatcotoo
cattttttaa
tatogoagac
goaggaagga
agatgtttga
Etagktteat
gqaagactate
atacckcast
cactagtatg
ttttocttea
CAAACACOAR
agagottage
agatatagag
tcagaaatat
tcatagaget
agagtgatat
gaaagoaget

ettgttate

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 19
tcagggcatt ctttccattc 20

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 20
cataatcagg gcattctttc 20

<210> 21
<211> 20
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tgaaaaggtt
aaaagcttaa
cttttttagyg
ctatgaaaag
tagattttet
atasagtate
ttactattte
cagtotcaga
actagttgtg
aagtttaata

cataaaaatg
accactggat
agggaaacat
cocactggeot
gtgtatttga
gtgageatta

cttectetge

tatgaaasag
aactttgaag
aagcaagott
ctagaattga
getactttge
atcagtgtag
acaacageot
atgboatttt
tatggoagtt
aatttatttt
atctaaacoa
caaatacate
atccooctteo
tggooctooo
tgeatcatgg
tetttacatt

cattcaccca

73

aagaatotea
ttagctttaa
aatggectgat
ghtgtttaaag
tgetatggte
aasctaatte
gacascattt
gqotactttag
tatatttaac
cttggatteo
ctetgtatac
agoattgggt
cottatthtt
cttaggotgt
aaaataaatg
tecagettga

ttogectaag

totcagtgaa

cttaaatagt
aattttaaat
ttcaacatgt
ttctocaaga
aattcasage
atatagecas
tggocacata
tetatteatyg
tgatagtgtyg
tgtgaattat
atggagattt
tgagaagaca
gactooocat
acatgggtgt
goatgtbgte

tcagtttatt

33120

331480

33240

23300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

3izpad

33900

33960

4020

34080

3409%
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 21
cctttaatct ttggaactgg 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 22
tcatcaatat ctagctcaat 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 23
cttagaagtc tgtctgtgtc 20

<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 24
cctgetggtg taatgteget 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 25
atgtaaatgt cctcttggtt 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 26
tggtgatgta aatgtcctct 20

<210> 27
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 27
ttctgtggtg atgtaaatgt 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 28
aggctttctg tggtgatgta 20

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 29
tggtaaggct ttctgtggtg 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 30
agttggtctg tgctcacata 20

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 31

tgttcagttg gtctgtgcetc 20

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 32
gcatgatttt gttcagttgg 20

<210> 33
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 33
tataaaaggg ctttgtaaaa 20

<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 34
catagcagca aagtagcaga 20

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 35
gctatttttg gctatagaaa 20

<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 36

gattgaggta tttagctatt 20
<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 37
gatccatacc tgtaggacct 20

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 38
ccagagatcc atacctgtag 20

<210> 39
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 39
tgctaaggat agctgctgtg 20

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 40
ttgtctttag gcctggatta 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 41
ttagaagaat ttgtctttag 20

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 42
gtgaatttag gctccttaga 20

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 43
gctgtatggg tectaggtte 20

<210> 44

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 44
taacagctgt tttccccage 20

<210> 45
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 45
tttcatccac tgtaccacca 20

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 46
ttgcactatt tcatcaacag 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 47
gggtggatct ggttgcacta 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 48
attgcgtggt gcttcccate 20

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 49
tagggtccat cattttccat 20

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 50
caatgagtac actggaactg 20

<210> 51
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 51
aactcgccat aatttccaga 20

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 52

agcccaaata ttccaaagat 20
<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 53
tcagcatttt aatcctitge 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 54
attttccttc cttgaggaga 20

<210> 55

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 55
agattgtgtt cacctcctct 20

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 56
aacccaagag tcatcactgt 20

<210> 57
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 57
ctggctcatc aatatctagce 20

<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 58
tgtgtctgat tcctcagtcet 20

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 59
tatgtcattg gcattgaaat 20

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 60
aaggcataag agatctgctt 20

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 61
actcagctcc ttcagtagga 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 62
ggacatccct gecttattct 20
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<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 63
ggcattgtcc ataaggaagt 20

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 64
actttttggc atctgcectca 20

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 65
gatgcacttt ttggcatctg 20

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 66
cagtcgcatt gagtatgagg 20

<210> 67

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 67
ctetttgtca ggcaagggea 20

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 68

gtgctcacat agccacatga 20

<210> 69
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 69
aagaaaggct aaggcatgat 20

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 70
aaatacgtag ctcttgggaa 20

<210> 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 71
caatcactgc tactaaacag 20

<210>72

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 72
aaacatagcc attcaatgct 20

<210>73

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 73

gtgctatggt ttgcattcaa 20
<210>74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 74
gttttacata tccaaactat 20

<210>75
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 75
catcaaccaa gatttggtga 20

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 76
gaggctatag atcttatctc 20

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 77
tagtgagaaa gaaagtttct 20

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 78
aatgctctca agaatgatgt 20

<210>79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 79
acactcaatt ctagcttttc 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 80
catctattac aaataacatg 20
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<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 81
ctcttggaga aaaccatagc 20

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 82
tctacactga tgatacttta 20

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 83
cacagctttg aattgaatta 20

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 84
agtcttccaa acacacagct 20

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 85
aggctgttgt gaaatagtaa 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 86
atagaaatgt tgtcaggctg 20
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<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 87
ccaaaatgac attctgagac 20

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 88
ataatggctt atgtggccac 20

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleoétido antisentido

<400> 89
agttatgtga ccctgattga 20

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

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 90
ttgagtgttc ctaaaatgaa 20

<210> 91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 91
atggaggctg gaggttcaaa 20

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido
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<400> 92
tagggtccat ctttcaagac 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 93
tctccagata gaatctaaac 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 94

tccaaatatt ctggtacttt 20
<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 95
tattagttac cttgaggaga 20

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 96
attttccttc ctagaaaata 20

<210> 97

<211> 1170

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>
<400> 97

86



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gagcaaggaac
goctgaggga
gogeagtotyg
cgacgooaga
cotbggoact
ttggeaaage
gasagoctog
cagaaggaga
gggaaagcca
goocctgatta
tttggataca
toactgttga
acattagttt
cagatgttot
aatcaaaatg
gaatggataa
gogagttcag
aagaaggaac
accagottoa

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

tgtggaaget
ctooggaggg
tgoaggetge
goctoccatga
ggcagtocace
ttoccccagttc
attoacoang
taatectgat
acgacaaget
tgtetetget
ctactgaate
cgaaatagtg
gacogggatt
gaagggatgg
gaaagtgatg
agaacatgaa
cgaagteocte
caagtccaat
gaggatacdgs

catasttoaa

ES 2652018 T3

gotgotgotyg
tgggttgtga
agoctgocaage
actggggtet
agocageacat
ctgoaaagaa
tgtegttoce
ttaaagaces
geaagaattg
gqUasassaca
aagotaacta
caacctgate
cgtggagaca
ataatteotgyg
ggecctatat
gtgegggtga
cgtgtaatat
tetoagoace
cataactage

aptaatasasam

totgaageoga
agoacgogac
tggaagoaga
caggtatgga
tttetggaag
tcaatoccaag
ctgaasctgga
caggatetat
cteatgaate
getgttactt

caaatggrga

caccocattgg
toccaagbgag
agtatgaaat
ggttaacata
gatccagaca
tteoctcagac
cacatcaaga

attgtgggoa

87

gotoctggtt
cooogoagog
ggagctggag
totttgtoag
tgaggotaca
cotggggaca
gacattttea
toagetgtas
gaccoaggas
caactoatea
tttgotggan
ecctecaactgyg
ttggcaacca
tcagtacaaa
ctgtocagtyg
acggagettt
gaacatattg
gattgacaac

cotgoattoa

gggtgtgatyg

ctetgoettt
tcagagtcac
gtottocttaa
ccagetacte
agttettctyg
tgotactgga
tatgctaaas
tggasagast
tatacotaca
casaaatgtt
actttactaa
ccacocaatyg
gaagtaaatg
tactecattga
gaaaagtaca
gaagcatghbyg
cacctgtate

tatgcacata

&0

120

180

240

300

360

420

480

340

600

660

720

780

840

200

&0

1020

1080

1140

1170
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<223> desconocido

<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
tottaacctt
ctactottgg
cttectggaaa
actggacaga
ctaaaaggga
aagaatgeoe
cotccatbbg
aatgttteac

tactaaacat

agagtcttga
ggoactggca
caaagcttoo

goctegatte

aggagataat
aagocaacga
tgattatgte
gatacccotac
tgttgacgaa

tagtttgace

ES 2652018 T3

gagotgogog
gtcaccagea
ccagttotge
accaagtgte
cctgatttaa
caagotgoaa
totgetggaa
tgcatcaage
atagtgcaac

gggattagtyg

gggtotcagy

goacatttte
aaagaatcaa
gttoococtga
agaccooagg
gaattgotca
asaacageotg
taactacaaa
ctgatecace

gagacatooa

88

tatggatett
tggaagtgag
tocaageoctyg
actggagaca
atctattecag
tgaatggace
ttacttoaac
tggtgatttg
cattggecte

agtgagttgg

tgtecaggtet
gotacaccag
gggacaagtt
ttttoatget
ctgtactatyg
caggaatgga
tcatcatata
ctggaccaaa
aactggactt

caagcacdac

&0

120

130

240

300

360

420

480

340

&00
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cocaatgoaga
taaatgaate
cattgagaat
agtacagoga
catgtgaaga
tagoagtgat
taccocooagt
agttggagga
atgatgattc
agactgaagg
tecthggags
atactbgattt
agttaaatat
atgatgatteo
cacagaaact
gtaatcccac
caggtggtga
cocagoggga
gtgagtoaga
LAAAACCARY
cocagatgta
coacggttoa
tgoctgacaa
aaatcatgca
taaaccaaaa
aaatacttot
gataaatgeot
Lggoagtgat
gttttttatyg
gttoaggaas
ctgggaacta
ttgacatnaa

aatatgctac

tgttoctgaag
aaaatggaaa
ggataaagaa
gttoagogaa
agatatcoag
gotattbgta
aoccagttooa
ggtgaacace
ctgggtogag
gtoctgacaca
aaaggatgat
ccataccagt
ggaagebgat
aocttggetat
tttgagoage
atcactggcoa
tgtootttoo
gogtggocacyg
tgocaaaaaa
stbttaaccaa
tgagacagoa
cacagtgoag
aaagaatttt
gtagocttte
ctatgtttta
techggaaatg
cecattghga
tgeatgtast
tatgtagate
ttgaatgoag
aaactctagg
attgataaag

acacatattg

ES 2652018 T3

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
atgettttgy
attatagoaa
tgagaaggta
atatttttaa

tagttcagaa

ttctggagta
ctatatggtt
gogtgagate
taatatttos
tettaakttat
CARAJCAgOA
ggattgatos
ttcatgataa
tagatattga
taagcaatga
grtaccagetyg
acggtacett
ttgatcagaa
ccattacooa
caagocacaa
tttatgooca
agattaagge
aaaattacag
tggoceghaeg
acatcaccas
cagatgobga
gocttataat
ghggttatgt
atggcaaggg
goggagageoat
aataagbgga
ttttaatgaa
attttghgat
Aamsagcaaa
aggatgattt
aaactagntt
taatttacac

caatccatet

89

tgaaattcag
aacatactgt
cagacaacqgy
toagacgaas
tatetttgga
aaggattaag
agatctteta
ctacaaacco
tgaagcagat
toatgagaaa
ttacgaccet
gaagtttget
gaatotgaag
gacagtagasa
actegaateot
agtaagogac
agggatagoo
catgaacagt
catqgaagqos
agaaagocktt
gatgtatgba
caacgaaact
qagoacsgac
aaaggotggg
gagagtggat
Aajatcaagan
ttgtetttaa
actaagoatt
acaatcaggt
ttttbettokt
ggatatgcaa
tttaagcoatg

naggatgtag

tacaaagaag
ccagtgbact
agoctttgaaa
atattggaag
atatttggag
atgatgattt
aagggaggga
gacttctaca
gtggatgaga
tcagotggta
gacattbbgyg
cagtcacaga
aacttgoatt
gasaacaago
acacogatga
attacaccag
caaggcaata
gooctactttt
acgbtettgta
accactaatg
ccAagactasca
getttgoatt
caactgaaca
cacaaacgct
atggattota
ttogtaatea
gactgtatag
aaatagokbac
ggotttbgoa
ttttaaataa
aacatttati
agkmctttat

cagctacagt

EED

720

740

40

500

F60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1330

1440

1500

15&0

Lez0

1e80

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2180

2220

2480

2340

2400

2460

2520

2580
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gtaaagaggyg
taczaaagoee
ttattagaaa
ttttttttta
toggaagaagt
gtagaagbga
agageacang
agottggkbtt
aaatccagta
gatctagnac
ggacagaata
agaaaccttg
gettnttact
atcacttttt
aasaatttat
bbbt agaky
agacctttgt
gagacagtga
ttaataagtt
catatgaagt
atcttaccat
aatcagttee
tttaactagt

ttoaaagkta

<210> 99

<211> 4014
<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<221> incierto
<222> 2476

<223> desconocido

<221> incierto
<222> 2506

ntteatgttt
ttttataact
aaaacatttt
atgttgaate
gettbetteg
Eqtggtatga
gattgggagg
ttatagtatt
tococagatggg
tagtggactt
aatgacttcoe
coatcaaace
tacectocca
gattctgtaa
gogagaasaga
cotganaatl
ggggaaacaa
aaatctagee
tttotgetac
atcatcaact
ttoaccatag
agaatgtcat
Egqtgttatge

aataas
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tggtcaatga
toccaaaactt
aaatttgtaa
aacgtatcat
acaastktae
ttggetagga
agggggotat
ctaagaatta
gtaaagkttag
ttttcacaga
cactcacaaa
tttgataaga
ggacaaccga
taacataaac
ggactekcag
tasastkasea
gettaatgtt
ttgggtgttt
tttgetgeta
tagaatctat
goctgaccacg
tttttggtac

agtetatatt

acgtaaagaa
cttaactcta
acgaatattt
acaccaaaca
attcaageca
tgcagaagag
cacatateca
ttgtgtacaa
cagataatag
cagnacacaa
goacaactca
tgtattttaa
tetcaaataa
atagttebbt
ctgactgaag
tttaagtEtte
tagtgatttt
aaggttoges
tggtttotee
toagottaaa
tttoctatage
tttgotgges

taactttott

90

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

tatgbotatyg

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

gattttteae

2640

2700

2760

ZB20

2880

2940

3000

30&0

3120

31480

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

780

3840

3900

3960

3976
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<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

aegt:tgg;é
cagettgbgg
caccagoaga
agttoctgoaa
caagtgtogt
tgatttaaag
agetgoaaga
tgetggasaa
cateaagota
agtgocaacot
gattcgtgga
atggataatt
gatgggecet
tgaagtgegy
cotecgtgta

tacatggtba

Agagagaggg
gtatcaggta
acattttotg
agaatcaate
tococtgaac
accoccaggat
attgeteatyg
ascagetgtt
actacaasatg
gatccacoca
gacatccaag
ctggagtatg
atatggttaa
gtgagatcca
atatttocte

ttaattatta
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agagagotgg
tggatetttg
gaagtgaggc
caagoctggyg
tggagacatt
ctattecaget
aatggaceca
actteaacte
gtgatbtagat
ttggoctcaa
tgagttggca
aaattcagta
catactgteoc
gacaacggag
agacgaacat

tetttggaat

ctgoaageag
taaggtetta
tacasoageat
gacaagtteot
ttcatgeotac
gtactatgect
ggaatggaasa
atcatatacsa
gUASCABAAS
ctggacttta
accaccacao
caaagaagta
agtgtactca
ctttgaaaag
attggaagca

atttggagta

91

Eggttgtaas
ttaacetbgg
actottggea
totggaaage
tggacagaag
aAaaagggaaa
gaatgeectg
tocatttgga
tgtttcacta
ctaaacatta
aatgcagatg
aatgaatcaa
ttgagaatgg
tacagocgagt
togtgaagaag

goagtgatge

atgggactat
cactggoage
aagatteaacc
ctogattoac
gagataatec
gocaacgaca
attatgtete
tacactastg
trgacgaant
grttgacagg
tteotgaaggg
aatggaaagt
ataaagaaca
tcagogaagt
atatecagtt

tatttgtagt

&0

120

180

240

300

3&0

420

480

540

&00

660

120

T80

840

900

960
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tatatttteca
gattaaaggg
cttaggoatt
cattgageta
cagacktteta
thetgggegt
catgbgtgat
cttgtgeockt
goatococtoo
aactgaggoa
cattgacttt
Aggocaaaag
chgecaagas
categotgtyg
ggacatttac
tattgoteoca
tocaagggge
ctoctogtgh
atctttaaat
tatgbegttag
aaaatatcaa
tataasatatt
gggtcttaat
gottttggaa
tatagoacag
agaaggtaaa
atttttaata
gtteagaaca
gtoaatgaas
caaasmattct
atttgtaaac
cgtatcatac

aaattteocat

aagcagcaaa
attgatccag
catgataact
gatattgatyg
agoaatgate
accagebgtt
ggtaccttga
gatcagaaga
attacccaga
aAcCccaccaac
tatgoccaag
attaaggcag
aattacagoa
gooegtegoa
atcaccacag
gatgctgaga
cttatactca
ggbtatgtga
FTcaagggaa
gagagcakga
taagtggasa
ttaatgaatt
tttgtgatac
aaagoaaaac
goctgattttt
actagnttgg
atttacactt
ategatobna
gtasagassa
tamagtctaas
gaatattttt
accaaacagt

tcaagoccaca
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ggattaagat
atettotcaa
asaaasoCga
aagoagatgh
atgagaaaks
acgacactga
agtttgotea
atctgaagaa
cagtagaaga
tegoctotac
taagogacat
ggatagocoa
tgaacagtga
tggaagocac
asageottac
tgtctgtooc
acgcaactgo
goacagacca
aggotgggoes
gagtggatak
atcaagaath
gtetttaaga
taagcattaa
aatcaggtgy
tttttotttt
atatgoaaaa
taageatgag
ggatgbagoa
eoaaacaagk
aatgbataat
ttaattttga
aaacagaaat

cagctacatg

gctgatttta
gggagggaag
cttotacaat
ggatgagaag
agokbggbate
satttbggat
gtocacagaag
cttgocttat
aaacaagooa
accgatgagt
tacaccagoa
aggeaatace
stastEbEbgt
gtettgtata
cactackgas
agactacacec
tttgectttg
actgaacaaa
caaacgotta
ggakttctaaa
cgbaatoaga
ctgtatagtyg
atagctacgt
cttttgoagt
ttaaataact
catttatttt
Emctttataa
gebacaghbgt
tagattttta
dﬂﬂﬂtq:ﬂtt
aaactttatt
tataataatg

taagagaagt
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cocccagtoo
ttggaggagg
gatgattoct
actgaagggh
ettggagcas
actgatttea
ttaaatatgg
gatgcttooc
cagocacttt

aatcocacat

gatggtgaty
cagegggagg
gagtcagatg
aaaccaagek
cagatgtetyg
acggttcaca
cotgacaaaa
atcatgeoagt
aaccaaaact
atacttttta
taaakgateso
geagtgattg
tttttatgta
tocaggaaatt
goggaactaaa
gacatnaaat
tatgetacac
aaagagggnk
caaagaactt
attagaaaas
tttttttaat
gaagaagtgo

agaagtgatg

cagttoccaaa
tgaacaceat
gggtogagtt
cLgacacaga
aggatgakga
atascaghbga
aagotgatot
ttggoctotet
tgagcagoga
cactggcaaa
toctttoooe
tggocacgos
ccasaaaatg
ttaaccaaga
agacagoaga
cogtgoagte
agaattttoo
agootttect
atgttttaaa
tggaaabgte
cabbgtgaat
toctgtactgt
tgtagatcat
gaatgcagat
actctaggtg
tgataaagat
acatattgta
teatgtettg
ttataactta
ascattttas
gttgaatcaa
tttottogac

tggtgtgatt

1020
1040
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15&0
1620
1e30
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
£160
2ddl
2280
2340
2400
24&0
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2540
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ggctaggatyg
ggggetotoa
aagaattatt
aaagttagca
ttoacagaca
ctoacasage
tgataagatg
acascagata
acatasacat
acteotoageot
aaattacett
ttaatgttta
gggtgtttaa
tgoctgetatg
gaatctatte
tgaccacgtt
etbggtactt

totatattta

<210> 100

<211> 57489
<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

cagaagagcot
catctecaca
gtgtacaagg
gataatagga
gnacacaaat
acaactoaga
tatttbasgt
toaaataagg
agttetttgg
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,CoG

<221> caracteristica _misc

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

<221> caracteristica _misc

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

<221> caracteristica _misc

<222> 14425 - 14444
<223>n=AT,CoG
<400> 100
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tcaggaatac
gtgeagtetyg
aaaagtctea
taggaaatta
ttttaattca
agtasttass
agtaagoagt
gagataaggt
gttagocacas
tacatntmnat
tggattacea
aatctctttc
gttactttgt
tggotacatg
tgtgtgtitt
aaaatagota
acaageogtt

tatatgbgga

aagaagtgag
tocaaacocag
catgtatgaa
aagacctaga
gggagaaggy
caggtaacag
attbcastge
agatasasat
COCCASEARA
ttaaatattt
ttttgocaag
atgcaggaga
aatagatttt
atttagtteca
gatgaactat
aataccteoaa
attsassgtt

tttttaocatt

93

agoccaagga
cttggttttt
atccagtate
tctagnacta
acagaataaa
aaaccttges
ttnkttactta
cactttttga
aaatttatgg
tttagatgeo
acctttgtgg
gacagtgaaa
aataagtttt
tatgaagtat
cttaccattt
toagttocag
taactagtbg

caaagqttcas

ttgggaggag
atagtattet
cagatggggt
ghggactttt
tgacttooca
atcasasett
cootecoagyg
ttotgtaata
Jgagaaagagqg
tgaaacttta
ggaaacaagc
atctageoctt
totgetactt
catcaactta
caccatagge
aatgtecattt
tgttetgoag

taas

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960
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gactoctget
tgcatgeotat
tggattgaga
atgagatttg
tttottttet
catcattaaa
acattocttet
cocaatgagtg
atacttcata
gatgttgttt
ccatgttgte
ttetttgget
attttgetat
cocbttotatt
cagaagtaas
ctgotgtact
ccaacccagqg
tgagocagta
cttbgacatg
tataggtect
ctgatgocag
attagaaaac
CAgOOAcaaS
gttataattg
tggaagttot
gtaatgggteo
cttggaagga
ccagagaaga
agtaaattas
tetoooctge
toggggtatyg

caataaataa

agggttgant
nocaactnta
tgatgotatt
atocaaagag
actacetatyg
agtagacttt
ttotaggaac
gtattaacasa
toctaactcoa
aaagtagtakt
tgtaaatatt
tagtacteoct
aaatottans
gotgtgeatyg
gttgtetaat
ctocctgoac
accaagacck
ttacectaag
tagactgata
ggaattottyg
gatatttctg
totteoatttg
gttecttace
ataacsteagt
atctgtaagg
tgatatcaac
atettactgt
tteatageoat
atocataagac
atcttagacyg
ctittotgta

attagtttac
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gatgectggt
cetaactgta
gactgttgty
tcaatbtataa
grggeggtgg
gaaaaaatta
atocctgtttt
ttatttaaaa
ttggbcagtyg
gtatatatte
atttcaattt
tgtactatgt
gagasagett
acaacaaatt
gEggtatgst
aggaaagttyg
ggggtaaage
ctettttgta
Abgoaaasata
ggttcaaacs
gaatcttgte
tcatggaaaa
atakktataty
Eetascatgh
tgetcagtag
caaagaaaaa
tttotgtttt
tectgaaget
caagattgaa
gagactocaa
ttcagotges

catactagac

tgttoctget
ctgetgatat
aactgaactg
ataagtecac
gotagaaggg
aatctacaaa
ctagaactac
caacattEee
tggocatte
ataaccatat
cttttctace
ttaataaaaa

ttgacattte

tggtgtgtta
ggggacacaq
cggatgaage
accatcatta
taaggtigaa
toaagggect
tgagcatgtt
tatgagcact
tgacaataaa
gaaageaggk
acaaatttca
agactttagg
gooctgatet
ctocaaattg
agtagaactt
aaatagtaac
agacatager
cotgttcace

ctggatacaa

94

aggtetaans

atccatgaaa
etgattteat
tooccaasttt
aggatgaaga
tgacaaatca
ttattaagtt
Egatttatas
gtagttecta
tataggtaaa
ttggatgtec
tggtaaacct
etoagttagt
agacooacaoa
grtetooeote
atgetoactyg
ctaccttgte
atagttagty
ctaaaacaty
caatagegtg
agttgtgttt
ttaatgaagt
thgastagat
baggbagttate
cagocagatg
aatttttatt
aagcattoct
ccatgtecte
agttgoasst
ttetbgagte
tatgtocoga

toatgtoatt

CaACCCACCNG
tgtttgogag
gnoasagoadg
tocaatageot
cattaagaac
cagtataact
tagactttct
gtecgoatte
tocattttcat
cagagggaga
tttatttott
agaaattctco
ggtgtcttag
aaaaagcagco
agoattgeock
ttagctttoa
ctaccctiga
gaggeagtty
aaaagtotta
tggtetgrgy
catatctaat
atgattctot
aegttacaag
tatgetakag
ctgtttecact
cactgottto
tttctagggt
cagataagat
cttncatgas
ctecactcatyg
naagtaatca

ggcatgoceg

&0

120

180

240

a00

360

420

480

540

a0

660

720

TEO

G40

200

260

1020

10ED

1140

1200

1260

1320

13B0

1440

1500

1560

1620

1580

1740

1800

1860

1920
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tocatggoteoa
gaatectgtyg
ggatgtgggt
ggaccaackta
ggetcagact
aggttototg
gtagggacoo
tgagagkast
cagggaggss
tgctoctagoa
ttetttanct
acCcocacooo
atctgtotgt
ttetetcact
tocttatgag
tcaacatace
tttatgaata
aaatgaagat
tatagtgaas
cagetotoag
cagetggtea
cagaagtcete
AcABgTaRE]
cagagaktgat
aacattatga
atgacctagt
ccaatacagg
gggaagggta
caaaatattt
catcacastt
acttacagee

ggagaggagg

totgagacaa
teoggoceag
goagacccccoc
caggggtggg
ctoaggeatyg
tcatggacac
gggctgaagg
tgtottgote
tootggtggyg
cggeggates
ctoattgatyg
ccatectbgoo
atasttegte
tocagoctttt
gatttttcaa
ttacaatgtt
ggactattag
gtacaattgg
ﬂ&gtﬂﬂﬂ&ﬂ&
cactcaacga
aactgoagag
Cagaaagonc
aactagagaa
ggatgatgta
actaaccago
cggocatcac
ggaacgecag
togggggactt
taaaaaataa
cocaaggeta
tgttetogag

gaagtctooco

ES 2652018 T3

atacatgttt
ggctoaggas
atggoacsas
aaaggttaag
ccactggagt
ctecagatget
gaaaagggoa
aggcagotag
agattagatyg
ctaaggtott
tggtttagtt
ttatttgaga
gtagacaagt
cagtgttgga
actaagtcag
ttocagtcag
ttocttotata
cagagtgaaa
gtoctetttta
agacatttea
aataggtgac
ttocagaagag
ecaggaggas
ctoagasatt
accooggaga
tggaaagaga
ggoccaaaaaa
ttgggatage
AAALAAAAAA
cttettoctyg
gacttotaga

gocaactacca

gttocacatat
tetgagegag
tgggeatgea
totgaagtek
ctgtggaaga
gotggatghbo
tggagagggo
ctgggtttag
caaagttebk
taaaactaga
tataatgcca
atettotgte
totgaccatg
catgatgtee
tttcateoctg
cagagocacta
attctgeotoa
aaatttasnat
atattatkkk
ttatgoagoa
actggectgt
caaccaataa
ttgntaagaa
aoataagate
taettgactet
ggoccattgyg
aaatgagaat
attggaaatg
aatggaaaaa
tacotgoagg
tactgoctto

atatttteoct

95

ectaatgtgg
gtggatgtag
cagggotgtyg
ecacggaaat
gtgeagagge
tcagaagage
toaagatgog
cagaggaaat
tagtagatga
tattgtagtt
gatctttaaa
cattasagac
taantasstat
tgattttote
gttaatettyg
gaatctcata

cttgtggtaa

attoagtaca
tetatacaag
gagattetta
gtctaaacag
acaaacaaac
acastgbbte
tacaasaatyg
agctgoatat
acatgoaaac
gggtgggtag
taattgagga
ABABAAAAGS
aggtgeacty
tttgggggaa

ctaggaggag

atcaaaaatg
gaagtttgge
agaagocgoa
gocagagttg
cagggacatc
tgagaacaga
toccacaggga
gyttggagtyg
cctgetoogt
tettetetgt
ggatctoact
ataagagcct
tocttoatgt
acatatgaca
grgTitcaag
gggcatttga
tgoaatocgag
atttttbgga
tagattaatg
CaFadaancca
aaatgctaca
adacaaacaa
gtgggegtga
toggtggaac
gtatcaaaag
tgtatatgeoo
ggaagtgggg
aaatatgtaa
ctagtagack
ctototttga
coogatgggt

coccgoocgoc

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

a1zo0

alen

3240

3300

3360

3420

Jqen

3540

3600

3660

ar20

aTen

3840
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caattgagag

goggactgag
cteggoteooe
ogoagagesy
taasetackta
aagagatgea
ggcagaggcy
goggggatoo
gacacgaacc
attcoootoa
gaaaaattgyg
ttattttatt
Egatgggtig
gtgtgtotgt
aagttgttet
AR aE
gtttcttect
agoctgotaa
aettgggtgt
agegotatga
ggagboagag
gocasactgt
tgatagaact
gagggagaga
tggggaaatco
ggaccagggt
atgtatgtgt
btoctgaata
OnnOnnnnnnn
nnonnnnnnn
tocogtaate
totcatatgt

aagcataatt

cqacacgcac
tagoggggge
gobtgooctte
AACgoCagos
cebboccagt
aagoaggoge
gctgotacag
coggotgggt
cgegttotgt
cattogtgecs
ggtcactttt
togatgagtt
gtgtaacoog
gtgtgtgtgt
tggtgctgag
ctgtooccago
aagactghtt
coctggagoaa
gatggoctga
stbbgogaag
LCACSgasgS
cocoggogotyg
goagagbott
gctggotgeoa
tatttoctgog
geaggtttes
gohgtatgtt
agggtgttga
iahinkplyialinknlilq]
4ialinkplytaliaknlilq]
caatgtggtg

ccagggotat

cttggtttge

ES 2652018 T3

cnnr:l:cgl:u
ggegtteage
coctaggoag
gacttttooso
LEeEaodasgs
agecatggga
cggoggtggt
coacgoggoc
ctecogagge
aggagacctyg
atgtatttge
tagggtgggt
ansckgaghyg
gtgtgtgtge
tgaagotgas
ctggagoctg
tottggtott
ggactgtgga
gogact ooy
tatghgoagg
cagagostos
gacacastog
gagagotgog
ageagtggtt
caaggacttt
gtggtgaget
tgcacgogtg
gtgggagans
AnnnAnnnnn
nnnngaatoca
ttoaaacteoo
cttttggact

atagagattg

ctoctogoca
ctoocoogoag
coctggatoco
acooctoooe
scasttaste
agaggaggsyg
ggcgacggat
tgaggeocteog
gaaactooga
ggagtagacc
coogataatt
tgtattooct
teoctggagas
gegegegage
agttgatgtyg
ctocaaccag
aaaagttteog
agctgotget
agggtgagte
chgoagotge
atgaactggeg
tggttatgas
cgggtgagto
gtaacatggg
atatatagcoa
chgatgbgty
tngtgggage
gasascatat
NAnNAOARDn
gogttttate
cgtoctgaco
gaggtttgaa

Ttttttttta

96

gaaagcttcoa
cggoooogga
cgaggegTeg
tetettocte
atecosaaga
gtetagggag
gttactgaac
gotocagoag
gotactggag
cgggeatgos
ttattttatt
totcaaaagt
gtgbgtgtgt
stgtgtgtat
ggegasaagy
gttgtgagat
cgagtgtgtt
gotgtotgaa
gtgasgcacyg
aagetggasag
gtgagtggas
atcasccagyg
gggtoacgte
actatooget
coggggagta
tgottgaaga
ccattgggag
agatnnnnnn
AnNOORnNnOnn
ttagttteoat
ctoogtaatt
ccatcogata

aagtatacta

tooccageooct
gotagotgeo
gogggtooct
toooctooss
cEgacaasss
cggaggoack
cooggoagec
cooocaagog
gggagttott
aactgeottgt
ttattttatt
tgttttotge
ghgtgbgtge
ghatgbgtgt
astgggggge
goaaggagag
tgtoaccatc
gogagotoct
cgaccoooge
cagaggaget
abtbgtggoan
ckoasagtte
tggagagaga
tgtgggtgeg
ctgtotgetyg
gagtgtgeagt
ghgtgttgge
AnRAnannnn
AARAROOARNN
tEkgtecaase
ccocattggac
tatcagazac

cttggagatc

3500
ELL
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4330
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5480
sadl
5580
5640
5700
5T&0

5820
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agggaattga

agectettoag
acttottgat
aagttbgoas
aagagaagag
adaganaagaa
attggtggag
taagoataas
gtactgagtt
cataggttat
ccattgatca
ttoctaaatca
cagageacas
gettoootat
toctttggte
attttatttt
tatectocaga
gobtettttgea
teatbkoktgtte
atcctocatga
cttoccacaac
gacegtggte
tatggatatt
tggaagtgag
gtoecbghgtt
tgtettaget
aagagtegta
cagggggaca
AAAgCALOAL
ttocaaageos
cocaatgaatt

aagacacoca

aaatgttgtc

ggattocatt
sagegttcac
atgttagaaa
Adgaaaagaa
aagaagagaa
tgttgataag
agtggttgge
totttaccac
tttoccaaaq
agtococtoat
ctagaaaaat
agtoattcoo
tgttacacct
ottgggaaag
atattttatt
tgaaactaaa
tgtgaggtga
toctgaggasa
cacatgggge
gttottgtoo
tgtggotgot
tgtoaggtet
ggtgagttck
aaatctgaac
ttaaattcat
ggcotttggoa
tttatgatga
tagaocstacta
tggaatgeag
tgtgocooty

aactaggtga
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ctoetghetge
ggctgetans
tabtgattagg
agaagaagag
aagaaaagaa
gagaagagaa
gtgacttgta
astagtbgba
cocatootgas
aagtgtattt
tcattagace
ggagactggt
agggttaaat
cooctbgggatea
aggtgtaaga
ttttgtetta
agassataca
cocagtggat

agageteaty

acttctgaag
acacactoac
tgocttgace
tektanaatt
acattaattt
aamatogtat
aacccaggag
actgacattt
agacaagoog
atogotoaga
toccottaat
ttototgaat

ccaacgttac

aaggaacatg
agagocacac
gataacagga
aagagaagag
aagaaaagan
aagaaatcag
aatagggcag
aaatgeaaca
ttgtetetag
acttoagata
gaaagactga
ggctottggh
taatgttiga
agtacagtgt
aatgttagta
ttocaaageoce
ctaggoocctg
ggasgesang
ggatggagag
toctgaggeaa
gacttocacgyg
ttogtoeocktt
ggoactggea
tetestghg
aagttttagg
agageeatte
tectattgga
gotctocggg
toatctgtaa
catattecckt
aatcatteoat

ccagaaatgt

97

tagaacattg
ctgtagagoa
agagttttat
aagagaagag
aAfJaraagan
toccatggagg
tattatggaa

atoattaaaa

agaagtgtgy
aaggcatgty
aggtgoages
gaacatatgo
asggtattte
ttgtaaaaca
tagtattata
tgtgotgages
ttattagage
guﬂctgaaag
agasttacas
tgotagacztt
ggctttgaat
toctgteottge
gheascagaa
bggbatasag
ttaacagoas
tggggatgtg
aattgatgtt
agagatatta
ctaagoatag
gagatgtaaa
tggetgagtt

gagctacctt

acacttttat
atgasacaac
cagtatbghe
aagagaagag
aagaaangaa
ccattgaaga
atactgggac
aaagagttga
acatagtcac
cttacagage
actctitgggo

ttgggtgttt

toaccteotea
taaattaage
gaagattttt
aattttttto
tgagotighbg
tetgeackge
cacgetgtge
actaagattt
gttatatcaa
aggtctocagg
goacatktte
AAACAAAGCA
acaggaaace
taagtggggo
acgtaatgoca
aaatcacacc
cagaatoug
totcaggekt
coagaggaaa

agetgtoctga

seaed

5940

G000

ala0

6120

61B0

6240

6300

6360

a420

G480

6540

G&00

aa60

6720

aTE0

GEAD

G300

G360

T020

7080

7140

T200

7260

1320

7380

T440

7500

7560

7620

T6E0

7740
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ctatgttooc
catgbcatag
aaaaaaaagh
cagtbttett
gtgectatgy
catgtbggas
tgaccaaaas
ggaacgaata
gaaatcataa
caagbcagac
Egetttttag
agtocatggtg
gettgaggag
tgagaaatgo
tttaattaga
totgaaaatc
aggcattooe
gatggoogat
ttettbggtt
gtteckackta
ELggagacck
asacctagag
catgagaaga
tgtatgtgtg
agaagoottg
ageteteottg
ctatggatga
tacaabttga
eotgatotga
gtggeaatgg
tgacagotge
TN T

TINnOANTnOnG

ttatgttttt
Cagaaacaac
gtocttacaa
tectggbtte
attatgttge
aacacaattt
tasatgooaa
gaatgcacta
ttgtttgtaa
gtggagggag
agagtggtte
gtttaatoge
tttaaaagas
atocooaggot
tatttteoott
ctotatoooc
ctatactggg
taggocatoo
ggttgttcaa
tggbtgobgtt
tgbgetakaa
aatttocaag
atggtgacaa
catgoaagtg
atctacttot
gtgttcatta
chgtotgesa
cebtttattt
aeckatttata
caggagette
atgaatacag
Nk byt 8ol abetitad

NONNONnLnnn
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cttttatact
azagaataat
agggetggog
attagaggat
tgotttaagt
AacAggegas
gtagtgagct
tttgatttet
tatttttogog
agagagtcac
tgagecagag
tectbtotte
agtgaagtga
aacagattag
tatttacatt
tocaccocato
goatagaaat
toctacatatg
tocchgggag
maccoattca
Eggataakga
ttotgttcas
aaaagtatat
catgtataca
atagocagaaa
attcactaga
agteocttoto
gtaaaattac
ttagactgat
sagetgaagt
acatagagtc
TN LTI

pabplaighabslyialiakyl

ctoocoggttg
gocaaatgggt
gacgtittga
agaatagaaa
ghagsctast
ttaacacatt
gotgactgtg
taaagcaatc
tttttotggt
gggctocact
aattacagst
actaagqgtga
ABAgCACAGS
agotcaaatg
tcasatgtta
aacaacoccac
ttcacaggac
cagotagago
chetcagggt
gotacskbggg
Egagcabaca
cagottasac
ataatgttat
catgattace
tocotgaatat
chocaatacagq
chacoocaat
acattgatge
ggocactttt
ckgggotatt
ccttacacag

ONnnOnnnnn

nnggacgacy
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tctcaatatt
gtoggggtgt
agactgtcoctt
caatatgttt
agacttastaa
aagatgteas
ttaggagcaa
coaaaaatat
gttataatgt
toagoogott
cagetectaot
cttbcagtes
agjaacaataa
gttttattta
taceatttat
coactoctgo
caagggecto
catgagtcto
actggttatt
tacktttotat
attebgttaa
attktgoocag
aagocogtgbg
cattttctot
aataatctga
catatttgot
gtggtaacca
aaccatgettt
gotkttagaga
aoakgtekat
tggtgtttca
TNLMT LT

gttoottgat

ttocagatteca
ctgtctagaa
gagcacgagyg
ttgocatgek
acasccaack
gotgacattg
cttggasagg
ttatagaaaa
caatattata
ttoccatgge
gecattocag
aaggggcaayqg
tbaaagaagt
tetttettte
ttgttbooce
tteoctggoac
tootoooatt
accatgtgtt
tcatattgtt
agateccttca
aatggEttte
cotteaaatt
tgtgettatg
ctgtggoaag
goctoaactac
cotttghgee
chgttgtote
acttgtbotte
cacteacack
gotgttatgt
ACHNONTNRNN
ANNNONTRRN

ctgggtactt

T800
Ta&n
Te20
Tsan
BE040
El00
El&0
B220
BE280
B340
E400
g460
BES20
EZ80
E&40
ET00
BVED
2820
Bga0
BE740
2000
5060
5120
g1an
9240
8300
EELY
2420
F4a0
2540
9E00
BE&D

9720
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tetetaacte
gtattgecag
patotgattt
tggcagtatea
tteatgggtg
cttettgagt
ggctaatate
aactocaggat
ttttaatage
cbgttgaggy
acatagtgga
gaggtattgt
ctgatttaca
tttectacata
tacctttata
gtgoatttag
gtgttctgty
tketatgatt
tectbktttat
aggaacttte
tatgtectgaa
cttgttotet
cttoctaatta
attttastgt
tttgaaatge
ctttooceogta
thgtgtttte
tettecatgag
Egetbgatgt
ttatgttett
toccatgttyg

goctoctggg

ctocatgggg
gocccagtak
gtatgoaagg
taaatggtee
tttgttocea
ttcatgtgtt
cacttatcag
gatgecctee
tgagtagtac
acatctgggt
acatgtgtcc
gggatoctoo
gagtggttgt
tectegecag
tgttacttgg
tgtttgatta
ggottotgta
ttgttgaaga
tottaagtbg
tacaatggca
attetotott
ttegtaggtt
tgtttttagg
atttatkktt
tatoctgaaa
tttetttaag
ttacattict
atgggattta
actaggagag
goacttgoct
aagcaggoct

aggoagtctg
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goecogaghteos
agoctcacasa
totoagaatt
atcckttogt
attctaagaa
ttgcaaatgt
tgagtacata
aggtoccatta
teocattgtgt
tetttecaga
ttcttaccag
tcoggtagta
acaagetaga
eatetgttgt
cattttttte
ttatgtgaca
catttatgge
Egbetttgge
geettttaat
cttttotttga
ceatoctotgt
ttoccatctet
tetggataat
Eeettaattt
ttttoctatt
ggatgtgttyg
ttaagggact
aggteacagt
etgggttota
tttgocatct
cocagatgaa

agttatgagt

atccaatage
gagacagcta
ggaggctgat
atotosteca
agggoaangt
atcttgtate
toatgtgagt
atttgtetag
asatgtacca
ttetggetat
ttggaacate
caatgtccaa
aateccatca
cagagaagte
cttgeagett
ggaggatttt
catetotbtte
ttttgagekyg
agtgtgcaaa
toatgtatte
attotattgyg
aggattacct
tEtattcate
tatttttaktk
tocececace
tttectohtt
tatttatatc
cttgotette
atggtgoeat
ggttgtetet
gtggagety

gteoagatigg
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tgacgtgage
tateagggte

tatgggatagg

aacttgtotea
ghocacactt
ttgggtatte
tetttgtgat
gaatttoata
cattttatgt
tataaataag
ttctggatat
ttttetgagy
acastggagg
aggtataatt
ttaatattot
ctttotggte
tttaggttag
ggaagettaa
akEbettgtat
atttotteta
tgttgoatge
cotttgbgtt
ascktteaaat
agatatttbe
coogotocan
aaaggettet

ctttttaaag

aggagtatta
atbgoattgg
ggtgttgget
tgtgtotoag

agctgactte

atctacgtct
atttcageaa
atoocagghta
tgtaacteock
ggtottoctt
taagtttctyg
tgggttacct
aattocatkbck
atecattcct
gotgetatga
atgoccagga
aaccgocagg
agtgtttcte
ctgataggtt
tteottgttat
caatetattg
gaaagtttte
cactottota
gatttgagtk
tggtatocto
atctghagtt
ttcoctgtattyg
gtttgategk
tttatataca
tacccaacca
acctgtttga
gtcoctoctatca
gactatccac
attttactga
ggsctgggty

gratgageag

ctggaaggca

a7en

SB40

3500

G960

10020

100e0

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10280

11040

111040

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11540
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ggtggagetg
gaccagangy
tteccatoag
tatghtggtt
btatkbtakt
actaagacas
gocacaatct
atacaattgg
caaactacct
ttoctactic
taatttataa
catgqacteat
aattaatgac
tattaatang
ggtttattkt
tocactgott
cttttoottg
coacocoocct
ctaccagcho
gaaaktbacat
goatchbacag
atgtbtgtatt
tagaccctoc
coataaatct
actcaactoa
tgtatatgtt
toccttgett
tatccagtes
tagggaattt
ctacctteca
tocaaaaaact
cocaggaatg

tgtattttte

tgaggtggayg
aagatggags
gtagggoagg
tatgtaggsa
ttkatteoaat
tattatecagt
tgasaacaga
ctaataccga
acagatactt
agatgacaaa
atagactgta
ttattagagt
ttbggetttt
ocktaotgotac
gactoacagyg
ttgagocctat
gaSgaagaa
accoccaagt
tgagtagtgt
attgaaacoa
gttatcaass
otoctgactas
ttocctoocta
gtttttbooe
ttagtgtatg
Aaaatacagt
tcatttaaat
tetbtacacas
goasaggaac
gasagecktgs
ccagggocte
ttctoactta

taaagaaacc
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cacagagtgco
totgacaggg
gggattaggg
gagctgtgaa
ghgttttatg
tgtebgagag
atacttgggt
gotgagaggg
tocacatcact
tgtatgtaat
ctaaagtttt
tgatgaattt
tactgaggga
tgtaacaaat
tttggagaas
gaaatggagg
attgotaagg
gatgggaaga
caggoetgagyg
taacatatga
aattgaaaga
atttattanm
gaggctttga
atgocagott
aaaagactoa
gogaagacta
cheagtattt
tttecascaa
coagotggas
taseagatgh
acttgttetyg
tagtatttee

tgtgttetec

tgatctgoat
tggggcacag
tgagtgagge
grgtgtgety
tgagacagag
aatatgggga
gooattiggt
aacatcctat
catcttgata
atactgtact
gaaatgtbett
gebacaccag
atcacaaagg
atctgaaaca
tockggagttt
acactgtage
gtoocaggttt
cctectaact
atcatagett
agaacaktgat
ttoctgaacte
ccactgacaa
ataacactga
ccatoctgag
togetoctgag
aatatagatt
gttgtttetyg
gacoagacaa
ggagocttas
attacaatga
ctttgoocott
aaaaataatt

ttococtatgoa
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ctgctteoagg
cctacagohg
agggaggggt
agtactgatyg
tacccagtgt
asacaaacat
caccaaaatsg
aatacaatte
gotocagoooo
totgaaagat
EttEbtttca
ctoacagaac
Agacagatas
atoagottat
coagagoaty
agocagoatgt
tgttttaaaa
cacctttatyg
Lageacatgy
gtagooackg
atactatcas
ttggtgatga
aaaaaattoc
ggaggaaatc
tattacaaat
tagoagtgte
tgtagtaaca
caagboagaa
tgagoactkt
ttgacteast
coccttatke
ttttaattaa

caagggaaac

tgtaggggtg
ctagctgaaa
ctcacchgtg
tgoccakatt
abggeckbas
aatgtgbatg
ttaagtgaga
aattcocatg
acaaaactgo
ttotttgeta
agotggbtes
tcagacatta
tgaggtatta
Jaagagagaa
agtggttggt
ggagaaacca
tcactgboce
tttoaaatte
geosthagag
tgoastebaa
tettttghga
gettagooat
agttctacaa
coccagocact
attttaaaaa
acacatageot
agagctggte
tetttgbage
ceactaktge
tgotgectat
tttocccatg
atgtgggatt

ttgagtttga

117ao0
11760
11820
11880
11540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12380
12420
1z480
12540
12E00
12€60
12720
12780
12840
12500
1Z29%60
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
135&0

13&20
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actcaaagga
ctgaggtast
catagataca
bgacactata
chtetttotot
tcaatccaag
ttocatatgt
ERACRgYAAS
tcccaattta
agagaaggot
tttggtagta
atttacatat
cgaacanaga
aaccttoage
MANNANARND
nnnnacatca
gttgtcaaat
acatgoagta
atbttaggaa
aagtgacgat
aagtaagcaa
tacctgcata
angoboataa
Ebcasmgtaa
tatgetggta
aatcaagtag
aaaggaagte
ggaaagatgt
cecaagacta
teoactaattyg
tactttetet

tcaacctetg

tagatggtgg

gacaaccaaa
gotttaatet
acagggteas
ttocageotaca
cotggggaca
tactataatt
agtgacageq
tgtatagagg
ttattacgeoo
tttatataat
atacctcaca
[alalalalnlnfadadadad
tcacagaaaa
nonnonennn
gogoCcacaag
gtoggacatac
ttaasatamm
agtatgggag
aacataactt
atagaattca
aaagttacct
agaacateca
ttocatagte
actattbgte
gogagaaagy
aggactggaa
tatttactgg
coagaccaga
agaaaatgeoo
atgataactoc

goctacacaa
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aattgttote
aggettacat
taatggggag
agaagatagt
coagetacta
agtaagaatt
caaactacte
tttgaatttt
teatggttta
ttgttttacza
gottgoattg
attctgoctt
coogtottta
AgEEnnnnnn
fakatitehetibetetiy]
caggaaactg
ttgetatatt
tasttoagat
Eqbatgasta
atttacaagt
ccagetttta
cacactgaac
atagagatat
tboocctasas
tbggtoaggt
ggtttattea
ctoaagoagg
cttocttaco
gatggtacaa
ttacagobgyg
cagtttgtgt

atacacacag

attgttobgt
ttgototgac
gggttggeat
ttttotacag
ttggcaaage
tetgtoattc
teootttotet
&tﬂﬂgﬂllﬂl
tttEEctgtt
aacttgtttt
goaaaaaatyg
catataagca
ctaatottco
NNANRNARNNT
LELELELET 4 141 11 g4
tecaatctoa
cacacagggg
toagoacaaa
tttaaaanmm
ctocaaattt
gagcatttac
tttgtgtaac
taatacccaa
catggtoagg
ttstattect
gtotacactt
tcaggaagca
ctggettgot
gocacaatbga
atctcatgga
aacgttaaca

atatacacac

101

attgtgtotg

tttacaaget
ggaagaatat
ggatgactas
ttecoocagtto
tactaacttg
tteototottt
agtatttttea
ttgtttatge
taacattatt
gaatttattt
gectattttt
cctatotaca
AARNARRARD
NANNARDRND
caatcaaagt
acttggacta
gettasttte
BEascasEat
tettgaaaat
caaactocag
caacatcact
Eggettitteat
Ebgboacaga
geacaaasgt
ccacattget
ggagctgatg
eagoctgett
getatgaoaott
ggeatttect
cacaaaatca

cctcatgtac

ggcatgogac

atttttaatg
tatacaaasas
tgattttok
ctgcaaagan
cactgatggt
gggatactgg
aggatttatg
ttgoaggtta
gttgttgata
coCcgaaccaa
tacatgtcat
taccaaacto
NANRRORRNT
NRDRRNRnNnN
aaatgocaca
tataatttac
tttgotatas
ggagetaaga
atcacatgag
tgaatatcaa
ttotaattoo
agoccaatgk
aatatgocac
catgaccaag
attcattace
cagaaaccat
tottttagaa
gooctotbga
caagggaggt

gocagtacag

acacacacac

13680

13740

13800

13860

13920

13080

14040

14100

141860

14220

14280

14340

14400

14480

14520

14580

14640

14700

14760

14820

148B0

14540

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15380

15420

15480

15540
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acacacacac
gtacaagcag
toatttgtac
attetbttot
etgettagga
catetbttcan
goactacaga
acagtagaaa
gtatcaccteo
toeghgggaa
ggttettetyg
tgotactgga
tatgotaaas
ggatggtgty
gagtgtgtge
gtagtgtgtt
ctttggagge
gagoctgtat
gactacocag
bgtgetttas
attaattacs
cactbtgatga
coctggocaa
atgggatagt
attggtgtat
grgtgtgtgt
ttaatogtiyg
bgttagagtt
gacaagatga
tgacatgtes
ttagtocogag
gocagoaaat

agcttettag

atcrcaagaag
tgttaatget
aagtgggaat
gogatgetat
atkttobaat

atgaacktast

ataatgocagg
ggaatagotg
e Lot e Lo
tggoacatgt
gaaagectag
cagaaggaga
gt gaaggat
gagagattaoc
agaggcttga
aaaatgggga
aaagaaaatc
aggtgacatg
atactgtaac
aaaaactgbg
ctaagtgagg
ggaagacasa
gtoctecttt
ctgtgatatt
ctatcacttg
ttgecaggge
tcaactataa
aaatactbte
aaggttagty
cactocghtag
ctagoctoct
tagttaaacc

gtggaagaat
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aaatgcaaat
azaatttctt
taatctgggg
agtagatgek
etebgostak
tgocotoaka
aaatasagto
ctgagaaggt
tggctttate
cottocteac
attocaccaag
taatcotgakt
toacgoackh
cattgagtga
gtaatatttg
aaagaagtga
acagatgcaa
agactgaaac
aatgagetog
ttttaagaga
gaacktgeta
catckggaas
cototoctoo
ttaatacate
aagcatttat
caccaaaaat
ttacootact
tbgtatttok
aagacoottb
atgakaggga
goagtatgto
aagtctecto

toctgataca

gactaccaat
cagaacgtgg
tgcaaaggtt
aaacaabgec
tatcagattt
tecttbcoas
acaactbttt
aagooocggaa
ttcatagttt
tococatghatg
tghegtboce
ttaaagacooc
chgacstbEbgt
aagcacghgg
aactgaggag
aasaaactgt
tgtooghgte
ttgggaaagt
tagtoceggy
cstocaaktact
tEbbgtEttE
cgtggteate
cgotgttact
tatatgatgt
cattgtgbgt
chtotcbact
gtgetataca
tractecatg
gtottagaat
agggaaggga
ctggotteoag
cattotagta

gttcattctg
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ggtcttocaa
aacatcttoa
gaactottgt
astgbtagge
ctaghostag
tagekatggg
ggottcaaas
aagtgocttt
acatacttoa
cottttotte
ctgaastgga
caggatotat

astecastga

gegtgectgt
gtotcaggga
gtgagtatat
ageatgtttg
gacatgtgaa
Aaagaccactg
tggettatek
atccatgteg
acaagtactt
atgocagtate
gtgattctoca
grgtgtgtgt
agatattttt
acaaacatca
aacchtacagqg
ttoatooaag
aggaagatgt
tocttgotoa
gtataatagg

cataattaat

gatcttttga
gttocaacac
gaattgoaac
ttaagecatte
geatgtebtE
tetbaamacan
ttgatgactg
ccagatgtta
goagttatgt
ttgttotgea
gacattttea
teagotgtac
tttateagte
gggoataagt
cotttetaat
gatggagagg
agaatcacaa
ggagttagag
aatcttactt
ataagaatta
tebggaatga
aagttteoatt
agcataattt
aacoaggaca
grgtgtgtgt
aaatacatga
ccattttaaa
gJaAACCaAs
ggoctgagaa
gggagggcag
Ccaaggaaca
cttagttoac

caatcatcaa

15600
15&&0
15720
157a0
15840
15500
15960
16020
1&6080
16140
16200
18260
16320
16380
16440
1&500
1E85&0
16620
legan
16740
16800
16860
16920
15980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17480

17520
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tcaattaatc
atagasccoa
actatasgas
gEgaacasaa
coctgoctaag
gaggttgata
gacagacaga
tegattatgt
cebgotbagg
ggcaccactyg
ccaggaaaat
tgaatcoccaga
ccacagtate
goactcacao
ctocogacata
aaaaatatoo
accasamoog
accanccoata
tctgagaatt
gggetetoag
atttggtotg
coctcacccac
gaaccagoag
taagoacgtt
cocaattast
tcaaagcagt
aggcaactgg
ccgagettty
cactaeckEttt
gatttgagat
aggaggttgg

tatggoctgt

aataagcaag
gattoctaaa
ctttotaatyg
aagactgack
goacacagag
ctataaagag
tactoagatg
tatttotaat
tagsteagac
accaaactga
gatttttocta
gacactgagc
tgtotgoagg
tgggaactaa
tgcaaaagaa
coatotooet
caaatcagga
aatactitga
gaatgtaaas
cacccaacta
agagtitgtt
aacactacag
atgtggtagt
gggctgteag
agocaggtaa
ctcotgaages
gtttgaatgo
ggaaggckttc
accatttatt
teagtteact
ttagctatat

gogttcaagg
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attttottag
ctatamssag
cctacotgag
ctacacatat
atgaggtagt
gtatgggoca
tgagctaaag
AbgasEEgag
agettagoan
teotaagtaga
cectectgte
cetoacagos
tetootoota
caagasatat
catootgttt
aaataccatg
ttttgbgtte
atattotaga
boasgggtia
cacagagaca
cctaggoaac
catactttaa
gtgtotgggs
Cgggacagas
getggoagag
ctgtgattga
aaagcagage
ctggagoaag
ttaactgaaa
gagatgtagyg
cettooctga

gactctaaat

tatataataa
taattectta
tgtttaattt
totagttatg
ttggaaccaa
gtaaagtaga
tgtttgggaa
agagaaacte
catcaaaaca
agtgggataa
agtcacccaa
atecttgttt
acatcccaat
gotgoaagta
tagetetagt
Aacacaaaca
tototacaaa
Cajsacccaca
gtetatcaga
aaggoacagg
tectaaaact
ttoaacactt
tgottttgga
Aggoacaage
gagatggect
gatootgooa
tgtgocagaa
ctgaaacctg
aaaatattat
gtgacgacta
agtttatgeoo

gacacagtag

103

taatttaaaa
ttgettatge
AcAgacassa
ABAgYCACSA
acgoactact
ggoaggoaga
cacttttgaa
ackagatgta
aatgagaagt
catcttgaat
cctagetgtg
ctoactttet
cttoocagoa
tgaccggagg
ggaacctaga
aactcatgat
t-F_F.F.F.F.F.F.F.F.1
asagtactaa
atggatatgt
gggaacttes
atagaatcat
atagteotgtg
atccasagaa
chgeatgtgt
agecttaagaa
aatcotgoot
agagactetg
gtaacatcag
catcagactt
atctgtotes
aggeagaggt

ccttggtaga

caataatgat
ttattaatag
asaactittaa
:aga:atac:
tatttaactt
cagacagaca
aatgtatgaa
atctttacas
ttttcataca
cagttctaat
agooaaagaa
toagtcagag
tecotagtek
aaaagaatlt
atctoaggag
gaagtgocaa
aAajddsaaaasaa
gacatgtitg
astgatgeat
aactcttgtt
toctooccate
gaggcagaaa
uanatqaat:
totgetbgga
agoagotgat
ctgoacttga
ctgagtgogg
cotttoottt
:at::taaag
tttttgttag
gagatataag

aggagacagt

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

186860

18720

187B0

18840

18300

18960

19020

13080

19140

19200

19260

19320

19280

19440
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catagtagtt
totggtttta
tttaattttt
caaagtocce
catgacttot
castecttota
ggoaatcaaa
tacgtottgt
tttggootga
tagtootage
tacaaagcag
nnnannnRnn
fabiphitaiakpbiladabsl
atactoccat
aggcagaaag
catgaatcta
gotiggaccee
agctgattca
cacttgaagyg
gtgeggeega
cottbcacta
taaaggattt
gttagaggag
ataagtatgg
acagtcatag
tgaaatestgyg
Etttttttaa
Eatacoasnm
ctggggaatyg
chtgetttoac
agtctgtgge
tagagcacct

gttatteggg

aacagttgac
ttttatttat
ttococacttt
cabacccase
ctgbttectta
tttttaatga
gaacttcatt
acggaatgcoa
gatttactag
acttgggagy
tttﬂlg!lcl
LN SR EEETI R B ET4
{11 alabplitqiabinkilq]
cocctoacocan
aaccagoaga
agcacgtggg
aattoctage
aagcagtote
caastgggtt
gettgggaag
ctbtttacacat
gagattcagt
gttagttage
cctgtgggtt
tagttaacag
ttttatttta
tEtttttooe
gteasccata
acttatoctgt
tottatattt
aaatcaaaag
tacgtcttgt

tttggooctga
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atcacttagt
ttatttattt
ttattaggta
cactocococt
Etttktastoa
matcktattak
tgagggoaag
gggcagacaa
cttaaaagat
cagaagtaag
cotaggacta
nnRannnann
nnnannnnnn
aacactacag
tgtggtagty
ctgtcagegg
caggtaagct
tgaagooctg
gaatgoaaag
gottootgga
Ltatkttaac
toackgggat
tatatcocotte
caagggacto
ttgacatcac
tttatttatt
actttttatt
casacaSackt
taotkatkekk
ttaatgaaat
aacttoattt
acggaatgoa

gatttactag

tggaattatt
actttttttgg
tttagctoat
tttbggeoct
atgaaaacct
ggtoctbact
aagaagasas
gtggottoat
ccattttage
tggatctotg
cacagebgtt
nnnnRnnnnn
naannnRktga
catactttaa
tgtatgggat
gacagaaanoy
FocagLagag
tgattgagat
cagagetgtyg
goaagebgaa
tgasaaasat
gtagggtgac
coctgaagttt
taaatgacac
ttagttggaa
tatttatttt
aggtatttag
cecaaateEbtE
tactocastg
aotottatggt
gaqggCanag
gggoagacaa

cttaaaagat

104

taatgtttgt
ttoctcactat
ttacatttct
ggtgttecos
ttagagagas
aasghoacas
gtagoctgoct
gtttcatgag
cagatatggt
agttcagoge
ctgaaatecat
nnRnnnRaRnm
tggeoggtea
ttoaacactt
gotttggaat
cacaagoctg
atggectage
cotgocaaat
CoaJaadagag
acctggtaas
attatcatca
gactastctyg
atgocaggoa
agtagoottg
ttatttaatyg
tttggttete
cteatttaca
ggecetggey
maaacattba
aattasteaa
asgaagazaas
gtggottoat

ccattttage

gggoctgaaa
tetttttttt
aatgctatac
tgtactgggy
atactgottt
gotagtotgt
tagagoacat
gttattoggg
ggcatgtgte
cagoctggge
grotcaannn
RRRnNRnnNNN
aactatgaat
atagtogtag
ccaaagcada
catgtgttet
ttaagaaagc
cctgectetyg
actotgotga
atcagecktt
gacttcatoe
tetoakkttt
gaggtgagat
gtagaaggag
tttgtgggeocs
actatteottt
tttetaatge
ttoosckgta
gagagaasta
gtoacaaggt
gtagctgect
gttteoatgag

cagatatggt

15500
15560
15&20
12630
15740
17800
15860
19520
19%a0
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
0700
20780
20820
20880
20540
21000
21060
£1120
21180
21240
21300
21340

21420
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ggeatgtgte
cageckt ggga
tgtctocaaas
gotattootg
tgatggattt
goattgtoaa
ttatagtaga
cetaskEEete
caggtbthtg
tetttattta
acccactoce
accaaagggs
tagagacacg
cagacocott
atccaatagt
acgagacages
ccagtgetot
teatboaste
Acaagoataa
gettetttos
ttococtgect
atgagcagct
tgagasacag
Lbtcaggoas
tgocagbgga
gagtcacteg
cacaaatgtg
gtttatatgt
etbgatghtt
gotggocaag
gettoctoatg

agcatgocac

tagteoctage
tacaaagcaa
accatgatagyg
acacasttca
agaaatccta
atgtcagaaa
cgoagacctg
aaaastgaca
ttgttgttgt
cattttaaat
acttottggo
ctetettecece
agttetgggyg
cagetootbg
taactgtgag
tatatcaggg
ggacaatttg
actcacsbgh
tttatasttaa
agocaaggge
ctaattoctga
gtotcaatgg
ctgttaagga
tgostteces
aaactoteat
tgtocactctyg
tgtgtttgta
atgtocatgta
aagatagagh
caagctggaa

cagtgtttec

tgactgaagc
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acttgggagg
gtttoagass
ggatggggag
catboagatt
accagggttt
acctcacaga
ctgaccacta
cagttagtas
bgtbgbttta
gotatcooga
cctggoatto
aatgatggac
atactgatta
ggtactttot
catoccactte
ttotttoage
ggtagaactt
ekekgastagt
ecttagattt
tegeagettt
attoctotett
cococtgattet
ackgbasstyg
coageotagy
cogeatotag
tgtgtotgte
tatgttcata
gaaggocogag
chetoactga
ggatactect

atgggttett

atcttgcagg

cagaagtaag
acctaggack
toctgagatt
aactaottakta
cacatacaag
aactgaagca
gotgooctgg
satasagbge
ttttgttEtE
aagtteoeccta
cootgtactg
tactaggcca
gttoatateq
ctagestecte
tgtatttgoo
aaaatcttge
tttagttcac
tagetgteac
tataotactia
taagaatcteo
gtgttaatct
atgtgagtco
cagotgacktk
ttttaatege
cttgecagoa
tgtoctgagtyg
taagatgtac
gotggtgtca
asctggages
gtotaccteoo
ggcatcaatt

cocctacttet

105

tggatetotg
acacagoktgt
gggagttatg
agagotatgt
coooagqgaac
caacggaget
atatttgoac
ackbgatgta
atctttttta
taaccootgo
gggcatataa
tettetgeta

ttgttocass

catbgggggs
aggoactgges
tggeatgtge
actcagtttyg
ageatggtge
ecttasaatgt
ageoggaaty
caagtgtatt
ctagtaccaa
cagggotata
coackgangs
coagoasctyg
tgtacatgtt
atgettgtge
tetttoattyg
thgacoaatt
ctagcactga
teoaggtoate

aaccttottt

agttcaaggeo
tetgaaakca
ttttoaacta
cctgtggaac
aggactactt
aggtggetoc
catcctaaga
ttogetggta
ttagatattt
gococtacos
agtttgoaag
catatgocago
tatagggktqg
catgtgtbec
ctagectocac
aatagaatge
aatgtcagaa
acaageckge
gatageggag
taagcaacag
caaacagotg
ataactagoco
catgectice
Sageacates
tgoctgecea
catatgtgtyg
acagatgtgt
tttoccacct
ggotagackta
ggttccatge

atgtttgeac

cctaaccaca

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21300

21980

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22360

22620

22680

22740

22800

22880

22920

22980

23040

23100

231e0

23220

23280

23340
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gttaccatga
taaataaage
tggcaaacac
agagggetoa
agtggtggca
agstagteat
taatgottoc
ttgtgattee
agctgagaac
cCcatatagge
taagaactgyg
tagtgaatek
otttk
tggaaagaat
tatacotcoca
caaaaatgtt
tttagactaa
ggttttaggt
ggtaasttga
aagagoattg
AACAACAALS
agtacacaga
ttgaaaaagt
ggctoctaaag
cacaancaco
cacatggtge
atcacaaaac
caaagtbgtg
toagagageoa
aacaagtaac
azagasagoa
atcccatttt

caacagoctg

ctttgoatte
Afagagagoa
atgagagaaa
gteogeggta
ataacatgta
goggagaays
tocagocaga
atcaatgatt
gtacagcatg
tcctgacaat
tettbgotgaa
ggetgecaga
EEbEEEEEEEE
gecotgatta
tttggatass
tcactgttga
atattaagga
atatggagte
ttosagetta
actgototas
ttgaatctag
catgoatgaoa
agatacctgg
ttaagagcac
tgtgtaacte
acacacataa
Afaacaacoa
tttatatgac
atgtggatga
cataactagyg
acasagggtt
tocctoacgtg

gaagacagtg
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tottocacctyg
agaattatog
caacttaaag
goctgaatat
caacktatgga
ttggaaggag
coaccttetg
aatccagtga
tacactcaat
cttcagatic
gtgttacatt
tacchtactt
tacectaocat
tgtctatget
ctackgaata
cgaaataggt
agocofaatt
tgtctcacag
aagaagochyg
JgAggaACCCa
ggtatotgat
gacaasacagc
tagtagatge
ttgotgottt
tagttteatyg
AAGCAGCCCA
tggoccacana
chocaaAaSaAaA
ttttkttget
atgtoogtgk
tteocagtaget
aactgtooct

gogaatgtgg

taaaccctot
cagotgbgtt
gaggaggggt
gebgetatag
tacktoaghtyg
atmasactat
ttttatacaa
ttgggtcact
aaacagaagt
taataacact
tttatcttat
tgactaaage
ttocagaaktg
goassassca
aagatascta
aagocgbggg
tocaagtata
gagtctaaaa
acaatggaac
ggattgtbte
acattobbgt
ceatgeoasat
tatgaagaaa
toccaggggac
aaccttocaaa
tacaatagaa
acaaaattta
cattgatgaa
tecoatootg
ttacagtatg
gaccagggtg
tctggocagac

ctgactgetg

106

totoaactga
tatcaatcat
tactgtacoo
gecegtggag
atactgteas
coaaatteas
ctoccaatag
gagaaattat
ttgtatttta
ggccatagat
aagatacthg
atagtttegg
ctoabgaakyg
gatgktackt
caaatggtga

ttgoctttoat

atcaagtaga
gaatagagktc
tagagaaatg
coaccaceta
ggctooaaan
asastAacACH
ttoatcaggg
ctgtcatcca
cototgtgat
totaagocta
ccaaacagte
tattbgaotag
tgaacataas
attatacaaa
ctttaagatc
aagtgttatt

cagacagata

aacaggctag
cacatcacta
cocacatcat
gUcagaasat
goasisaagag
acasteagtyg
tgoocatcaaa
tgggtccace
ggcagaagta
gogaggttte
tgtottaget
gaacgattaa
gRoaCAggaa
caactcataa
tttgotggac
ttgacaaage
aagacstttgt
taaaaataca
coCagLgeat
catagtagot
acasacadat
aatttttaag
goctaagagat
tgtagtaget
atcaggtata
gattotoatg
ataatcaggt
ggasaacatyg
gaggaactga
cagcaaaggyg
tatccacaag

tcttgggoag

goaagcaaac

23400
23460
23520
23830
23640
23700
23760
23820
23380
23540
24000
24080
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24430
24540
24600
24660
24720
247480
24840
24500
245860
25020
25080
25140
25200
25260

25320
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catggaagtyg
atttattggo
gtasggacas
betbgoatas
aaaanatcoto
ggatacataa
ttaagaggag
batbbasaas
EEEEEEEETT:
EEEET EEETT: |
gaaaagagaa
INNnnNnnnnnnn
gtoaggatat
accocattea
teoggooccaag
ttgghgeatt
aaccaatgoc
tetcasgaat
acaktasktakyg
ctotcataac
agaaattteo
tgatagaggg
atggaasttt
tttbbasaga
ggatcatoaa
atgtgtatat
ctactgtata
cattcaggtg
ttaaaagtat
gagtatctta
ttatggtoat

tgaaggtgea

tgetttocag
ctootoccaa
tggtttaaga
atgogactat
agtacagtgt
aaaaacaaagq
ccagatgaac
gagtoacaga
AAAAGAAATT
aaaagaaaag
aagaaaannrn
bpbphph 4 gl altaliahal
caccagtitca
gaaaccaget
toctagetge
tttototatyg
atatagtgtc
asastotaac
toagttatta
atagtttcca
acttcaaaga
totgagocto
atatasatas
aocaggtata
gttaaggeta
agataggcag
actocacttt
gtatatatgt
gaggaaagag
tgggaggagy
Fyaggaaggy

agatgaataa
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agagagggta
ctgcagaget
goeatgattt
ackgtatgat
accataacac
tagtgaccaa
caaactgtaa
cektacagas
EEET R

Jaaafgaaag

nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
getoacatag
atggoagtte
agaagoagga
aagtcatgac
gaccactgte
aasscstoas
goaacaaata
gaaaaacate
catgtagtgt
ctectataaa
acatgagtga
Lhgagatass
cataatgaaa
atgtggactg

agaggattte

gtacatacag
atgthoatgy
ETEEEEET. L6
aactagoaaa

aaacaatgta

gagaaaactc
gaagctagac
gtocstgoek
asagtegaghk
agtatgggg
atgoatgaat
cagttocagtt
astactsage
Aaaggaaagy
gagaggaaag
111414119l ak gkt
NRARMAANNN
atcaatageqg
tatgoagaag
agaagccace
aaacaatgac
tggtggaceco
atgoocotitk
attacacakg
aAatatgacaca
gtaggagtca
tgotatgtat
tgaatttcag
tgtaatecca
tecstttotea
gagaggtggg
caatacccto
ataaacactc
ggttagaaaa
gacagtggaa
tggaagacte

tattaatata

107

atgggttota
aaggaagtag
etatobgaat
agtggaattt
gtectggact
gacctgotat
aactcataaa
betaatatbg
AAAGTARAAT
gaaagaaaag
INNNNnnnmn
INNNNnnnnmn
qtagtteoaat
AAACCoCCAg
Agaacacoac
cagcaaagaa
tttocaaata
tctaggetge
Eckoattaag
actgagtete
ggagoagact
cacatctatt
aapattttaa
goactgtgga
aaaatgtata
ccagetattg
ttetggocte
atacacatta
ggaatcataa
caggaaagoa
taggaagtga

tacatgtgaa

gaggetactt
tggattaghtt
ctoastgage
ggcagttcaa
tgaggtgitt
goctgtagga
atgtgaatga
gtasaagass
AZAAGAAAA]
dddaaagaaa
NAMOOOONNT
nanannnatt
coactcacaa
gototgocac
cagaagtact
tggoaaggag
gaatatgttc
ttocagaaaa
taaaaacacA
Caddfaancc
gotatatttt
taaagtagaa
atcasasaca
ggotgaatig
tatactatcac
agagtatttt
tgaaggoatt
aataaaaaac
aggaacagga
gaagtagaga
agtaacctaa

aatatcataa

25380

25440

23500

255680

285620

25680

25740

25800

25860

25320

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

2a460

26520

26580

286640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

270680

27120

27180

27240
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tgaatgocoo
aaactagtoc
gotaaagtgt
tgtatcettat
atatkgtgeyg
atacatttge
gtaaatgtac
gottoctgget
ggttgggaca
tatgtocaat
AtoCCcaCCaa
asctgagtih
gattbgoatt
tteggtatite
tattbgatet
tatcogattg
acggtgtett
atcottacage
caaggetttt
Etaakasack
Lacabgatas
gatggbttta
gaccatctag
accattgoat
gactatgoog
CaACaAMIJTCo
cotataggtg
atatgtatca
aaactttata
aggggattgy
aaaataccta
caggacaaag

atttctaaaa

actttctatg
cttaaaaagt
ccacactttg
atcttgggta
agttoctttg
ctaggaattt
aacattttat
attataaaca
tocttotggat
tttotgagga
caatggagga
ttgatecttag
tecotgatga
cteaggtgag
tetggagtas
ggataggtaa
ttgecttgea
acaagcocatg
coctacttte
tagattgass
cegocaghtyg
gotoactbgt
tgactgoecat
acactagcaa
gggoctagoa
ctaatggagg
gJamsAAcaAT
apagatggos
tgoaaceagt
goaggtgggt
attaaaaaaa
taatactgeot

tgtattcatg
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ctocactttaa
taagoctttoct
gtogteotteg
toctaagttt
bgattgggtt
cataaatEca
gtatcoatto
aggctgotat
atatggocag
acocgofagac
gtgttoccct
coatbotgac
ttaaggatgt
aatteotttgt
aastkattga
agatocottteo
gaagctttag
ctgttotgtt
toctotataa
Etagkasandg
tgecagoaca
caaagatcas
atgoagggat
gatttegetg
aacacagaag
agetagagaa
atgaactaas
tagtoggoca
asaggggaas
atgggggacsa
aaagttaagc
attgtatagg

aatagatgta

aaagotaatt
atgggrgttt
ttettcttga
ctgggotatt
acktaaktaa
teetttaata
ctotgttgag
gaacatagtg
gagaggtatt
tgatttoocag
ttctocacat
tggagtgaag
tgaacatttt
ccagaotectga
gttatttata
ccaatctgtt
agtttcatga
caggaatttt
gtttoaggte
gagatagasa
attgttgaaa
gtgaceattt
ccaccccata
aaaggaccoa
tggatgatca
Attacccaag
cagtaceogy
tcactgoaaa
gooagggaca
tttgggatag
ttatggttat
actatgaags

gttaatattt
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gaaatgcaca
tgtteoocatt
atttcatgog
gtocacttat
ggatgataca
getgagtagt
gogcatotgg
gagcatgtgt
tegggatoct
agtggttgta
cotogocaas
tggaatotoa
ttteaggtga
gooccattit
tatattggat
gotggtottt
ggtcooattg
ttooootghg
toggttttat
tggataaath
atgebgtett
ggagetgtga
atcageoatcoce
gttatagcte
cagtcagota
gagetatagg
gagetetogh
gagaggteca

Baangggoga

cattgnauat
toctcaatto
togaatatoc

ttaaatgagg

tacacattoa
tctaagaaag
tttggcaagt
cagbgagtac
ctasaggbas
attacattgt
gttotttooa
tetteottace
ctggtagtac
caagotbgeoa
atctgebgte
FogLtgELtt
ttobotgose
ttaatggggt
attagteaas
tgtocttattg
tcaattoteg
cocatatctt
gtggagttes
cgoattebte
ttttecacstyg
cgasaggatyg
aaacgoctgac
tctottgbga
ttggatgggt
gaactgcaac
ctttagetge
tbggackibge
ghgggtgggt
gtasatgagyg
ctaacaaatc
ttocacattta

aaaatcttteo

27300
27360
27420
27480
27540
2T&00
27660
27720
27780
27840
27800
27960
2EQZ0
ZED80
2E140
2EZ00
28260
28320
283380
2E440
28500
2E5360
2ZEE20
ZEEE0
2E740
28800
28860
ZEF20
ZES80
22040
22100
25160

28220
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ttatcteotta
attataggte
Ekbctaagta
agtagtttaa
aaaatttaga
accctagtet
ttactagcag
agagtasgca
ctaactaetat
gtotghoaaa
aactottoca
atttttttaa
ttcastagat
tgaaatgatt
ctaatcaatt
ctttactaaa
cacccaatgad
aagtasstga
ttetktataa
tatatttoca
taccttaaaa
agagtattgg
aacaaggtas
beatgatcas
tactoataag
aggaatttaa
agctgagagg
cctgocaage
ggaaacagga
cacagoootg
goagggtota

aatgaagcca

aatgggggta
tgtgtotact
gotatgtgea
asaggotbgg
tataaattgt
ttatggoect
aaactgagca
ataaattcks
acttotttgg
atocctaaagt
atgaatttca
atgaaacatc
gtoggattgte
tggtetetga
ctogattgaa
cattagtttg
agatgttcetg
atcaaaatgg
ttoaatacke
aattatgtge
gtatctaaga
gaggagaaaa
gagacttace
ggtoaagagt
acctatatta
toctatagagg
ccacttcata
acttgggaac
ttaccatgeoc
gocaagteoaa
ctococcaaat

attttgtcat
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gggggaggtg
ctgagtcaat
Eabgttaaga
taataagoaa
agoctttggga
cataagaata
aaatgcaatt
Egetbaatgt
etettgattt
acaaatgcta
gatttgagac
attcttacat
ggaagaatta
aggaagoaga
ttcacagtges
acogggatte
aagggatgga
aaagtggtaa
actttattat
cotataactt
caacaaatgs
ccattteoeoct
aekbtgatat
aggotatgga
gtatttgtte
tttcataaag
agggagaaga
teggcactga
atteocaaata
goagettete
tttgagacat

tagoagagaa

tatgtaacaqg
goototetgg
aataaattaa
tatctagtaa
toctataattg
cagagatata
togaattgot
aasaggecak
gtgtgtgtgt
tcagagotaa
taaaagggaa
ttaaaaatgt
ggagtgtogt
ctatcactat
aacctgatec
gtggagacat
taattctgga
gagtoacktee
ttgtaataac
gttattagaqg
tgatgtgaat
agttatctit
ctttagagat
caaatgtbak
ttggttotet
atgttottit
gagoaaattg
gataaattct
taactaatkbe
gataggeatyg
gaggecctgt

tacaacttgg
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tggoogaaac
tgaatteotag
gtettaatta
cacttbgatt
actttatcat
toctaagaata
cacttgacag
atbkasssag
gtgtgtgtgt
aaataaatac
ttagaggaga
tgetetgtta
cagagtgtag
caagagtgtt
acocattgge
coaagtgagt
gtatgaaatt
attctataca
actttatttt
gaagactgat
cttocatgta
ggtgttoagt
gtggttgaas
cocatgaatt
coagasagaga
acatacctea
gocogoaaac
acatggcaca
tamatoagta
acgttgtace
ctattoagtyg

ggtgoctoga

atacccttoo
ggatccaaac
tgtacctkica
gagacatgge
ctitcttgaa
tgatagagga
ctgagoagag
tgaagtotkk
gtgtotgtgt
gtagcacaac
ttttataagt
taaagtagag
tocaaaatgaa
tototggagt
ctoaactgga
tggeaaccac
cagtacaaag
ttgactiktke
cacctaggac
ataatctocaa
gatatatgga
ttaaccatgg
ttaactagga
taatgactge
ggcacaaaga
gagaaaatca
ctotoacton
Caacaagaag
taaccacage
cageoacectyg
tagoaccaasn

acagctactt

29280

239340

23400

29480

29520

23580

29640

239700

29760

29820

29880

29940

30000

anoen

30120

agiedq

30240

30300

30360

0420

30480

30540

30600

30aa0

20720

I0TeD

30840

308900

30960

1020

aloedq

31140
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cttocktgttea
gtaccaaaag
tcaaacactt
ACCLgaggra

Eoaagggaga

caaamacagh
tttacagtta
ttaaatctcoa
actgtactca
cagacoagoca
gtagataata
ghgaacatct
acaatgtata
tocattgtga
totgatgett
tacactaateo
ttttgaaata
acagatgttt
EELTEEttet
tatcatgata
attaataaas
atactattet
tocaacaatct
ttgtagtatyg
cacaagatgg
ttataagoog
tattaacact
Etocaacagag
etgastggas
aatattagas
atgoagttac
cagccaaate

tottgacatt

aagttoctgtt
gggectgget
attogoocac
geagttttbga
atatgaggtas
grtaagasasa
cattgtgaag
gocttggagt
tctacattoc
gotottttgt
acttatattt
gacaaggttt
toebacAaAaoa
tattagcaaa
acatotcagt
acataatcat
tttatatgtyg
ttgaactgac
acofattbgt
aggoaaatgt
aaatoactgyg
cagttgttas
cacoctgota
aatactacag
aacoccatace
tataggagaa
ctactcataa
agtagttaat
taktacatats
gtgtotasag
acacacagtt
ccagoatgtt

gtcagageota
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ttectaaatca
ggatgttaat
caaatatagg
AAALgAgAAS
aacsactaaktk
ctactgocta

ctoacattas

gtattgetgt
aaggtaatga
atgaagoaca
gaattgacaa
goacCag gl
taatbtgect
astggtggtt
aaactagatt
atattatgta
gtaagatggt
agtttcaaat
toatcaaagqyg
atctbttaaca
atocatatgght
tgtgocaatt
tgaattotte
gaattactac
tgacatcatt
atcaatagat
attaatacasg
ACAgAgaAcs
ctaceaacka
gootcaatgy
gotggaaghbg
toctgggagag

ctgggaagct

ttctaattta
toaaAcadgg
aacaactact
sabtgtacote
teacackaat
gtggoatgaa
aggetgggge
coccagotoct
aggatcaaaa
aattttatac
agatttetca
tgttaaccte
tecaacghag
ttatgttaga
asatattttt
aaattatcat
tocagoagags
ctgototott
goocaagbtg
tattaatatt
aactttagtt
tttattbtcaa
aagatactgg
ctactttota
aactgggoca
agacatagta
chootgasos
teattecagte
seoagaagat
ctatagagaa
catgagtaga
ccttaggacg

gggagagact
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gatatctggt
ctttctaaac
ttgoacaagg
tgaggastet
macaktgttbg

toaagtsags

tgtttactag
gtggcacatyg
cacttaaatg
gaaggacaaa
aggaaacakt
caggoeagaat
taagacttas
taataaaata
toaaatageos
taattatcat
tatgaatgga
gtatattcca
atccatattt
atttaattgyg
ttoattattg
taaacsaghtt
toaggaaaca
gttagtttta
aaacaacatg
gttaattgos
toattggaga
agtatgoaga
taaamggtis
actatttackt
aggtttacac
ctoctooctg

ggatttette

ttatgacttg
cgagtcataa
taccaagggco
tgagaccate
ttococtagtt

astaccattg

gagoototge
gagagtacac
cttocagoaac
acacatacta
tgttottoca

agagttttta

cooasaBagga
tgtgaagact
tgagagtaat
gttaatgatg
tatatttttc
aaatatcoct
tggstacagt
gatataasatt
agtagectot
Agasaagaca
agoocactga
aagocottoca
gotggotagg
tocooocaagt
agettechatt
goactcaaca
tbgaggaaga
ggocacagac
aagatcatgg
cctgagaage

agggatgtga

31200
31260
313zon
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31880
31820
31l%an
3IZ040
32100
32160
32220
3z22an
32340
32400
32460
32520
32580
J2E40
az7a0
32780
32820
3Zaan
32540
33000
3x0&0

33120
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gacctgagag
asmcactgag
tgoctactat
gqaggbtggatt
tattagttgg
totghbcaate
cococktooott
atagtgattyg
gagaaagaca
acaatgttag
tocaagegtyg
agagtoctag
ctgtcaggag
aaccaagbgg
aataatgggg
ttecttattaa
cgagoatgag
tecatgtgtgg
getactgatt
cagaccttgg
cttoctttgt
agtgotoagg
ctagtasata
gttacagassa

grgggetgeg

ANANARRRRD
annnnnnnnn
gooccaccaag
cACAggasga
ttgtggaagg
ctgacttest

cctocacaatt

goattocatyg
tattttaaaa
aagttgggga
tgatcaaaca
coattaaaag
cttttoagta
gottoagtot
gtaotbgtot
gagatgggag
tgaaatettt
aaacccaagt
tctaaagaaa
goacaccockt
agtgaaaaac
tttatogatyg
caggaactag
tgtttgacac
tgacooccaa
tgactbgtaa
gtetgectet
ctggagaaag
gtotocagtg
tagacagagh
cagtgaggtyg
agtgactecac

TR FRELELILILTL
TR FNENFRCLCLILTATY
caggcaggat
toagotgate
cocottgtgag
aagtotgaag

ttetatggac
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ctocagocagy
gagagagaga

agaassgtas

tagacattta
ccaagtttac
tgtttotagt
coctttgagat
ggtgeagtta

gggtcatagg

cactaataco
ttaaaaatga
acattttaaa
atcatatgog
aattbgttta
tgaaaatcta
gqagtoctact
agagcagtga
agatagastt
btgtaaatata
ctaatagoaa
ggactatocct
atttteotgteo
accaafaada
atccactgba
togoagoooa
TNNTONNNTTT
ANNNNNNTT
gactcacaasa
agacagaocta
tttattocagg
attottocag

attcttgage

tggocccaca
gagagaaaga
tggataatts
tgaatactaa
aattaaataa
ttoacctgtt
ctgttttgac
aaggttecck
ttgacttoeg
gatgacagtyg
ctcaataaaa
catacaaatc
catggegggg
agatgttgag
tgotgetgaa
cataacatat
ttttcaatgt
actttgttge
actgacttac
tatcttatag
aagtttcaaa
atgtgeoattt
gatcaaccaa
gasaggagas
caageoaggag
U FLFLELILELILILTL
nnatcogtgt

gggtaccttc

gtaotocteaqg

ttteotgaaac

aaaagtgttt

aacagactac
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coctatgoaca
gagcagagee

Aggaassgas

atatastttt
aatattttaa
toctgeotetga
ttttactagt
cagaasactyg
gggttaocota
gotgagaaac
aacaagaaag
ctggatatat
asnmantact
gtocagotao
aaggtgaaga
aaaaaacata
tectaatgot
tattacatga
tggaaaggas
agctaatoet
totghgaaac
tectggggag
actgtacoas
cacatgaggt
gatgagocaaa
ANNTANTARTNN
ctgogattga
ctgttgeotge
caacagttat
ctocagoott
ctgttotgag

toctgaggcaa

taaaagcagt
agaacttgbyg
toggaggtgg
totoatttta
aaatatcttt
cacttgocac
toctagaggt
aaagatagta
tggattatgt
caagtettgo
tgtaaaattoc
tcagaggcte
tgtgoataga
taataaaaca
ttocacttoyg
ttgagcacea
goacagcoctec
gtgtaatgtt
tgtgataatg
cctacgotoa
acagatgttc
atgtgaccat
ccacttotag
ttacttacag
GGRMRARNIIR
TN ELELMLILILILTL
tcacactcoca
ctacagagtt
gtacttgace
ctgagetata
gacatagcta

gtttaagact

aiieq

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

337240

33TED

33840

338900

33860

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34B00

34860

34820

34880

35040
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tocoggagtaa
tatggtattt
tttococoaggy
ghgtggaaat
AgAtARALEY
tactettagh
ataaatttga
atttaatagc
tocaaagagaa
aatctgtitt
tactcattga
gaaaagtaca
gaageatghg
tgtgtgegty
atatatgeta
tcacatatca
gaaacaaana
caggaaccaa
agettcagag
goatacgeak
coaaabtakte
tggtigteesa
ctacatteooo
atttatctga
ggtgtttact
gEggacacay
totoogtgte
cgacchoaag
caaatbtatea
cCasacacaca
toetagoctoa
aaagtattag

ttttttitte

ataaagtgtg
tgaggactgt
aatacatatg
atgaggttte
catascaata
tgactattta
ggattattat
caattocctte
aaggaaaaac
ttattttgtt
gaatggataa
gegagrteag
aagaaggbag
egtgegtgeg
acatatgoat
ggggcaagac
gaggggctag
gtoccaattet
gatoogocat
aattcaasat
tgatttagga
tgascaacag
aattttttte
ggtttgaaga
tagagaatge
gacacacttg
tgtattaaaa
ggasctgggy
cacagekaat
gtattamaat
taactttgat
atggacatcc

tggtgctaaa
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tagctgottt
ttcaaattet
ctacagataa
ctgtestact
tascEattas
agaccaaatyg
tttaacaaaa
taggtaggtt
acttgtagaa
ttgaaagatyg
agaacatgaa
cgaagtecto
egtgegtgtyg
cgogogagea
coacktgtita
attgaagtca
agatatgget
cagocacooac
coctagocktt
matamaatas
aaggbatcag
astttotggg
ttoaatgtgg
aggaaatghyg
ctagoctggaa
gaactootac
agtagttaga
ggacatttag
asagktacaga
ataamsacgt
atatocctcaa
tttacttagg

gocctggtga

caataaaagt
gtgattatcoa
atgatttgeot
atatcactec
agatatgosa
casacatatyg
ttatttacat
caaatattac
toctgtgoatt

ggooctatat

gtgcgggtga
cghgtaatat
tgbtgtgbgtg
tctaaatgac
gtatattgte
ctatctggag
cagtggttaa
atcaagagat
gtgggcacst
aattttaaaa
ggeaggbgga
gagttgggtt
gtgttttgaa
atactcatgg
gtataggaag
aAcaggagaac
ctotgootet
toctaaggaa
agtatctgaa
geckatacatyg
totggaaact
tttaacaaac

tattocacag
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ctttggoagt
ataaatgact
tgtggocata
atacaaaact
tgeckaatka
gotgeoattet
aatttgteta
tocactttcta
gagttgttaa
ggttaacata
gatccagaca
ttoctoagas
bgtgbhgtgtg
agotagoatg
taggtoaata
aagatgtatyg
gagcacttoc
tgacaaccac
goattcatat
attaacaacs
Aactoagaga
ttttktttet
tttttatcca
gattggagga
tocatgtgttg
Aaacagagatyg
gtggtaagaa
Aaagatagas
cagectoaga
cotaggtata
gacagatatc
aacagttitt

acatttggac

tocaagacaac
toctgoccaga
atttgttttg
ataatacoog
tattacgast
tgatactaaa
agtacatott
gaaacccagt
tgootgaggo
ctgtocagty
acggagettt
gaacatattyg
tgtgtgtaty
acttttggoa
tactgtagtt
caatgaaaag
tgttotteta
ctgtatcaco
goacatacat
gaattbgbtt
gggtatacga
ttgtatgtat
gaagaaacaa
gtacaggtgt
gtcacattet
atgoagggtt
tattgggaaa
gtgbtoataga
acagtgtaca
geacggtgac
attatgtcott
togtititit

atatgagaag

35100
351&0
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35e40
35700
35760
35820
35880
35940
G000
36060
36120
3s1a0
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
J66&0
36720
367a0
36840
I6900
I69&0

37020
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cttagaggtt
ctttttatan
Etcktaakta
ctettaaatt
tatatatatt
gtgettaaca
tgtatatata
gasaaagaga
atatgtgtga
tttaagcagt
gtgtttocat
caagtgggga
asatattott
tatttggagt
gaagecactet
atttgaaatg
tttoctggttt
Ettannnant
atttcasgga
attttaacat
ocgtttgtott
tttgoctgaa
tgasktgtasa
LT O
ttgaactteoe
cttctaaate
cagaaaatgt
tggeoectttat
ataccacttt
gggaagttes
getgttocaag

atggtatagg

toaggtittt
taattttact
aaccogccaco
tttggaegtot
aaatatgtta
tgtatataca
tatatatatg
aoaaaaatik
catatatatyg
ggacaagcat
ggttatgaag
aggacagtgco
toctgtetta
agoagtgatyg
ctttaatacg
ttetettgta

tacctttace
ggatgattka
gattttbgte
gattateoctt
totgggtghg

attttcatga
asatEEtoke
tattgtatee
ttgtaccacso
actttgaata
tttatgoage
ttgoacttaa
caagatteca
toagtteotgg
tgaagtcaag

cotttagttg
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goaatgtgtt
ttttasatta
atgtasagta
tattctttaa
tatatgtata
tataggtaga
tgtgtgtgty
gagggasagt
cttaaataota
getgtatget
ttgaaacttt
cttgtaaact
gatatcoagt
ctatttgtag
tttttacaag
cagoacaagt
acatctgtac
aatocaggasg
agtottgbet
tactttatat
ggttacctoa
tgtcattgtt
tattaasktat
Eetbggaghe
taacctotot
acaaaatgoo
atgoctgoggg
catagtttca
gaatbtcagtt
gocaccaata
aggeacttag

ttgtagtaat

tgaaacttgo
taatataatt
acgaccatag
atgtttatak
tttacacata
tgtatacata
tttacatata
gaggaagtga
tatctacata
taggaaagaa
gocatatgaa
ttgottgggt
ttocatggbt
ttatatttte
tteteattte
ggotatctta
teagtckgtt
tttaggeaca
ggttotatees
taatatccac
ctoaggatga
tttagcagcet
totgtggaag
tagagtetas
gaaaatctac
atttttocto
gogcooooog
acaccatttg
ggtetttgea
grtggrrggt
tgactcaaan

coageoattca
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gettttoatt
acattgtate
gatggaaata
atatatatas
tasaatatat
tatacacgta
tgtatttaaa
btocatocataat
tatagataga
aaatoogaag
ttcagattaa
tattecatagt
cttaattatt
ARBGCAGCAS
catgtgtact
attaactoag
gtetgtegty
tectgtaata
tagaotatat
toataagtga
tgttttteota
gagocaataca
gageckttoas
agotattosg
atetgbgtge
ttggaaaaaa
cgtgggacat
tgatcatgag
chataagoas
ctatctaaac
tggaatgtag

cacatctocaa

ttgagttttt
aeatteaghkt
acateackkt
aacatatakt
gtatacacat
tatatatata
aacagttaaa
atatatgtat
tagatataga
ccatecctack
tggatatttt
totgtoagtyg
atotttggaa
aggtaggtgt
ctegtgtgtt
aaaagtttaa
tttacctttt
ataaggeate
gagtetgtay
gtteoatacta
gttocatcea
ctocattgta
agtotassss
coactgocat
tocaacaggat
acttagattyg
tgcotatecatt
ctttotagga
tgtgtgtect
ttgaaatecaa
gaacaaatat

aattagccat

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37820

A76B0

37740

3TBOO

arean

37920

37380

38040

38100

381a0

agazn

agaen

38340

38400

38460

38520

aase0

38640

3BT0O0

38760

3geao0

ageen

38940
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tttaataaaa
toatttteat
goataatttt
tacagttgaa
taagkaagac
tagtotatag
ttgtacatas
tgatgatcko
MNAANNAROT
cggacooata
tgggectgaa
eottboctgy
maataatcat
atagaagcat
gaaagatggt
taatataatt
aaacaattat
tagaggagte
tagocteogtet
ataaaatasas
Agagggoaas
attagtaata
acatcttggt
ctattttaag
ttactatgga
agtttgaaaa
tgetttaaaa
agaattagac
ASAAAEATAD
ttttkatactk
attocbgotta
ttotacottt

ttgtttocaa

atgtgocagaa
cagggtttea
atttitgaact
acaacagggt
atgagetbga
agotagbgaa
aactattocac
NONNRANNN
NONNROANNnD
gcagoataga
ggcagoocac
tgtgtaagga
grogtgaggt
tecagagataa
ttatgtaaat
cocaacaagag
ttecagggetyg
aagttcaatt
geootoocota
aataaaabga
tgggagtage
gattttttaa
attatgoata
taatacaggc
ctgtgtagtg
taatttoggt
gtatottatt
teotoackge
ttasaccatg
gamactiktg
tacaagatat
ttgagataat

ggattaagat
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gaaattocagg
ccatocaatat
tagcttttta
tttecagttgt
Ataaggocas
attgoaaatt
cotaataceg
ANAONNARALN
MNAONNARLR
gtggatagea
caagggtetyg
ttgatgaaag
tttagggaca
tgtgttoggt
ttattocaaga
acaaatctgt
adagocagtag
cocagoacet
gogtacctact
taaatatbga
tataggaaag
agaassaats
caattetace
actatcatgt
cttagoccag
tosattttat
tgtatettat
caagtactas
acttagotas
caacctastt
aagaatgoct
ttttaagatyg

gotgatttta

taatgocato
cataaataaa
gocacattet
togaggasag
ccagagboaa
ttatatggaa
ttcatttoat
MOANNRANNn
MANNRANNn
tagtocagaca
tataatggag
tttaatgoaa
atatotgbat
ttaaggataa
aatgttatgg
agaataaaca
ttocagocaagt
atatggggtg
cattoatggg
gogoggttac
aaaggagata
atttoaatat
cttattagag
tggctagaag
tgtagtgott
tgattgtott
ttataagtta
aattgacoas
atgatcttaa
ccbkgottaga
agaataagtg
taaaataaag

coooccagtes
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aaccttcaac
tgagggggaa
tgtttttgoa
taaatttate
attaattgat
ctgtagtaas
gtoacaaagg
MNOONRRINN
MNOONNRINN
getggettgg
agoacagata
gagoogatca
cacaactgbt
acactggtta
aacaacttca
ttgaaattaa
gagagtgtat
gotocacatcot
atataatcac
atggaagagg
attcaattba
ttgasagaga
atgattoagg
ttatcatcaa
agocoaacco
gtttteotatt
catgaaaget
toatcaatag
acgaaggect
agteckaacka
atagtactgg
atgtagaaat

cagttoccaaa

tgaataaact
anaactoget
gaacatatac
tttagagbtt
tetagtbtaat
taaaatbEgat
coggacogag
NONNRONNN
agtaatgagec
agecatcacte
atatcatote
tocbgatotat
ccaatgasgt
goctagtaaca
atgtgetaag
ctacagtcaa
agegeotettg
goctgtaaces
afjaagaacac
cktttatttag
agttaaasat
aaastgtcocaat
ttagtctgte
tgctttttgg
atttttttea
tggtgttaca
ggetttagac
cactaaaaas
tegggtgatg
toktttgaat
caatattteoa
aacactttat

gattaaaggg

35000

35040

35120

35140

39240

38300

38360

359420

35480

358540

35600

38660

3RTan

38780

39840

389500

35840

40020

40040

40140

40200

40260

40320

40380

40440

40%00

40880

40620

40680

40740

40800

408&0

40520
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attgatocag
acctassgas
ggtttgttgt
tbagttggtt
ttttgagttyg
ggaggtgaac
ttoctgggte
agggkatgas
agoaRaggat
tttocataco
tatggaaget
ttocettgge
acttttgaga
cacatcactyg
tgtagtectt
ggaggtgges
agatgocaas
aagokbbasa
gtokgagaasa
tocacaceogtg
caaaaagaat

goagtagoct

aactatgttt
tbbobggaas
ctoccattgt
attgtoctgta
tgtatgtaga
attgaatgoa
aaaactotag
aattgataaa
cacacatatt

gtttoatgtt

atctictcaa
tactatcotat
tgactttggt
tggtttagtt
cttttcatag
accatcttag
gagttcattg
acagacagas
gatgattetyg
agtgacatgt
gatctettgt
tetetgoate
agogaaactyg
goaaacattg
tococagges
acgooctgos
aaatgoateqg
caagaggaca
goagatattg
cagtctocaa
tttoeoctect
ttectatctt
tasatetghyg
tgtocaaaata
gaattataaa
stgtgggtct
toatgotttt
gattatagca
gtgagaaggt
gatattttta
gtagttcaga

ttggtcaatg
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ggtaactaag

cttetgtbagg
ttbEEEgggt
bgasataaca
atetecactt
geattcatga
agctagatat
bbotaagoas
ggcgtaccag
gtgatggtas
gocttgatea
cctoecattac
aggoasscca
acttttatge
aamagattaa
aagaaaatta

ctagtggooos

thbacstosan
ctecagatga
ggggecttat
cgbgtggtta
taatggcaag
tEgggagaga
boataaagtg
tattttaatyg
taattttgtyg
tgaaaaagca
caggotgatt
anmactagtt
atmatttaca
acmatcocateo

aacgtaaaga

toctacattgt
gaggggtggt
tttggagtgt
atgoatecta
tetetetgee
taactacaaa
tgatgaagca
tgatcatgag
ctgttacgac
cttgaagttt
gaagaatctyg
ccagacagta
coaactogoo
cocaagtaage
ggcagggata
cagoatgaac
togoatggaa
cacagaaage
tgagatgtek
actcaacgca
tgtgagcaca
ggaaaggctg
atgagagtgg
gasaateaadg
aattgtottt
atactaagca
aacaatcagyg
ttttttttot
tggatatgca
ctttaageat
taaggatgta

aaaccaaaca

115

ggatcattoa
ggtggttggt
ttbtgattttt
totaaagtta
toctaggaag
coogacttet
gatgtggatg
asskaagoty
ecbgacattt
getocagtoas
aagaacttge

gaagaaaaca

tetacacaga
gacattacas
goccaaggca
agtgeoctact
gocacgtatt
cttaccacta
ghoccagaat
actgeotttge
gaccaactga
ggCcacaaacg
atatggatts
aattoghbaat
aagactgtat
ttaaatagcot
tggocttttge
tttttaaata
aaacatttat
gagtasttta
geagetacag
agttagattt

attaagtagt
tggttggtig
thgtgttigg
tataatggtt
ggaagtogga
acaatgatga
agaagactga
gtatookbgyg
tggatactga
agaagttaaa
cttatgatge
agocacagoc
tgagtaatce
CAJCAGIEgY
atacccageyg

tttgtgagtc

gtataaasce
ctgeccagak
acaccacggt
ctttgoctga
acaaaatcat
cttaaaccaa
taaaatackk
cagataaaktg
agtggcagtyg
acgtttitta
agttcaggaa
actgggaact
tttgacaktga
taatatgeta

tgtaaagagq

ttacaaagcc

40580

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41480

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41940

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42380

42420

42480

42540

42600

42860

42720

42780

42840
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cttttataac
aaaaacattt
aatgttgaat
Egettbotte
atgtggtgbyg
ggattgggag
tttatagtat
atoccagatgg
toacagacag
cacaaagcas
ataagatgta
aaccgatcte
ataaacatag
totcagotga
attacottta

ttaatgtita

gggtgtttaa
tgotgotatyg
gaatctatte
Lgaccasgtt
tttgghactt
totatattta
ttettggatt
ctgagactaa
cgtggateac
actcbgoott
catcctaaaa
agegetgtel
ttatcaatgg
actgacaatyg
ggacaagaqg
ggectggstt

aaacagaaag

ttocaaaact
taaatttgta
caacgtateoa
gacaaattte
atkggetagyg

gagggggate

tctaagaatt
ggtaaagtta
acacaaattt
aactcagaag
ttttaagtag
aaataaggga
ttcttbtgggt
ctgaagaata
agttttaatg
gtgattttga
ggtteogoett
gtttotocaa
agottaaaga
tecbatagooa
tgotggocas
actttettta
tctgatectta
ctgtaaagga
2ragogEoag
ctetttagga
gttaaatggt
staaactaca
gottatgtat
agtatectata
tttgtcatag
gtaacagtgg

ctocagotag
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tottaacteot
aacgaatatt
tacaccaaac
cattcaagos
atgeagaaga
taacatatea
attgbtgtaca
goagataata
ttaattcagg
taattaaaca
taagcagtat
gataaggtag
Lagcaaassada
catctoatkt
gtatttacca
aatctottto
gttactttgt
tggctacatyg
tgtgbgtttt
Baaatagots
acaagoogtL
tgtotgtgga
tgttteotaat
cgtagatgag
AgPRTCRGHT
taacactcat
gtgtocaagt
tttcbtagett
tgacagagkt
ctagttgekt
tteccagtet
gaacttgcaa

aactaaaggc

aaaaatgtet
tttttaattt
agtaaacaga
acacagectac
gektoaggaa
acagtgoagt
aggaaaagte
ggataggaaa
gagaagggac
ggtaacagaa
ttcaatgett
Ataaaaatca
cCCasaamaa
aaatattttt
ttttgocaag
atgocaggaga
aatagatttt
atttagttea
gatgaactat
aabtacsckbcaa
atkboacegtt
tekttecott
agoottgaag
ttcatttaaa
tgtggttaag
grggacagag
tgatggggaa
gagtgtgtta
cttoatktatg
ttctaataat
agagggtggg
catgacttgt

aaatatgact
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aataacctgo
tgaaaacttt
aatTataata
atgtasgaga
tacaagaagh
cbgtocaaaca
toacatgtat
ttaaagacct
agaataaatg
accttgocat
cttacttace
cLttttgatt
atttatggga
tagatgactyg
acotttgtgg
gacagtgaaa
aataagtitt
tatgaagtat
cttacsattt
toagttacag
taactagtig
caaagtteoas
cacaattacec
tgeatcagtyg
atagtotttt
acttacagat
ttgtgggaaa
Eotgecateyg
atgactagka
tgectgaatsa
aaaggcaggg
coacatottg

tteagttece

attattagaa
attttttitt
atggaagaag
agtagaagtyg
gagagoooaa
cagatbggtt
gaaatccagt
agatcttttt
actteoccact
caaacctttg
choScaggac
ctgtaataac
gasagaggac
aaactttaaa
goasacasge
atctagocott
toctgotactt
catzaactta
caccatagges
aatgteattt
tgttotgoag
taaatttatt
tagacatgta
aatagtggat
tocttttatgg
gobttgaaca
tggaaagagg
ggasgagtgyg
atcataagag
agoaacttag
cacctggagt
gaggataagg

acococcageot

425900
4250
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43800
43560
43620
43680
43740
43800
43860
41520
43530
44040
44100
44160
44220
44280
443240
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760

44820
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acttggettg
tecagettgas
catatgktasag
cgagatggag
gqoatgoatta
ctgtttactg
acattctatt
cbktcaataaa
gtotacagag
cobgatatag
atttcagaag
attocgoteota
gtttgacagt
acaccbtbtaa
agoobgbtot
ANCaaacgy
aaattcaagt
tgggtataas

ggaaaactas
aaggattoct
gotagasttt
tatttattte
aasactatas
ttckacaaca
gacattaata
teatttttga
aaggtgtgac
ctagagttag
tbocasaght
attttectea
ttooctaces

agbttgeoatyg

toagatatat
acsaggtett
tttaottackte
aggottagat
aggostagga
tttocagocag
taaaaaaaaa
agoacttggg
tgagttacag
attgectaca
attgatgact
ccaagatghbg
aaatttattc
tooccagoaca
acaaggtgag
aaatcacaag
tottacataa
gggoaceatk
taggtatatt
coccaggtaag
agacttgagt
tcattttgtt
ggaagtaaca
tgtacctoag
goaagoacat
ttotttgact
aagaatttat
catgtacaaa
gtecotetgyg
attacattce
aczocattooo

tocaatggge
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cectaaacog
cABAcacgTY
etgggaggas
btettacttaa
gotagaagge
ttteoeccaage
caaaaaaaca
aaacagagga
JACAgCCag]
gutgetagas
cgbgattatg
tactaacaga
tagtasgass
caggaggaag
tttoaggaca
cataaaaget
tatgtoooca
tacasstasg
gtgtttasat
ttcagtttga
acgactobtt
agcatttact
attbgacgtt
agacaggatyg
geettcaaaa
attttataac
tgggtaaatg
gettoattte
cagagtoaty
caatgotata
atttttttgyg

ctotettteo

aaaggttcca
agoctctgaa
ggttggttag
ggttteoaagt
tgacatogga
tgocaagact
cacaaaaagc
aggtggattt
gotacagaga
aagacccaat
tgtatctgtc
aaatatttac
toacatccaa
aggoagggag
gocagaccta
agagatggtt
gttgectitg
aatttgaget
tgttatatgg
atggactgaa
Tttt
gaggacaatc
catgtgaact
acaggcocaadg
gaatttcaca
acotoagaaa
aattcaaaat
tgoccatgag
attgttottl
accaaaagre
coctggeatto

agtgatggce
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caactcctaa
agacattttt
goaggttgtyg
gutgasttac
attaccocage
gtagagaata

tgagcagtgg

ctgagktaas
aacocckbgtat
cttotgaaga
tgttottaaa
atgtttttat
gotgggtggt
atctobgtga
catctocaaca

tcaagctaaa
ccaattttat
ttgotaacat
gtaasaaaaa
acgataaaat
Lttt
atgacacagt
atasttasat
aagaacatga
ataacactta
ggattgtota
tttaatcaca
toccaaagtg
Eettaatatt
coocatacses
coctgtactyg

gactaggoca

tacagagcca
ctattcaage
tggotcagek
atgotctoag
cactggacag
cttggtgact
ttgtgoacge
ggccagecta
acttcaagoa
ggacotgtek
tattgtgata
agaaaaaaaa
gtagtggeac
gttocaaggteo
gaaaaaagaa
ctottgttta
atttatgagoc
cactttobtk
ttatggttaa
ctagagatac
gtaaaaaaga
toctactttac
agttttotte
tataccaceck
ttcaaaaata
ttttacagca
agtaagtagt
attococcatga
tttattacakt
toccccccas
gggcatatac

tettttgata

44880

44940

45000

450680

45120

45180

45240

45300

453680

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45360

46020

46080

46140

46200

462680

46320

46380

46440

46500

46560

46620

46680

46740
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catatgcago
tatagggtityg
cotgbgateo
atagtoteac
aatggtgtca
atggtacata
tgttoooaat
teoatghbgttt
acttatcagt
gatgooctoo
tgagtagtac
geatchbgggt
goatgbgtes
tggataateso
tggttgtaca
togocagoat
gaatctoagg
caggtgeotte
cfatttttta
gttggatatt
bggtetttet
gtoccatttg
ttecocotgtyg
ctotggtttt
gtatggatog
gaaaatgotg
ataggbgtgt
Eotatascag
catggbtgatt
tttgbttatta
aattttaatg
aatgttggte

aattbottto

tagagacacg
cagazceoctt
atccaatage
Aagagacage
gtgtttggaa
stttasktats
toctaagaagg
agcaaattgt
gagtacgtat
aggtocatos
teegttgtgt
tebttoccage
ttoktacoag
gotagtacta
agootgoaat
ctgotgtcac
gttgttttga
toctgocatte
agggggttat
agbaccctat
gtottataga
teaattetag
coccatatott
atgtgaagtt
attogoatte
tebttectteos
gggtteattt
tacoatgoag
ccasCagagg
cagatgaatt
gggattgoat
ctgocaatoo

ttocagggact
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agttoctgggg
cagetoottg
tgactgtgag
tacatotgag
gotgattatyg
agotogaaka
ggeasagtgt
atcttatate
tgtgtgagtt
atttggotag
agatgtacca
ttetggetat
etggggatea
tgtccaatet
cagaccaaca
ctgaattttt
tttgoatttc
ggtattocto
ttgattttot
cbgabttagg
cagtgbatet
atattasagao
caaggotttt
cottgateca
ttotacatga
actggatggt
stgggtetis
ttttbatecas
ttaottttata
tgoasattga
tgaatctgka
atgageatgg

tgaagttttt

gtactgatta
ggtacttteot
catocactta
toobttoaat
gggtggatas
tebgtetatyg
ccacacttaa
ttgggtatce
coctttgtgaa
gaatttcata
cattttobgt
tataaataag
tecbggatat
tetgaggaac
atggaggagt
gatcttagoc
coctaatgatt
aggtgagaat
gaggtoccasse
ataggtasag
tgoottgoag
acaagccatt
cococcacttte
cttagatttg
taacaaccag
ttbtggoctoos
aattetatte
aatbgeobatyg
cttgagasga
tecttokaat
gattgotttt
gagatcttteo

atcatacaga
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gttocatattg
ctagectecte
tgtgtttgot
Aaaaatotrge
ctggatatgg
taactactea
gtottoatte
taggttttgg
tgtgttacct
aattocattcoh
attcattoct
getgotatga
ALgeooaAgga
agocagactyg
gttectattt
attoctocactg
aaggatgttyg
totttgttca
ttetbgagtt
atccttteca
asactttgga
gatgbtatgk
toctctataa
accttagtac
ttgtgecage
ttgtogaaga
catoggteca
tagtaaagek
gtttttgota
tagttgaaga
ggcaagatag
catcttotga

totitoactt

ttgttocace
cattgggage
agqgocccago
tagtgtatge
cagkstotag
cabgggbgtt
ttottgagtt
goctaatateoo
cactcaggat
ttttaatage
etgttgaggy
acatagtogga
gaggtabkbge
atttacagag
ctoocacatas
gtgtgaggtg
aacatttttt
gttotgageos
ctttatatat
agbatgebgg
gtbbocattag
teaggaattt
gttteagtgt
aaggagataa
accaattgtt
tcaagtgace
sthgtebgte
tEaggtoagyg
toectaggttt
attgagttgg
ccatttttac
gatcocttottt

ccttogttag

46800
46860
46520
46530
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47780
47820
47880
47540
4E000
4ED6D
4E120
4E180
4E240
48300
48360
4E420
4E480
1E540
4EE00
4BEED

48720
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agtocacgoog
ttekttotoa
EEEatataca
tttagggtaa
tLttccaatt
aagtactatg
tgggattgct
tgettttate
gqaabtgggtgt
tttgtotttyg
tecctgeoate
ttggattocgg
tggtetgasg
ggotbcatag
cagaactgga
tectgggett
gggactgttt
aaatttgtas
tebtgatggbyg
tttgttaatt
cttgttgatt
tgtttocact
gogtgasttt
bgetetetasa
tecattgtgte
tttaattteot
tttoccacgtg
ggbtggtctga
aattgtgaat
gectbgeate
acaccatttt

ctgtctgtac

agatatitta
goctgtttat
gotacttcac
attatatata
tgtatococt
ttgaaaaggt
tocagottot
atgtttaggt
tggatotigt
agtttgttta
coctggaataa
ttagogagaa
ttototatet
aatgagttgyg
gttagatett
ttittggetyg
agaaggtcaa
atttegteca
ttttggatte
aggattttgt
ttoctocaaaga
tggttgattt
gattootitt
agttttttck
ccaaaggtig
ttotttatte
aatgtggott
taggatacat
ttoacateat
cotoctaagqy
Aaacaaacta

attttaactt
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tattatttgt
totttgtagta
egaagetagtt
ektatasatata
tgatctoott
agggagaaag
ctocatttac
attggaotig
caaatgaottt
tataatggat
aacctacttg
ttttattaag
ttgttggata
gtagagtace
ctttgaaggt
ggagactatt
cttgatcotg
gqottttacag
cttoaggata
cooctghgeos
accaactoot
caccoctgag
tetetagaga
Egaaggotaa
ggtacgttgt
cttocttgac
tocattatta
qggacaatct
gtaccacaat
AAAaACAaaat
aagaaaagte

gaaatgttca

ggstatigag
gagaaaggee
tatoaggtet
atctgocaaas
ttgttgtoga
agggcagoct
tttgatgtig
aattoctgak
ttotgeoatet
tacattgatyg
gtoaggatgg
aatttttgea
tttotgtggt
ttotacttek
ctgatagaac
aataactget
attcaacttt
Lttt gttgag
tgttgttatg
tttagtgagt
cgtttggtia
tttgattatt
ttttagatgt
taactatgag
ggctteattt
caaggtatca
tottgttatt
caatattttt
tasasteate
Ataaaaataa
atctegetgt

tggaatgagt
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aagggtgttg
attgasttat
aggagttete

agtgatattt

attgoctetgy
tgtectagtec
goctactggtt
ctttocagasa
Aacgagatga
gattttogta
atgattgeott
toegatgttea
ttaggtatoa
atcttghbgaa
tctgcactaa
totatttott
ggtacctggt
tatagesttt
Eckaaatett
ctagotaagyg
attetttgaa
toctgoegte
gttgtaaaga
btetacacatatt
tcattaaact
ttgagaagag
gaagatcagt
ttgttaattt
tococoataa
AAACAACAAA
agtgtgataa

cattggtectg

tttcectaat
ttgagttaat
tgttggaatt
tgacttocke
ctaatacttc
ctgatittag
tgoctgtagat
attttateak
toatgtggtt
tattaaacca
taatgtgttc
taagagaaat
gagtaatagh
aaagtttgtyg
acccatctgy
taggggatat
atctgtocag
tgtagaagga
catttetgak
gtttatectat
tagttcttct
tactoctott
tgotagtakg
agaaatgekk
ctaaaaagkte
tgttgttcag
cttaggocat
tttaatgatt
cttoatatek
aaggagaaaa
gtatactett

gttoocctokbg

48780

4BBAD

48300

48960

49020

43080

49140

43200

49260

49320

49380

49440

49500

49560

49620

49680

49740

49800

49880

49920

49980

50040

50100

50160

S0z2z0

S0280

50340

50400

50460

50520

S0580

50640
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aactoocctot
ctttagtgat
ttatcatgta
ttetatgags
cagatgttta
Eotgotacan
ggoactggtt
atttacattt
coocttotoe
catattecoo
atgoctgaca
tactoottgy
ttatggggte
cocagagata
cagagooats
agtattectga
ctttotgttt
aaatccagag
aagcagttit
aatttatgea
gggtaattga
tagagattiyg
cagtgatatt
atcctocace
atactcaata
agtgocaaata
attcatttas
Eggotoacag
tagttaatat
gggagatget
atttttttet
tocatggatca

agttctgcaa

tatttgaatt
taacacagge
taagatttte
tatatgtbga
attgaaattyg
agaageagat
atattttaaa
caaatagtet
tgtttctatg
tactogggag
aggocatoct

trggtggtt

goaaaccosa
agtttaatgg
cactttttat
cctocageoata
ccboatetet
aacaaaagga
agatagttta
sactaaaasca
gatagcaaat
tacagatgaa
gcttotggaa
accooagaga
tcaataaace
Facacacagg
atacatgaag
tegasaaaty
ggtoatktcaa
acatttetta
tocctgtaaga
ttaacggatt

gtagatagga
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ttatteottaa
ttttaatata
ctttttttet
agattatcas
tacteattit
caaattstan
gtoattttia
coccttteooe
agggtgtgec
azacaaacct
ctgobacata
agaccetgga
Ezagotackl
toagectggga
taggtaccta
acaagatcaa
agcaactata
gggactgtoa
caagaaatgt
atgtcagata
gtaactgtga
tgacctgagg
aacaactgtt
tgattattgt
cacaaaagtt
cattcaagqgt
aacaacagat
Actgboctas
tgttatgtea
ctecagtgag
tacataacte
ctgtgoatte

tgtttttagg

gattoteotet
tactotgaat
gagttgaata
cocbgtattes
gasataggaa
gebbacagtyg
aggtacactt
tatcooooos
coccacccact
tcatgggace
tgocagttgaa
agotetggtt
cagkecktta
geatacgaat
gtttgasaca
ttcagotgat
aataacagat
acaatgagga
ctaaaagaat
attattEatt
aattgagata
aamacgtate
bl Lo )
gataatcote
ttaattatca
ttcacgogaa
grogggttta
atagoaggtyg
ttagttttat
aaggagastqg
tttgeoatete
ttocttaaato

tgatccagteo

120

attctaatgt
ttttotttat
aaattotite
attaatggta
ataascctat
toacabbgta
tattattgga
agaaactooo
cactctetoo
aagggtgtet
gecatgggte
ggttaatatt
actaasaceh
ctgtataggt
Agagasatat
taaaatgtct
cootaaaatyg
gtocaacaaa
atccagotoa
taaabtgteas
toctgttaghk
atoaatteta
tagaaataca
atgttactga
gatcctaaca
gaaactgatt
accogttgas
gteaatacalt
gtttatatgg
ctttcaggos
ctacctocca
cteotooocat

tgeagoatee

ctttagtact
ctttataaaa
ttactggaac
actgotoatt
aattgeagtyg
sagoagetat
tattttettt
tatcccatoc
tgococtacoct
totoccattg
cttetabgtyg

grtgttettt

ccattgggga
caggatetgyg
asaatcctaa
toctattgttt
aaatgogtac
gagtgacagce
acaazcctta
tasaggagag
atgasabgag
actatttgtg
ccagaacteoo
aaaactggoa
tgaaaaccta
gttotobtog
agatgagttyg
egbgaaatat
tggoatgagt
tataatgasyg
caccagecta
atcotttgeoa

ctttttaatc

50700
50760
50820
Soga0
S0F40
51000
51060
51120
511480
51240
51200
513s0
51420
51480
51540
51600
S51€&0
51720
S17an
51840
51500
51560
52020
52080
52140
52200
522&0
02320
523480
52440
52500
52560

52620
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agecttteoat
gatttomactt
tocagtatgt
actatttaat
chetgooteg
tetgtgtace
atgataggtt
abghgoacas
gtotcagagt
aaggagetas
ttttgtgtaa
tgtggggcag
gqaactttgoa
aaaccctact
tttatotete
acttaggtge
gtattttett
cactotoota
taaagtttga
ctacatatge
accaataggyg
agtcacagaa
gUcagoacas
cagttactaa
EET T EET [ |
cttgaactca
toccagatcag
ttetgtattyg
gbactttota
atccacttot
cotttoagea

aaaatcaaat

gttaagattt
gaattaacaa
attgaggaga
ataaagoock
tcacettoct
caagtgtgeoa
tgtaaacaga
ggatacaatt
acastactte
agaccagget
tttgatgaag
aatgtcatet
totgtgaagt
gagaagttek
ccttgaaaca

attgtctttc
tatttacatt
aocacacack
Aagaccaagqyg
agotagagac
ttgeoagacece
tttatggata
ttoocaacas
gtotcacAcA
tgtagoccag
gagatttaat
aatcttotat
tagtteatte
tagotoctes
gtgtttgeca
aaatcttget

aaccccccaa
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tattottgge
agaacaaaag
ttctaatasa
tcttbtcaatt
tectetetes
tttataatga
tttettatat
chgktbgaaa
atgttcaagt
cattttetty
ccactagtag
attttottta
ctaataasttt
aactaatooa
aatgttatte
aatgagtatt
tocaaatgeota
cocacttatt
goectatatt
acgagetety
ctttagateog
gbectoctatat
tggttaagte
goaagoaggd
attaaaggtg
cttetggaat
ctocaagoot
caaatacagt
attgggggac
ggcacoggca
ggtgtatgca

aatggggatc

atattcagat
goottttcta
aatgaaacaa
tEctEtacas
catacateo
taaaaagatc
ttctattata
atggagatak
ggtttgtagg
atgtettott
cttcagattt
ttaagocaaa
cooctaatas
actatatctyg
ttgaagatct
tgggcaacat
toccaaaagt
ggecctggty
cooaatgatg
geggtactygy
ttgggtacgg
agtaaaagaa
goaggtatga
GJAaAggagcAR
tgttetaceca
coactatgoo
ccagataagg
caagttgaca
ctgagttcca
tagectocaca

atggtgtcag

agagctaaac

121

aatatcaaca
gaaatgaggg
aastcasast
atbttattag
acaaatgtbga
aaaattgact
atttageteca
cagktbgoas
gagocagtas
cetbtgttott
aaatctgoca
gtaacattet
aactagtaaa
acttcaacas
attaaaatge
tettttaaat
coococataso
Ekbecotgta
gebgacgagg
ttagtteoata
tattagtcag
tttattgatg
atggaagtas
gagoaagacy
cacgcttaat
tcaagatecte
gtcactggty
accaggaata
tocaatagat
aAgagacagct
catttggagg

aaagaattect

aagctgaget
tgacaatata
aaaaaggaasa
aaaataccbo
ttgotaaatt
ctggaaaaaa
tottcotbgaa
tgotoagget
agaaacctasa
ctagtoctaat
tttoggggtaa
tatctaacaa
tgaccaaaaa
tataatggga
agatgcaaac
tttttattag
ctoccccaco
atgaggcata
coatettekbg
ttgtTgtoos
gottetotayg
acttacagtt
aaggatctag
aastEatEce
toccagatgac
cataccaaga
agecttocoaa
gocactacag
gactgtgage
atatcacggt
tggactocag

catcttgagt

52680

52740

32800

52860

52820

52980

53040

33104

53160

53220

53280

53340

53400

53460

53520

33580

53640

53700

53760

53820

23880

53940

54000

54080

54120

54180

54240

54300

54380

54420

54480

54540
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aacattttaa
gaatctaaaa
tagtagatta
agtctacaaa
aat E.l:lgt ca
AsatkEagaas
tatcaatect
tgtgatteat
gagaggatta
ttetagtaga
aagatatgat
tgoaaactob
gaggoatcta
tocacaattct
cttaggatet
atttcatact
gtoaacagga
cacatagtga
ccatgaatgt
aagtcatect
taacatttot
ttaamaasas
tgracatctg
aaggtcattc
aactaaatca
attaacattyg
gaacataczta
atagaatgas
tttatttatt
ttoagtggas
cagttatace
gtggatottt

aaagagaaac

ggtatgttgt
aggagagaan
tctaagatca
attatatgeos
getasaaggt
gtgbtoaataa
atgagtaaag
gtgtgtgtgt
ggaaagcatt
gaagataaca
aggoaatgga
ggagacaggt
ceatgotats
caatgotate
tegttotate
tcaaaaaggt
atggatcaca
aatgttegte
toctaactaca
ttboatetgt
tgactcatga
atooaacagyg
tatttagage
tgggctacag
aataaaaaac
gtgoactgaa
caggtattos
atagacktagyg
otttaaanas
ttotatkatt
taggtggtgt
gagtttgagyg

ccaatcttaa
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tacacaaatt
gttooctitc
catamgates
asttgtacto
katekgtgas
aastggoaak
toatttaaat
gtgtgtgtgt
ctteaagtoc
aaaatataat
ggcaaagect
atttatgggt
ggtteotgta
actgttaact
cttagggagt
aagctgoatyg
actgtettoro
tcacagtott
tgagtagtta
attgotoata
cottetttEa
caaagoatga
actcagoaac
aacaaacact
atattatcta
cattggtgea
agtaaaagac
atttetaatg
tattcaatgh
matettatta
tggtacaccc
ccagectatt

aaacacaagc

tttgoactoo
aaggataaat
aatccagtag
atgacthgest
atggotbtta
tagtaactta
gtttattcaa
gtgtgtgtgt
aatttagaat
ggactcaaaa
cttgataaca
acttgagttt
tEtacARmAS
attaoocatga
ttgaatgtat
aacaggtcta
tgtggtatta
ctgtgtggag
asagaaccat
tatgtatbte
aaatctgaaa
tggtgoacat
tggaggctga
ttcttgggaa
agtgtatget
ctgaaatgaa
actgctacaa
catattggta
tctgoactat
gagatgtcas
ctttaatete

ctacagagtt

122

tttctoctta
taggaagatc
gaganjagan
agottggaty
atgggtacta
gageatgtea
aaggttgteoa
gtgtgtaaaa
gttogotagg
ttagoctgaaa
tgtagactbo
cgttttagaa
atgatttgas
acactotttt
caaacateas
atacccagea
gtgtggacag
ttatttagte
agoaaaatte
actamctact
tagobcaaka
ctgtatttag
agocagagga
attttoctoag
cctocaattaa
gaaagaaacs
tgaatggtta
EtEcagaatt
gaggeottgg
aggacaagat
aatatttgag
ctagaacage

aatccaaata

tcttacactg
tagaactaca
ggagatgoge
tagtettatyg
tegotaatte
tagasggata
tgttaataac
atatgaattg
acttgggoat
tggoaacttg
tgatatgtaa
togtgtttea

aamcaabtcaa
tgaggcotate
agaatgotga
cattaattet
gactgtcact
ctaatgacaa
Lt Be Lt ans Lr L5 o
tggtoctttg
atmacataat
agoatgeotgg
tgaggagtte
agagagagag
ttattcttta
aatgtttaca
aatgtatace
tgqetEtEgaoa
tasacttaas
tassattaca
acaaagacag
caggggctac

ttatattcaa

54600
54660
54720
54780
54840
54500
54960
55020
55080
55140
55200
55260
55320
55380
55440
55500
S585&0
S5E20
S5e80
55740
55800
55860
55920
55980
56040
58100
56160
S6220
56280
56340
SE400
56460

56520
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tttacttaga
ttgbggtete
aaatattctg
tacactctte
attaatttat
tgaccaagac
ctaccagatt
aaagattett
gtatctatag
tttEttgatt
tttgaaaaat
tgttgactte
toocaagtgtt
aaatctatee
ttgaagagat

gtgtgaacag

tgaaaagcoat
aggtagacte
gUcaaagage
tggaaccagy
goggattttg
goaccaagaa
ttaactaaacs
gacatacatt
gactatggtt
grtetetaagt
aaatttoctaa
tectttaacyg
agagaagoct
aacagaagaa
taaggtttga

cttettgtaa

ttttaacag

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 101
tgcttggcag ctegtgggtt 20

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 102
atggctgcgc ctgcttggea 20

<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

ES 2652018 T3

aatotgoott
tagococaggyg
agcagctgea
tgtgtgtgag
gggagattta
ataaccagga
gagatcttet
ctgaasaaas
tgtattetty
caagtcaggt
ccaagotaag
agatctctet
ttgactgott
gggtgagttt
aatgectooe

tatcttgtaa

gagtttaaca
gtggeottca
ttagatgaag
agagtgggay
tatacocaca
aacgtotaca
tgcaaaggta
ttataagaat
tgtagttace
atotgoacta
cttggattta
gtatccttoe
gotectttta
cttgageoatt
ttiggtoctt

gttaggttga

123

tteaagtote
ctteoagotgyg
caatcatctyg
agaccacaag
caacaactte
aaatttcaac
aaataactagg
atocagoott
tttgattaag
ctactatgtg
tgegetgttyg
tococtottag
tcactgaatt
actetgtgaa
tagecattaght

caagttgtgt

ttaaatgate
aagoctctaa
ggacaattga
atagaggatt
tagaagcotac
cctagettet
agggasaass
gatttoagag
totaagttaa
cttttacatt
ttgttocagt
tcaactcttt
tgggettcta
actggtccac
gaatettatt

gagacatage

56580

S6640

56700

SETED

56820

SeBBD

6940

L7000

ETa6d

57120

57180

57240

57300

STIED

57420

57480

ET48%
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<400> 103
tacctgagac ctcggagttt 20

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 104
acaaagatcc atacctgaga 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 105
gctggtgtag cctcacttcc 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 106
tttgccaaga gtagctggtg 20

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 107
acgacacttg gtgaatcgag 20

<210> 108

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 108
tggctttccc ttttagcata 20

<210> 109

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

124
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<400> 109
atgagcaatt cttgcagctt 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 110
agttgaagta acagctgttt 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 111
agtagggtat ccaaatggag 20

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 112
gtccagttga ggccaatggg 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 113
gaattatcca tcccttcaga 20

<210> 114

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 114
gtactgaatt tcatactcca 20

<210> 115
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

125
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<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 115
ctgaactcgc tgtacttttc 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 116
aactggatat cttcttcaca 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 117
tgctactcca aatattccaa 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 118
gctttgaaaa tataactaca 20

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 119
atcagcatct taatcctttg 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 120
tgagaagatc tggatcaatc 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

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

<400> 121
ttgtagttat catgaatgcc 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 122
catcattgta gaagtcgggt 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 123
ctccaaggat accagctgat 20

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 124
aggcacaaga gatcagcttc 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 125
agagccaagg gaagcatcat 20

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 126
aagtcaatgt ttgccagtga 20

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

127
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<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 127
tgtcgcttac ttgggcataa 20

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 128
gtaattttct tggcagggceg 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido Antisentido
<400> 129

cactgttcat gctgtaattt 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 130
tttttggcat ctgactcaca 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 131
atgtcctctt ggttaaagct 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 132
cgtggtgtag tctgggacag 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

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

<400> 133
cggtgtgaac cgtggtgtag 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 134

tcaggcaaag gcaaagcagt 20
<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 135
taggaaaggc tactgcatga 20

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 136
taaaacatag ttttggttta 20

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 137
tcccaacaca gatttaaaac 20

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 138
caaaagccac ctgattgttt 20

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

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

<400> 139
tcctgaactg caaaagccac 20

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 140
gcattcaatt tcctgaactg 20

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 141
taaatgtttt gcatatccaa 20

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 142
ttgtaaaaat ctaacttgtt 20

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 143
tacctgagac cccagttcat 20

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 144
tacctgagac cccgegeage 20

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

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

<400> 145
tacctgagac ccacaagcgg 20

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 146
cctccagtac ctcggagttt 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 147
gtccttgete caggttagca 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 148
ttccactcac cccagttcat 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 149
gcagttctat cagaactttg 20

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 150
ctccagacgt gacccgactc 20

<210> 151

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

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 151
ccacgcaccc acaagcggat 20

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 152
taacctatgg tgactatgtc 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 153
tacctgagac ctgcaagaca 20

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 154
atgctcacgt cagctattgg 20

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 155
aaattcttac ttgtccccag 20

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 156
ttggctttcc ctggaggttc 20

<210> 157
<211> 20
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 157
cttcactaac cttgcagctt 20

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 158
cacggcttac ctatttcgtc 20

<210> 159

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Antisentido

<400> 159
tcacacctac ctttgctgct 20

<210> 160

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido 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
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<220>

<400> 163
ccagttccaa agattaaagg 20

<210> 164
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 164
attgagctag atattgatga 20

<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
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<210> 170
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 170
tacatcacca cagaaagcct 20

<210> 171
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<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 tgctgcetatg 20

<210> 176
<211> 20

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

<400> 176
tttctatagc caaaaatagc 20

<210> 177
<211> 20

<212> ADN
<213> H. sapiens

<220>

<400> 177
aatagctaaa tacctcaatc 20

<210> 178
<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 atccttageca 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
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<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
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
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<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

<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
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<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

<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>
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<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
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
tgcccttgee tgacaaagag 20

<210> 208
<211> 20

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

<400> 208
tcatgtggct atgtgagcac 20

<210> 209
<211> 20
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<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

<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
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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
<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
gctatgattt 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
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<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>

<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
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<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
<220>

<400> 231
aaagtaccag aatatttgga 20

<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus

<220>

<400> 232
tgccaagcag gecgeagccat 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
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<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

<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
cccattggcc tcaactggac 20

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> M. musculus
<220>

<400> 241
tctgaaggga tggataattc 20
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<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>

<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
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<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

<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
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<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

<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>
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<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>

<400> 264
atccgcettgt 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
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<220>
<223> oligonucleodtido de control mezclado

<400> 268 ttaccgtatg gttcctcact 20

ES 2652018 T3
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Reivindicaciones

1. Un oligonucledtido dirigido a una molécula de acido nucleico que codifica el receptor de la hormona de
crecimiento humana, en donde la secuencia de base nitrogenada de dicho oligonucleétido consiste de 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 0 94, en donde las vinculaciones
internucleosidicas de dicho oligonucleétido se modifican, y en donde dicho oligonucledétido hibrida especificamente
con dicha molécula de acido nucleico que codifica el receptor de la hormona de crecimiento e inhibe la expresién del
receptor de la hormona de crecimiento.

2. El oligonucleotido de la reivindicacion 1, en donde dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido.
3. El oligonucledtido de la reivindicacion 1, en donde dicho oligonucleétido es un oligonucleétido quimérico.

4. El oligonucledtido de la reivindicacion 1, en donde dicho oligonucleétido comprende al menos una particula
modificada de azucar o una base nitrogenada modificada.

5. El oligonucledtido de la reivindicacion 4, en donde dicho oligonucledtido comprende al menos una vinculacion
internucleosidica de fosforotioato o particula de azicar de 2’-O-metoxietil o 5-metilcitosina.

6. El oligonucledtido de cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho oligonucledtido apunta a una region en los
nucleoétidos 332 a 351 de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4.

7. El oligonucledtido de cualquier reivindicacion anterior, en donde la secuencia de base nitrogenada del
oligonucledtido consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 19.

8. El oligonucledtido de cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho oligonucledtido es un oligonucleétido
quimérico de 20 nucledtidos de longitud, compuesto de una region "vacia" central que consiste de diez 2'-
desoxinucledtidos, que esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5' y 3') por cinco "alas" de nucleotido
compuestas de nucledtidos de 2'-metoxietilo (2'-MOE), en donde cada vinculacion internucleosidica (esqueleto) es
fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucledtido, y todas las particulas de citidina son 5-metilcitidinas.

9. Un oligonucledtido quimérico de 20 nucledtidos de longitud, compuesto de una regién "vacia" central que consiste
de diez 2'-desoxinucledtidos, que esta flanqueada en ambos lados (direcciones 5'y 3') por cinco "alas" de nucleétido
compuestas de nucledtidos de 2'-metoxietilo (2'-MOE), en donde cada vinculacion internucleosidica (esqueleto) es
fosforotioato (P=S) a lo largo del oligonucleétido, y todas las particulas de citidina son 5-metilcitidinas, en donde la
secuencia de base nitrogenada del oligonucledtido consiste de 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 0 94.

10. El oligonucledtido de la reivindicacion 9, en donde la secuencia de base nitrogenada del oligonucledtido consiste
de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 19.

11. El oligonucledtido de cualquier reivindicacion anterior, en donde dicho oligonucledtido inhibe la expresion del
receptor de la hormona de crecimiento y el factor-1 de crecimiento tipo insulina.

12. Una composicién que comprende el oligonucledtido de cualquiera de las reivindicacién 1 a 11 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

13. El oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para su uso como un producto
farmacéutico en un método de tratamiento o profilaxis.

14. El oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la composicién de la reivindicacion
12, para su uso en el tratamiento o profilaxis de acromegalia, gigantismo, cancer, diabetes, nefropatia diabética,
retinopatia diabética, neovascularizacion aberrante, neovascularizaciéon retiniana, angiogénesis aberrante,
degeneracion macular, degeneracion macular relacionada con la edad, artritis reumatoide, hipertrofia glomerular,
esclerosis, metastasis hepaticas o artritis reumatoide.

15. El uso del oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la composicion de la
reivindicacion 12 en la fabricacion de un medicamente para el tratamiento o profilaxis de acromegalia, gigantismo,
cancer, diabetes, nefropatia diabética, retinopatia diabética, neovascularizacion aberrante, neovascularizacion
retiniana, angiogénesis aberrante, degeneracion macular, degeneracion macular relacionada con la edad, artritis
reumatoide, hipertrofia glomerular, esclerosis, metastasis hepaticas o artritis reumatoide.
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16. El oligonucledtido para el uso de acuerdo con la reivindicacion 14 o el uso de la reivindicacion 15, en donde
dicha cancer es cancer de mama, cancer de colon, cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer de pancreas o
meningioma.

17. El uso de la reivindicacion 15 6 16, en donde el medicamento inhibe la expresiéon del factor-1 de crecimiento tipo
insulina.

18. Un método para inhibir la expresion del receptor de la hormona de crecimiento en células o tejidos un vitro o ex
vivo que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con el oligonucledtido de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11 o la composicioén de la reivindicacion 12.

19. El método de la reivindicacion 18, en donde se inhibe la expresion del factor-1 de crecimiento tipo insulina.
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