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DESCRIPCION

Modulacion de la expresion de distrofia miotdnica-proteina quinasa (DMPK)
Campo

[0001] Se describen aqui métodos, compuestos y composiciones para reducir la expresion de DMPK ARNm y proteina
en un animal. Ademas, en el presente documento se describen métodos, compuestos y composiciones que
comprenden un inhibidor de DMPK para reducir preferentemente el ARN de CMPexp DMPK, reducir la miotonia o
reducir la escleopatia en un animal. Tales métodos, compuestos y composiciones son utiles, por ejemplo, para tratar,
prevenir o mejorar la distrofia mioténica tipo 1 (DM1) en un animal.

Antecedentes

[0002] Distrofia mioténica tipo 1 (DM1) es la forma mas comun de distrofia muscular en adultos con una estimada
frecuencia de 1 en 7.500 (Harper PS., Myotonic Dystrophy. Londres: WB Saunders Company; 2001). DM1 es un
trastorno autosémico dominante causado por la expansion de una repeticion CTG no codificante en DMPK1. DMPK1
es un gen que codifica una serina/treonina quinasa citosolica (Brook JD, et al., Cell., 1992, 68 (4): 799-808). Las
funciones fisiolégicas y sustratos de esta quinasa no se han determinado completamente. La repeticion CTG
expandida se encuentra en la region no traducida (UTR) 3' de DMPK1. Esta mutacién conduce al dominio del ARN,
un proceso en donde la expresion de ARN que contiene una repeticion CUG expandida (CUGexp) induce disfuncion
celular (Osborne RJ y Thornton CA., Human Molecular Genetics., 2006, 15 (2): R162-R169).

[0003] El gen DMPK normalmente tiene 5-37 repeticiones CTG en la regién no traducida 3'. En la distrofia miotdnica
tipo |, este nUmero se expande significativamente y esta, por ejemplo, en el rango de 50 a mas de 3.500 (Harper,
Myotonic Dystrophy (Saunders, London, ed,3, 2001); Annu. Rev. Neurosci. 29: 259, 2006; EMBO J. 19: 4439, 2000;
Curr Opin Neurol,20: 572, 2007).

[0004] EI tracto CUGexp interactua con las proteinas de union de ARN incluyendo proteinas de tipo musculo ciego
(MBNL), un empalme del factor, y hace que la transcripcion mutante sea retenida en focos nucleares. La toxicidad de
este ARN proviene del secuestro de proteinas de union al ARN y la activacion de las vias de sefializacion. Los estudios
en modelos animales han demostrado que los fenotipos de DM1 pueden revertirse si se reduce la toxicidad del ARN
de CUGexp (Wheeler TM, et al., Science., 2009, 325 (5938): 336-339; Mulders SA, et al., Proc Natl Acad Sci EE.UU..,
2009, 106 (33): 13915-13920).

[0005] En DM1, el musculo esquelético es el tejido mas gravemente afectado, pero la enfermedad también tiene
importantes efectos en el musculo cardiaco y liso, la lente ocular, y el cerebro. Los musculos craneales, de la
extremidad distal y del diafragma se ven afectados preferentemente. La destreza manual se ve comprometida
temprano, lo que causa varias décadas de discapacidad severa. La mediana de edad al morir es de 55 afios,
generalmente por insuficiencia respiratoria (de Die-Smulders CE, et al., Brain., 1998, 121 (Pt 8): 1557-1563).

[0006] La tecnologia antisentido esta emergiendo como un medio eficaz para modular la expresion de ciertos
productos génicos y por lo tanto puede resultar ser unicamente Gtil en un nimero de, y aplicaciones de investigacion
de diagndstico terapéutico para la modulacion de DMPK1. Se demostré6 que la inyeccion intramuscular de
oligonucledtidos completamente modificados dirigidos con la repeticion de CAG en ratones bloquea la formacion de
complejos CUGexp-MBNL1, dispersa los focos nucleares de las transcripciones de CUGexp, mejora el transporte
nucleocitoplasmatico y la traduccion de las transcripciones de CUGexp, libera proteinas MBNL al nucleoplasma,
normaliza empalme alternativo de exones dependientes de MBNL y eliminar la miotonia en ratones transgénicos que
expresan CUGexp (Wheeler TM, et al., Science., 2009, 325 (5938): 336-339; W0O2008/036406). Los oligonucledtidos
antisentido complementarios a la repeticion CUG expandida en ARN DMPK también se describen en el documento
W02008/018795.

[0007] En la actualidad no existe un tratamiento que puede modificar el curso de DM1. La carga de la enfermedad,
por lo tanto, es significativa. Es, por lo tanto, un objeto en el presente documento proporcionar compuestos,
composiciones y métodos para el tratamiento de DM1.

Sumario de la invenciéon

[0008] La invencidn proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido antisentido modificado que consta
de 10 a 30 nucledsidos enlaces complementario a una region de no repeticion de un ARN DMPK que contiene
repeticion CUG expandida para usar en un método de tratamiento de un animal que tiene distrofia mioténica tipo 1, en
donde el oligonucleodtido tiene una secuencia de nucleobase que es al menos 90% complementaria a la SEQ ID NO:
1 y/o SEQ ID NO: 2 medido sobre la totalidad de dicho oligonucledtido, en donde el oligonucledtido antisentido
modificado, cuando se une al ARN DMPK que contiene repeticion CUG expandido, activa una ribonucleasa nuclear.

[0009] La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la
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invencioén, para uso en un método para tratar un animal que tiene distrofia mioténica de tipo 1.
Resumen de la divulgacion

[0010] En este documento se describen métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresion de DMPK y
tratar, prevenir, retrasar o mejorar una enfermedad relacionada con DMPK y/o un sintoma de la misma. En ciertos
casos, los compuestos y composiciones inhiben DMPK mutante o DMPK CUGexp.

[0011] También se describe en el presente documento un método para reducir la expresiéon de DMPK en un animal
que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado como se describe
adicionalmente en el presente documento dirigido a DMPK.

[0012] También se describe aqui un método para reducir preferentemente CUGexp DMPK, reduciendo miotonia, o
reducir spliceopatia en un animal que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un
oligonucledtido modificado, tal como se describe adicionalmente en este documento, dirigido a CUGexp DMPK. Se
cree que las transcripciones CUGexp DMPK son particularmente sensibles a la eliminaciéon antisentido a través de
ribonucleasas nucleares, debido a su mayor tiempo de residencia en el nucleo, y se cree que esta sensibilidad permite
la inhibicion antisentido efectiva de las transcripciones CUGexp DMPK en tejidos relevantes como el musculo a pesar
de las barreras de biodistribucion para la absorcion de oligonucleétidos antisentido en los tejidos. Los mecanismos
antisentido que no provocan la escision a través de ribonucleasas nucleares, como los ASO de repeticion de CAG
descritos en, por ejemplo, Wheeler TM, et al., Science., 2009, 325 (5938): 336-339 y W02008/036406, no
proporcionan la misma ventaja terapéutica.

[0013] También se describe aqui un método de tratamiento de un animal con la distrofia miotonica tipo 1. En ciertos
casos, el método incluye administrar al animal una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado como se describe adicionalmente en este documento dirigido a DMPK. En
ciertos casos, el método incluye identificar un animal con distrofia mioténica tipo 1.

[0014] También se describe aqui un método para tratar, prevenir, retrasar, o aliviar los sintomas y los resultados
asociados con el desarrollo de DM1 incluyendo rigidez muscular, miotonia, la desactivacion de debilidad distal,
debilidad en la cara y la mandibula musculos, dificultad para tragar, caida de la parpados (ptosis), debilidad de los
musculos del cuello, debilidad en los musculos de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente, hipersomnia,
desgaste muscular, disfagia, insuficiencia respiratoria, latidos cardiacos irregulares, dafio muscular del corazoén,
apatia, resistencia a la insulina y cataratas. También se describe en el presente documento un método para tratar,
prevenir, retrasar o mejorar los sintomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1 en nifios, que incluyen
retrasos en el desarrollo, problemas de aprendizaje, problemas de lenguaje y habla y problemas de desarrollo de la
personalidad.

[0015] También se describe aqui un método de administracion de un oligonucleétido antisentido para contrarrestar
RNA dominio por la direccion de la escision de los transcritos de patdgenos.

[0016] En ciertas realizaciones, el DMPK tiene una secuencia como se establece en GenBank n° de acceso
NM_001081560,1 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1). En ciertas realizaciones, el DMPK
tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank NT_011109,15 truncado de los nucleétidos
18540696 a 18555106 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia
como se establece en el N° de acceso de GenBank NT_039413,7 truncado de los nucleétidos 16666001 a 16681000
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el
numero de acceso de GenBank NM_032418,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 4). En ciertas realizaciones, el
DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank Al007148,1 (incorporado aqui como
SEQ ID NO: 5). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de
GenBank Al304033,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 6). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia
que se establece en el numero de acceso de GenBank BC024150,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 7). En ciertas
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de GenBank BC056615,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 8). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el
N° de acceso de GenBank BC075715,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 793). En ciertas realizaciones, el DMPK
tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank BU519245,1 (incorporado aqui como SEQ ID
NO: 794). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de
GenBank CB247909,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 795). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia
que se establece en el N° de acceso de GenBank CX208906,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 796). En ciertas
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank CX732022,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 797). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en
el N° de acceso de GenBank S60315,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 798). En ciertas realizaciones, el DMPK
tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank S60316,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO:
799). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank
NM_001081562,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 800). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que
se establece en el nimero de acceso GenBank NM_001100,3 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 801).
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Descripcion detallada

[0017] Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son solo
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invencion, como se reivindica. Aqui, el uso del singular incluye el
plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Aqui, el uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique
lo contrario. Ademas, el uso del término "incluido”, asi como otras formas, como "incluye" e "incluido”, no es limitante.
Ademas, términos como "elemento” o "componente" abarcan tanto elementos como componentes que comprenden
una unidad y elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se indique
especificamente lo contrario.

[0018] Los encabezados de seccidon usados en este documento son sélo para fines de organizaciéon y no deben
interpretarse como limitantes de la materia diana descrita.

Definiciones

[0019] A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas
en el presente documento son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la técnica. Se pueden utilizar
técnicas estandar para la sintesis quimica y el analisis quimico.

[0020] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos tienen los siguientes significados: "2'-O-metoxietilo”
(también de 2'-MOE y 2’-O(CH),-OCH3) se refiere a una modificacion de O-metoxi-etilo de la posicion 2’ de un anillo
de furanosilo. Un azucar modificado con 2'-O-metoxietilo es un azicar modificado.

[0021] "Nucledtido 2'-O-metoxietilo” significa un nucledtido que comprende un resto de azucar modificado 2'-O-
metoxietilo.

[0022] "5-metilcitosina” significa una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posicién 5. Una 5-metilcitosina
es una nucleobase modificada.

[0023] "Acerca de" significa dentro de + 7% de un valor. Por ejemplo, si se afirma que "el compuesto afecté al menos
el 70% de inhibicion de DMPK", se implica que los niveles de DMPK se inhiben dentro de un rango de 63% y 77%.

[0024] "Agente farmacéutico activo" significa la sustancia o sustancias en una composicidon farmacéutica que
proporcionan un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un
oligonucledtido antisentido dirigido a DMPK es un agente farmacéutico activo.

[0025] "Region diana activa" o "Region diana" significa una region a la que se dirige uno o mas compuestos antisentido
activos. "Compuestos antisentido activos" se refiere a los compuestos antisentido que reducen los niveles de acido
nucleico o los niveles de proteina diana.

[0026] "Administrado concomitantemente" se refiere a la co-administracion de dos agentes de cualquier manera en
donde los efectos farmacolégicos de ambos se manifiestan en el paciente al mismo tiempo. La administracion
concomitante no requiere que ambos agentes se administren en una sola composicion farmacéutica, en la misma
forma de dosificacion o por la misma via de administracion. Los efectos de ambos agentes no necesitan manifestarse
al mismo tiempo. Los efectos solo necesitan superponerse por un periodo de tiempo y no necesitan ser coextensivos.

[0027] "Administracion” significa proporcionar un agente a un animal, e incluye, pero no se limita a la administracion
por un profesional de la medicina y la auto-administracion.

[0028] "Agente" significa una sustancia activa que puede proporcionar un beneficio terapéutico cuando se administra
a un animal. "Cebador agente" significa un compuesto terapéutico descrito en este documento. Por ejemplo, un
Cebador agente puede ser un oligonucleétido antisentido dirigido a DMPK. "Segundo agente" significa un segundo
compuesto terapéutico descrito en el presente documento (por ejemplo, un segundo oligonucleétido antisentido
dirigido a DMPK) y/o un compuesto terapéutico no DMPK.

[0029] La "mejora" se refiere a una disminucion de al menos un indicador, signo o sintoma de una enfermedad,
trastorno o afeccion asociada. La gravedad de los indicadores puede determinarse mediante medidas subjetivas u
objetivas, que son conocidas por los expertos en la materia.

[0030] “Animal" se refiere a un humano o animal no humano, incluyendo, pero no limitado a, ratones, ratas, conejos,
perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluyendo, pero no limitado a, monos y chimpanceés.

[0031] "Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridacion de un
antisentido compuesto a su acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una disminucién

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

en la cantidad o expresion de un acido nucleico o proteina diana codificada por dicho acido nucleico diana.

[0032] "Compuesto antisentido" significa un compuesto oligomérico que es capaz de experimentar la hibridaciéon a una
diana de acido nucleico a través de enlaces de hidrégeno. Los ejemplos de compuestos antisentido incluyen
compuestos monocatenarios y bicatenarios, tales como oligonucleétidos antisentido, ARNsis, ARNshs, snoARN,
ARNmMi y repeticiones satelitales.

[0033] "Inhibicion antisentido” se refiere a la reduccion de los niveles de acido nucleico diana o los niveles de proteina
diana en presencia de un compuesto antisentido complementario a un acido nucleico diana en comparacion con los
niveles diana de acido nucleico o niveles diana de proteina en ausencia del compuesto antisentido.

[0034] "Oligonucledtido antisentido" significa un oligonucledtido de una sola hebra que tiene una secuencia de
nucleobases que permite la hibridacion a una region correspondiente o segmento de un acido nucleico diana.

[0035] "Azucar biciclico" significa un anillo de furanosilo modificado por el puente de dos atomos de anillo de carbono
no geminal. Un azucar biciclico es un azicar modificado.

[0036] El "acido nucleico biciclico" o "BNA" se refiere a un nucledsido o nucledtido en donde la porcion de furanosa
del nucledsido o nucledtido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo de furanosa, formando
asi un sistema de anillo biciclico.

[0037] "Estructura de tapa" o "resto de tapa terminal" significa modificaciones quimicas, que se han incorporado en
cualquiera de los extremos de un compuesto antisentido.

[0038] "Region quimicamente distinta” se refiere a una region de un compuesto antisentido que es de alguna manera
quimicamente diferente que otra region del mismo compuesto antisentido. Por ejemplo, una regidon que tiene
nucledtidos de 2'-O-metoxietilo es quimicamente distinta de una region que tiene nucleétidos sin modificaciones de 2'-
O-metoxietilo.

[0039] "Compuesto antisentido quimérico" se refiere a un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
quimicamente distintas.

[0040] "Coadministracion" significa la administracion de dos o mas agentes a un individuo. Los dos o mas agentes
pueden estar en una Unica composicién farmacéutica, o pueden estar en composiciones farmacéuticas separadas.
Cada uno de los dos 0 mas agentes se puede administrar a través de las mismas o diferentes vias de administracion.
La coadministracién abarca la administracion paralela o secuencial.

[0041] "Complementariedad" significa la capacidad de emparejamiento entre nucleobases de un Cebador acido
nucleico y un segundo acido nucleico.

[0042] "Nucleobases contiguas" significa nucleobases inmediatamente adyacentes entre si.

[0043] "CUGexp DMPK" significa ARN DMPK mutante que contiene una repeticion CUG expandida (CUGexp). El gen
DMPK de tipo salvaje tiene 5-37 repeticiones CTG en la region no traducida 3’. En un "CUGexp DMPK" (como en un
paciente con distrofia miotonica tipo |) este nimero se expande significativamente y esta, por ejemplo, en el rango de
50 a mas de 3.500 (Harper, Myotonic Dystrophy (Saunders, Londres, ed.3, 2001); Annu. Rev. Neurosci. 29: 259, 2006;
EMBO J. 19: 4439, 2000; Curr Opin Neurol. 20: 572, 2007).

[0044] "Diluyente" significa un ingrediente en una composicién que carece de actividad farmacolodgica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composicion inyectada puede ser un
liquido, por ejemplo, solucion salina.

[0045] "DMPK" significa cualquier acido nucleico o proteina de DMPK. DMPK puede ser un DMPK mutante que incluye
el acido nucleico CUGexp DMPK.

[0046] "Expresion DMPK" significa el nivel de ARNm transcrito a partir del gen que codifica DMPK o el nivel de proteina
traducida a partir del ARNm. La expresion de DMPK puede determinarse mediante métodos conocidos en la técnica,
tales como una transferencia Northern u Western.

[0047] "Acido nucleico DMPK" significa cualquier codificacién de &cido nucleico DMPK. Por ejemplo, un 4cido nucleico
de DMPK incluye una secuencia de ADN que codifica DMPK, una secuencia de ARN transcrita a partir de ADN que
codifica DMPK (incluido el ADN gendmico que comprende intrones y exones), y una secuencia de ARNm o pre-ARNm
que codifica DMPK. "ARNm de DMPK" significa un ARNm que codifica una proteina DMPK.

[0048] "Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionado en una uUnica
administracion, o en un determinado periodo de tiempo. Se puede administrar una dosis en uno, dos o mas bolos,
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tabletas o inyecciones. Por ejemplo, cuando se desea la administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un
volumen que no se acomoda facilmente con una sola inyeccion, por lo tanto, se pueden usar dos o mas inyecciones
para lograr la dosis deseada. En ciertos casos, el agente farmacéutico se administra por infusiéon durante un periodo
prolongado de tiempo o de forma continua. Las dosis se pueden indicar como la cantidad de agente farmacéutico por
hora, dia, semana o mes.

[0049] "Cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" significa la cantidad de agente farmacéutico activo
suficiente para efectuar un resultado fisioldgico deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad efectiva
puede variar entre los individuos dependiendo de la salud y la condicién fisica del individuo a tratar, el grupo
taxonémico de los individuos a tratar, la formulaciéon de la composicion, la evaluacién de la condicién médica del
individuo y otros factores relevantes.

[0050] "totalmente complementario” o "100% complementario" significa cada nucleobase de una secuencia de
nucleobase de un Cebador acido nucleico tiene una nucleobase complementaria de una segunda secuencia de
nucleobase de un segundo acido nucleico. En ciertas realizaciones, un Cebador acido nucleico es un compuesto
antisentido y un acido nucleico diana es un segundo acido nucleico.

[0051] "Gapmer" significa un compuesto antisentido quimérico en donde una region interna tiene una pluralidad de
nucledsidos que apoyan la escision de RNasa H entre las regiones externas tiene uno o mas nucleosidos, en donde
los nucledsidos que comprenden la region interna son quimicamente distintos del nucledsido o nucledsidos que
comprenden las regiones externas. la region interna puede denominarse "segmento de separacion" y las regiones
externas pueden denominarse "segmentos de ala".

[0052] "Ampliado por espacio” significa un compuesto antisentido quimérico que tiene un segmento de espacio de 12
0 mas 2’-desoxirribonucledsidos contiguos colocados entre e inmediatamente adyacentes a segmentos de ala 5’y 3'
que tienen de uno a seis nucledsidos.

[0053] "Hibridacion" significa la hibridacién de moléculas de acido nucleico complementarias. En ciertas realizaciones,
las moléculas de acido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un acido nucleico diana.

[0054] "La identificacion de un animal con la distrofia mioténica de tipo 1" significa la identificacion de un animal que
ha sido diagnosticado con una distrofia miotdnica, trastorno o afeccion tipo 1 o identificacién de un animal predispuesto
a desarrollar una mioténica distrofia, trastorno o afeccion tipo 1. Por ejemplo, los individuos con antecedentes
familiares pueden estar predispuestos a la distrofia mioténica, trastorno o afeccién tipo 1. Dicha identificacion se puede
lograr mediante cualquier método, incluida la evaluacion del historial médico de un individuo y las pruebas o
evaluaciones clinicas estandar.

[0055] "Inmediatamente adyacente" significa que no hay elementos intermedios entre los elementos inmediatamente
adyacentes.

[0056] "Individual" significa un ser humano o animal no humano seleccionado para el tratamiento o terapia.
[0057] El "enlace internucleosidico” se refiere al enlace quimico entre nucledsidos.

[0058] "Nucledsidos unidos" significa nucledsidos adyacentes que estan unidos o unidos entre si por un
internucleosidico de ligamiento.

[0059] "Falta de coincidencia" o "nucleobase no complementaria" se refiere al caso en que una nucleobase de un
Cebador acido nucleico no es capaz de aparearse con la correspondiente nucleobase de un segundo acido nucleico
o diana.

[0060] EI "enlace internucleosidico modificado" se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace
internucledsido natural (es decir, un enlace internucledsido fosfodiéster).

[0061] La "nucleobase modificada" se refiere a cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina o
uracilo. Una "nucleobase no modificada" significa las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de
pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

[0062] "Nucleotido modificado” significa un nucleétido que tiene, independientemente, un resto de azdcar modificado,
modificado enlace internucleosidico o nucleobase modificada. Un "nucledsido modificado” significa un nucledsido que
tiene, independientemente, un resto de aztcar modificado o una nucleobase modificada.

[0063] "Oligonucledtido modificado” significa un oligonucleétido que comprende al menos un nucleétido modificado.

[0064] "AzUcar modificado" se refiere a una sustitucion o cambio de un azicar natural.
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[0065] "Motivo' significa que el patron de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.

[0066] “Miotonia” significa una relajacion anormalmente lenta de una muscular después de la contraccion voluntaria o
estimulacion eléctrica.

[0067] “Ribonucleasa nuclear” significa una ribonucleasa encontrada en el nicleo. ribonucleasas nucleares incluyen,
pero no se limitan a, la RNasa H incluyendo RNasa HIl y RNasa H2, el Drosha RNasa de doble hebra y otras RNasas
de doble hebra.

[0068] "Enlace internucleosidico de origen natural" significa un enlace fosfodiéster 3'a 5'.
[0069] "Resto de azucar natural" significa un aztcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).

[0070] "Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucledtidos monoméricos. Un acido nucleico incluye
acidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos monocatenarios, acidos nucleicos
bicatenarios, acidos ribonucleicos interferentes pequefios (ARNip) y microARN (miARN). Un acido nucleico también
puede comprender una combinacién de estos elementos en una sola molécula.

[0071] Nucleobase significa un resto heterociclico capaz de emparejarse con una base de otro acido nucleico.

[0072] "Secuencia de nucleobases" significa el orden de nucleobases contiguas independientes de cualquier
modificacion de azucar, ligamiento, o nucleobase.

[0073] "Nucledsidos" se refiere a una base nitrogenada unida a un azucar.

[0074] "Nucledsidos miméticos" incluye aquellas estructuras utilizadas para sustituir el aztcar o el azicar y la base y
no necesariamente la articulacién en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo
miméticos de nucledsidos que tienen morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo, miméticos de azucar
biciclo o triciclo, por ejemplo, unidades de azucar sin furanosa.

[0075] "Nucledtido™" significa un nucledsido que tiene un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion de azucar
del nucledsido.

[0076] El "nucledtido mimético" incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el nucledsido y el enlace en una
0 mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo acidos nucleicos peptidicos o morfolinos
(morfolinos unidos por -N (H)-(=0)-O- u otro enlace no fosfodiéster).

[0077] "Compuesto oligomérico" o "oligdmero" significa un polimero de subunidades monoméricas con enlaces que
es capaz de hibridarse con al menos una region de una molécula de acido nucleico.

[0078] "Oligonucledtido" se refiere a un polimero de los nucledsidos ligados cada uno de los cuales pueden ser
modificados o sin modificar, independientes uno de otro.

[0079] "Administracion parenteral" significa la administracion a través de inyeccion o infusién. La administracion
parenteral incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracién intramuscular,
administracion intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo, administracion
intratecal o intracerebroventricular. La administracién puede ser continua, crénica, corta o intermitente.

[0080] "Péptido" significa una molécula formada uniendo al menos dos aminoacidos por enlaces amida. Péptido se
refiere a polipéptidos y proteinas.

[0081] "Composicion farmacéutica” significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo. Por
ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agentes activos y una soluciéon acuosa esteéril.

[0082] "Sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales fisiolégica y farmacéuticamente aceptables de
compuestos antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido de los padres
y no imparten indeseados efectos toxicoldgicos a los mismos.

[0083] "Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucledsidos donde el enlace de fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno no puente con un atomo de azufre. Un enlace de fosforotioato es un
enlace internucledsido modificado.

[0084] Por "porcién" se entiende un numero definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) de un acido nucleico.
En ciertas realizaciones, una porcion es un numero definido de nucleobases contiguas de un acido nucleico diana. En
ciertas realizaciones, una porcién es un numero definido de nucleobases contiguas de un compuesto antisentido.
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[0085] "Reduccion preferencial de CMP exp DMPK ARN" se refiere a una reduccion preferencial de transcripciones
de ARN de un alelo CMPexp DMPK en relacién con transcripciones de ARN de un alelo DMPK normal.

[0086] "Prevenir" se refiere a retrasar o prevenir el inicio o desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccion durante
un periodo de tiempo desde minutos hasta indefinidamente. Prevenir también significa reducir el riesgo de desarrollar
una enfermedad, trastorno o afeccion.

[0087] "Profarmaco” significa un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en una
forma activa dentro del cuerpo o las células del mismo por la accién de enzimas enddgenas u otros productos quimicos
o condiciones.

[0088] "Efectos secundarios" significa respuestas fisiologicas atribuibles a un tratamiento distinto de los efectos
deseados. En ciertos casos, los efectos secundarios incluyen reacciones en el lugar de inyeccién, anomalias en las
pruebas de funcién hepatica, anomalias en la funcién renal, toxicidad hepatica, toxicidad renal, anormalidades en el
sistema nervioso central, miopatias y malestar general. Por ejemplo, el aumento de los niveles de aminotransferasa
en suero puede indicar toxicidad hepatica o anormalidad de la funcién hepatica. Por ejemplo, el aumento de la
bilirrubina puede indicar toxicidad hepatica o anormalidad de la funcién hepatica.

[0089] "Oligonucledtido de cadena sencilla" significa un oligonucledtido que no se hibrida con una cadena
complementaria.

[0090] "Especificamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad entre un oligonucleétido antisentido y un acido nucleico diana para inducir un efecto deseado,
mientras que exhibe efectos minimos o nulos en acidos nucleicos no diana bajo condiciones en las que se desea la
union, es decir, en condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos terapéuticos.

[0091] "Spliceopatia" significa un cambio en el corte y empalme alternativo de uno o mas ARN que conduce a la
expresion de los productos de corte y empalme alterados en un tejido particular.

[0092] "Administracion subcutanea" se refiere a la administracion justo debajo de la piel.

[0093] El "sustituto del azucar" se superpone con el término ligeramente mas amplio "mimético de nucledsido", pero
esta destinado a indicar el reemplazo de la unidad de azicar (anillo de furanosa) solamente. Los anillos de
tetrahidropiranilo proporcionados en el presente documento son ilustrativos de un ejemplo de un sustituto de azucar
en donde el grupo azucar de furanosa se ha reemplazado con un sistema de anillo de tetrahidropiranilo.

[0094] "Orientacion" o "dirigido" significa el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que se hibride
especificamente con un acido nucleico diana e inducir un efecto deseado.

[0095] El "acido nucleico diana", el "ARN diana" y el "transcrito de ARN diana" se refieren a un acido nucleico capaz
de ser blanco de compuestos antisentido.

[0096] "Segmento diana" significa la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana a la que un compuesto
antisentido esta dirigido. "Sitio diana 5™ se refiere al nucledtido mas 5' de un segmento diana. "Sitio diana 3™ se refiere
al nucledtido mas 3' de un segmento diana.

[0097] "Cantidad terapéuticamente efectiva" significa una cantidad de un agente que proporciona un beneficio
terapéutico a un individuo.

[0098] "Tratar" se refiere a la administracion de una composicién farmacéutica para efectuar una alteracion o mejora
de una enfermedad, trastorno, o afeccion.

[0099] "Distrofia miotdnica tipo 1" o "DM1" significa un trastorno autosémico dominante causado por la expansion de
una repeticion CTG no codificante en DMPK. Esta mutacién conduce al dominio de ARN, un proceso en donde la
expresion de ARN que contiene una repeticion CUG expandida (CUGexp) induce disfuncion celular. El tracto CUGexp
interactua con proteinas de unién a ARN y hace que la transcripciéon mutante se retenga en focos nucleares. La
toxicidad de este ARN proviene del secuestro de proteinas de uniéon al ARN y la activacién de las vias de sefalizacion.

[0100] "Nucleotido no modificado” significa un nucledtido compuesto de nucleobases naturales, restos de azucar y
enlaces internucleosidicos. En ciertas realizaciones, un nucleétido no modificado es un nucleétido de ARN (es decir,
B-D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir, B-D-desoxirribonucledsido).

Ciertas instancias

[0101] Se describen aqui métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresién de DMPK.
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[0102] También se describe en el presente documento un método para reducir la expresiéon de DMPK en un animal
que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado dirigido a DMPK.

[0103] También se describe en el presente documento un método para reducir preferentemente el ARN CMPexp
DMPK, reducir la miotonia o reducir la escleopatia en un animal que comprende administrar al animal un compuesto
que comprende un oligonucledtido modificado dirigido a DMPK, en donde el oligonucleétido modificado reduce
preferentemente el ARN CMPexp DMPK, reduce la miotonia o reduce la spliceopatia en el animal.

[0104] También se describe en el presente documento un método para administrar un oligonucleétido antisentido para
contrarrestar el dominio del ARN dirigiendo la escision de las transcripciones patégenas.

[0105] También se describe aqui un método para reducir la spliceopatia de Serca. En ciertos casos, los métodos
descritos en este documento dan como resultado la inclusion en el exdn 22. En ciertos casos, el empalme correctivo
ocurre en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps.

[0106] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatia de m-Titin. En ciertos
casos, los métodos descritos en este documento dan como resultado la inclusién del exén 5. En ciertos casos, el
empalme correctivo ocurre en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps.

[0107] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatia de Cicn1. En ciertos
casos, los métodos descritos en este documento dan como resultado la inclusiéon del exén 7a. En ciertos casos, el
empalme correctivo ocurre en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps.

[0108] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatia de Zasp. En ciertos
casos, los métodos descritos aqui dan como resultado la inclusién del exén 11. En ciertos casos, el empalme correctivo
ocurre en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps.

[0109] También se describe en el presente documento un método para tratar un animal con distrofia miotonica tipo 1
que comprende: a) identificar dicho animal con distrofia mioténica tipo 1, y b) administrar a dicho animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto que comprende un oligonucledtido modificado dirigido a DMPK. En ciertos
casos, la cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto administrado al animal reduce preferentemente el ARN
de CUGexp DMPK, reduce la miotonia o reduce la escleopatia en el animal.

[0110] También se describe en el presente documento un método para lograr una reduccion preferencial de ARN
CMPexp DMPK, que incluye administrar al sujeto sospechoso de tener distrofia mioténica tipo 1 o tener un ARN
CUGexp DMPK un oligonucleétido antisentido modificado complementario a una regién no repetida de dicho CUGexp
DMPK RNA. El oligonucledtido antisentido modificado, cuando se une a dicho CUGexp DMPK RNA, logra una
reduccion preferencial del CUGexp DMPK RNA.

[0111] También se describe en el presente documento un método para lograr una reduccion preferencial de ARN
CMPexp DMPK, que incluye seleccionar un sujeto que tiene distrofia miotdnica tipo 1 o que tiene un ARN CUGexp
DMPK y administrar a dicho sujeto un oligonucleétido antisentido modificado complementario a una regién no repetida
de dicho CUGexp DMPK RNA. El oligonucledtido antisentido modificado, cuando se une al ARN CUGexp DMPK,
activa una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, logrando asi una reduccion preferencial del ARN CUGexp DMPK en
el ndcleo.

[0112] También se describe en el presente documento un método para lograr una reduccion preferencial de ARN
CMPexp DMPK, que incluye seleccionar un sujeto que tiene distrofia mioténica tipo 1 o que tiene un ARN mutante o
CUGexp DMPK y administrar sistematicamente a dicho sujeto un oligonucledtido antisentido modificado
complementario a una region de no repeticion de dicho CUGexp DMPK RNA. El oligonucledtido antisentido modificado,
cuando se une al ARN mutante o CUGexp DMPK, logra una reduccion preferencial del ARN mutante o CUGexp DMPK.

[0113] También se describe en el presente documento un método para reducir la miotonia en un sujeto que lo necesita.
El método incluye administrar al sujeto un oligonucleétido antisentido modificado complementario a una regién no
repetida de un ARN DMPK, en donde el oligonucleétido antisentido modificado, cuando se une al ARN DMPK, activa
una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, reduciendo asi la miotonia. En ciertos casos, el sujeto tiene o se sospecha
que tiene distrofia miotdnica tipo 1 o que tiene un ARN DMPK mutante o ARN DMPK CUGexp. En ciertos casos, el
ARN DMPK es retenido nuclearmente.

[0114] También se describe en el presente documento un método para reducir la escleopatia en un sujeto que lo
necesite. El método incluye administrar al sujeto un oligonucledtido antisentido modificado complementario a una
region no repetida de un ARN de DMPK, en donde el oligonucledétido antisentido modificado, cuando se une al ARN
de DMPK, activa una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, reduciendo asi la spliceopatia. En ciertos casos, el sujeto
tiene o se sospecha que tiene distrofia mioténica tipo 1 o que tiene un ARN CUGexp DMPK retenido nuclearmente.
En ciertos casos, el ARN DMPK es nuclear retenido. En ciertos casos, la spliceopatia es spliceopatia dependiente de
MBNL.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

[0115] En ciertos casos, el oligonucledtido antisentido modificado de los métodos es quimérico. En ciertos casos, el
oligonucledtido antisentido modificado de los métodos es un gapmer.

[0116] En ciertos casos de los métodos descritos aqui, la administracion es subcutanea. En ciertos casos, la
administracion es intravenosa.

[0117] En ciertos casos, el oligonucledtido antisentido modificado de los métodos se dirige a una secuencia no
codificante dentro de la region no repetida de un ARN DMPK. En ciertas realizaciones, el oligonucleoétido se dirige a
una region codificante, un intrén, un 5'UTR o un 3'UTR del ARN mutante DMPK.

[0118] En ciertos casos de los métodos descritos aqui, la ribonucleasa nuclear es RNasa HI.

[0119] En ciertos casos de los métodos, el ARN DMPK se reduce en el tejido muscular. En ciertas realizaciones, el
ARN DMPK mutante CUGexp ARN DMPK se reduce preferentemente.

[0120] En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank
NM_001081560,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 1). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como
se establece en el N° de acceso de GenBank NT_011109,15 truncado de los nucleétidos 18540696 a 18555106
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en
el N° de acceso de GenBank NT_039413,7 truncado de los nucleotidos 16666001 a 16681000 (incorporado aqui como
SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el numero de acceso de
GenBank NM_032418,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 4). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia
como se establece en el N° de acceso de GenBank Al007148,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 5). En ciertas
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de GenBank Al304033,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 6). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el
numero de acceso de GenBank BC024150,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 7). En ciertas realizaciones, el
DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de GenBank BC056615,1 (incorporado aqui
como SEQ ID NO: 8). En ciertas realizaciones del documento, el DMPK tiene la secuencia establecida en el nimero
de acceso de GenBank BC075715,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 793). En ciertas realizaciones, el DMPK
tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank BU519245,1 (incorporado aqui como SEQ ID
NO: 794). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el nimero de acceso de
GenBank CB247909,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 795). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia
que se establece en el N° de acceso de GenBank CX208906,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 796). En ciertas
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank CX732022,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 797). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en
el N° de acceso de GenBank S60315,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 798). En ciertas realizaciones, el DMPK
tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank S60316,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO:
799). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el N° de acceso de GenBank
NM_001081562,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 800). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que
se establece en el numero de acceso GenBank NM_001100,3 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 801).

[0121] En ciertas realizaciones, el oligonucledtido modificado tiene una secuencia de nucleobase que comprende al
menos 8 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-
156, 160-770 y 774-792. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobase
que comprende al menos 9, al menos 10, o al menos 11, nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase
enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-156, 160-770y 774 -792.

[0122] En ciertas realizaciones, el oligonucledtido modificado tiene una secuencia de nucleobase que comprende al
menos 12 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-
156, 160-770 y 774-792. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobase
que comprende al menos 13, o al menos 14, nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en
cualquiera de las SEQ ID No: 12-156, 160-770 y 774-792.

[0123] En ciertas realizaciones, el oligonucledtido modificado tiene una secuencia de nucleobase que comprende al
menos 15 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-
156, 160-770 y 774-792. En ciertas realizaciones, el oligonuclettido modificado tiene una secuencia de nucleobase
que comprende al menos 16, o al menos 17, nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en
cualquiera de las SEQ ID NO: 12-156, 160-770'y 774-792.

[0124] En ciertas realizaciones, el oligonucledtido modificado tiene una secuencia de nucleobase que comprende al
menos 18 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumerada en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-
156, 160-770 y 774-792. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobase
que comprende al menos 19 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase mencionada en cualquiera de
las SEQ ID NO: 12-156, 160-770y 774-792.
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[0125] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados proporcionados en el presente documento estan
dirigidos a cualquiera de las siguientes regiones de SEQ ID NO: 1: 1178-1206, 2159-2182, 2174-2196, 2426-2447,
2450-2518, 2679- 2704 y 2697-2725.

[0126] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados proporcionados en el presente documento estan
dirigidos a cualquiera de las siguientes regiones de SEQ ID NO 1: 178-223, 232-253, 279-299, 366-399, 519-541, 923-
975, 1073-1105, 1171-1196, 1215-1246, 1263-1324, 1706-1734, 1743-1763, 1932-1979, 1981-2003, 2077-2108 y
2152-2173.

[0127] En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados proporcionados aqui estan dirigidos a cualquiera de
los siguientes regiones de SEQ ID NO: 2: 1251-1303, 1305-1326, 1352-1372, 3762-3795, 4170-4192, 5800-5852,
6124-6149, 6168-6199, 6216-6277, 11979-12007, 12016- 12036, 12993-13042, 13044-13066, 13140-13171 y 13215-
13236.

[0128] En ciertas realizaciones, el animal es un humano.

[0129] En ciertos casos, los compuestos o composiciones de la invencion se designan como un Cebador agente y los
métodos descritos aqui comprenden ademas administrar un segundo agente. En ciertos casos, el Cebador agente y
el segundo agente se administran conjuntamente. En ciertos casos, el Cebador agente y el segundo agente se
administran conjuntamente de forma secuencial o concomitante.

[0130] En ciertos casos, la administracién comprende la administracion parenteral.

[0131] En ciertas realizaciones, el compuesto es un oligonucleétido modificado monocatenario. En ciertos casos, la
secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado es al menos 95% complementaria a cualquiera de las SEQ
ID NO: 3-8 y 793-801, medida en la totalidad de dicho oligonucleétido modificado. En ciertas realizaciones, la
secuencia de nucleobase del oligonucledtido modificado es al menos un 95% complementaria a cualquiera de las SEQ
ID NO: 1-2 medida en la totalidad de dicho oligonucleétido modificado. En ciertos casos, la secuencia de nucleobase
del oligonucledtido modificado es 100% complementaria a cualquiera de las SEQ ID NO: 3-8 y 793-801, medida en la
totalidad de dicho oligonucleétido modificado. En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido
modificado es 100% complementaria a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-2 medida en la totalidad de dicho
oligonucledtido modificado.

[0132] En ciertas realizaciones, al menos un enlace internucleosidico de dicho oligonucledtido modificado es un enlace
internucledsido modificado. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico es un enlace internucledsido de
fosforotioato.

[0133] En ciertas realizaciones, al menos un nucledsido de dicho oligonucleétido modificado comprende un azucar
modificado. En ciertas realizaciones, al menos un azlcar modificado es un azUlcar biciclico. En ciertas realizaciones,
al menos uno modificado de azicar comprende un 2'-O-metoxietilo o un 4’-(CH3),-O-2' puente, donde nes 1 o0 2.

[0134] En ciertas realizaciones, al menos un nucleodsido de dicho oligonucleétido modificado comprende un nucleo
modificado 5 obase. En ciertas realizaciones, la nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.

[0135] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado comprende: a) un segmento de separacion que consiste
en desoxinucleodsidos unidos; b) un segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos; y ¢) un segmento de ala
3’ que consiste en nucleodsidos unidos. El segmento de separacion se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento
del ala 3' y cada nucledsido de cada segmento del ala comprende un aztcar modificado.

[0136] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado comprende: a) un segmento de separacion que consiste
en diez desoxinucledsidos unidos; b) un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucledsidos unidos; y c) un segmento
de ala 3’ que consta de cinco nucledsidos unidos. El segmento de separacion se coloca entre el segmento del ala 5’
y el segmento del ala 3', cada nucledsido de cada segmento del ala comprende un aztcar 2'-O-metoxietilo, cada
enlace internucledsido de dicho oligonucledtido modificado es un enlace de fosforotioato, y cada citosina en dicho
oligonucledtido modificado es una 5'-metilcitosina.

[0137] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos unidos.

[0138] También se describe en el presente documento un método para reducir preferentemente el ARN CMPexp
DMPK, reducir la miotonia o reducir la escleopatia en un animal que comprende administrar al animal un compuesto
que comprende un oligonucleétido modificado que tiene un segmento de separacién que consta de diez
desoxinucledsidos unidos, un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucledsidos unidos y un segmento de ala 3’ que
consta de cinco nucledsidos unidos. El segmento de separacion se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento
del ala 3', cada nucledsido de cada segmento del ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo, cada enlace
internucledsido de dicho oligonucleétido modificado es un enlace de fosforotioato, cada citosina en dicho
oligonucledtido modificado es una 5'-metilcitosina.
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[0139] También se describe en el presente documento el uso de cualquier compuesto como se describe en el presente
documento en la fabricacion de un medicamento para usar en cualquiera de los métodos terapéuticos descritos en el
presente documento. Por ejemplo, se describe en el presente documento el uso de un compuesto como se describe
en el presente documento en la fabricacién de un medicamento para tratar, mejorar o prevenir la distrofia mioténica
tipo 1. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como se describe en el presente
documento en la fabricacion de un medicamento para inhibir la expresién de DMPK y tratar, prevenir, retrasar o mejorar
una enfermedad relacionada con DMPK y un sintoma del mismo. También se describe en el presente documento el
uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la fabricaciéon de un medicamento para reducir
la expresién de DMPK en un animal. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como
se describe en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para reducir preferentemente CUGexp
DMPK, reducir la miotonia o reducir la escleopatia en un animal. También se describe en el presente documento el
uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la fabricacién de un medicamento para tratar un
animal con distrofia miotdnica de tipo 1. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como
se describe en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir, retrasar o mejorar
los sintomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1, incluyendo rigidez muscular, miotonia, incapacidad de
debilidad distal, debilidad en la cara y la mandibula musculos, dificultad para tragar, caida de los parpados (ptosis),
debilidad de los musculos del cuello, debilidad en los musculos de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente,
hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia respiratoria, latidos cardiacos irregulares, dafio del musculo
cardiaco, apatia, insulina resistencia y cataratas. También se describe en el presente documento el uso de un
compuesto como se describe en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para contrarrestar el
dominio del ARN dirigiendo la escision de las transcripciones patdgenas.

[0140] También se describe en el presente documento un kit para tratar, prevenir o mejorar la distrofia mioténica de
tipo 1 como se describe en el presente documento en donde el kit comprende: a) un compuesto como se describe en
el presente documento; y opcionalmente b) un agente o terapia adicional como se describe en este documento. El kit
puede incluir ademas instrucciones o una etiqueta para usar el kit para tratar, prevenir o mejorar la distrofia mioténica
tipo 1.

[0141] También se describe en el presente documento cualquier compuesto o composicion como se describe en el
presente documento, para su uso en cualquiera de los métodos terapéuticos descritos en el presente documento. Por
ejemplo, también se describe en el presente documento un compuesto o composicion como se describe en el presente
documento para inhibir la expresion de DMPK vy tratar, prevenir, retrasar o mejorar una enfermedad relacionada con
DMPK y un sintoma de la misma. También se describe en el presente documento un compuesto o composicion como
se describe en el presente documento para su uso en la reduccion de la expresién de DMPK en un animal. También
se describe en el presente documento un compuesto o composicion como se describe en el presente documento para
su uso en la reduccion preferencial de CUGexp DMPK, reduccién de la miotonia o reduccioén de la spliceopatia en un
animal. También se describe en el presente documento un compuesto o composicién como se describe en el presente
documento para su uso en el tratamiento de un animal con distrofia mioténica tipo 1. También se describe en el
presente documento un compuesto o composicidon como se describe en el presente documento para su uso en el
tratamiento, prevencion, retraso o mejora de los sintomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1, incluyendo
rigidez muscular, miotonia, incapacidad de debilidad distal, debilidad en los musculos de la cara y la mandibula,
dificultad para tragar, caida de los parpados (ptosis), debilidad de los musculos del cuello, debilidad en los musculos
de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente, hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia
respiratoria, latidos cardiacos irregulares, dafio del musculo cardiaco, apatia, resistencia a la insulina y cataratas.
También se describe en el presente documento un compuesto o composicion como se describe en el presente
documento para su uso en contrarrestar el dominio del ARN dirigiendo la escision de los transcritos patégenos.
También se describen en el presente documento compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que
consiste en 12 a 30 nucledsidos unidos que tienen una secuencia de nucleobase que comprende al menos 12
nucleobases contiguas de cualquiera de las secuencias de nucleobase de SEQ ID NO: 12-156, 160-770 y 774-792.

[0142] También se describen otros compuestos que pueden usarse en los métodos descritos en el presente
documento.

[0143] Por ejemplo, también se describen en el presente documento compuestos que comprenden un oligonucleétido
modificado que consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o 20 nucledsidos unidos que tienen
una secuencia de nucleobase que comprende 5 al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos al menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19, nucleobases
contiguas de cualquiera de las secuencias de nucleobase de SEQ ID NOs: 41, 44, 76, 109, 153, 320, 321, 322, 325,
329, 335, y 657.

[0144] También se describen en este documento compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que
consta de 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15a 30, 18 a 24, 19 a 22, o 20, nucledsidos enlaces teniendo una nucleobase
secuencia que comprende al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos
14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, nucleobases contiguas de cualquiera de las
secuencias de nucleobase de SEQ ID NO: 15, 73, 77, 79, 83, 85, 130, 602, 648, 655, 674 y 680.
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[0145] También se describen en el presente documento compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado
que consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o0 20, nucledsidos unidos que tienen una secuencia
de nucleobase que comprende una porcién de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19, o mas, nucleobases
contiguas complementarias a una porcion de igual longitud de nucleobases 664-683, 773-792, 926-945, 927-946, 928-
947, 931-950, 935-954, 941-960, 2089-2108, 2163-2182, 2490-2509, 2499-2518, 2676-2695, 2685-2704, 2676-2695,
2688-2707, 2697-2716, 2764-2783, y 2770-2789 de SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia de nucleobase es
complementaria a la SEQ ID NO: 1.
[0146] También se describen en este documento compuestos que comprenden un oligonucleétido modificado que
consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o0 20, nucledsidos unidos que tienen una secuencia
de nucleobase que comprende una porcién de al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al
menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19, o0 mas, nucleobases
contiguas complementarias a una porcion de igual longitud de nucleobases 812-831, 3629-3648, 4447-4466, 4613-
4632, 5803-5822, 5804-5823, 5805-5824, 5808-5827, 5818-5837, 6794-6813, 12463-12482, 13152-13171 y 13553-
13572 de SEQ ID NO: 2, en donde la secuencia de nucleobase es complementaria a SEQ ID NO: 2.
[0147] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado es un oligonucleétido monocatenario.
[0148] En ciertos casos, la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado es al menos 70%, al menos 75%,
al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95% o 100%, complementario a cualquiera de las SEQ ID
NO: 1-8 y 793-801.
[0149] En ciertas realizaciones, al menos un enlace internucleosidico es un enlace internucledsido modificado.
[0150] En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico es un enlace internucledsido de fosforotioato.
[0151] En ciertas realizaciones, al menos un nucledsido comprende un azucar modificado.
[0152] En ciertas realizaciones, al menos un azdcar modificado es un azucar biciclico.
[0153] En ciertas realizaciones, al menos un azucar modificado comprende un 2'-O-metoxietilo.
[0154] En ciertas realizaciones, al menos un nucledsido comprende una nucleobase modificada.
[0155] En ciertas realizaciones, la nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.
[0156] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de separacion que consiste en desoxinucledsidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos; y

un segmento de ala 3’ que consiste en nucledsidos unidos;

en donde el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’y el segmento de ala 3'y en donde
cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado.

[0157] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado comprende:
un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;
un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucleésidos unidos; y
un segmento de ala 3’ que consta de cinco nucledsidos unidos;
en donde el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en donde
cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar 2'-O-metoxietilo; y en donde cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato.

[0158] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 14 nucledsidos unidos.

[0159] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 16 nucledsidos unidos.

[0160] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado consta de 20 nucledsidos unidos.
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Compuestos antisentido

[0161] Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucledtidos, oligonucledsidos, analogos de
oligonucledtidos, miméticos de oligonucledtidos, compuestos antisentido, oligonucledtidos antisentido, y ARNsis. Un
compuesto oligomérico puede ser "antisentido” para un acido nucleico diana, lo que significa que es capaz de
experimentar hibridacion con un acido nucleico diana a través de enlaces de hidrégeno.

[0162] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se escribe
en el 5' a 3' direccion, comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico diana al que esta
dirigido. En ciertas realizaciones de este tipo, un oligonucleétido antisentido tiene una secuencia de nucleobase que,
cuando se escribe en la direccion 5’ a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico
diana al que se dirige.

[0163] En ciertos casos, un compuesto antisentido dirigido a DMPK como se describe en el presente documento tiene
una longitud de 10 a 30 nucledtidos. En otras palabras, los compuestos antisentido son de 10 a 30 nucleobases unidas.
En otros casos, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consta de 8 a 80, 10 a 80, 12
a 30, 12 a 50, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o 20 nucleobases unidas. En ciertos casos, el compuesto antisentido
comprende un oligonucleétido modificado que consta 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 nucleobases unidas en
longitud, o un rango definido por cualquiera de los dos valores anteriores. En ciertos casos, los compuestos antisentido
de cualquiera de estas longitudes contienen al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos
13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19, nucleobases contiguas de la
secuencia de nucleobase de cualquiera de los compuestos antisentido ejemplares descritos en el presente documento
(por ejemplo, al menos 8 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumeradas en cualquiera de las
SEQ ID NO: 12-156, 160-770 y 774-792.

[0164] En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado acortado o
truncado. El oligonucledtido modificado acortado o truncado puede tener un nucledsido Unico eliminado del extremo
5’ (truncamiento 5'), o alternativamente desde el extremo 3’ (truncamiento 3'). Un oligonucledtido acortado o truncado
puede tener dos nucledsidos eliminados del extremo 5’, o alternativamente puede tener dos subunidades eliminadas
del extremo 3'. Alternativamente, los nucledsidos eliminados pueden ser dispersos por todo el oligonucleétido
modificado, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene un nucledsido eliminado del extremo 5’y un nucledsido
eliminado del extremo 3'.

[0165] Cuando un unico nucledsido adicional esta presente en un oligonucledtido alargado, el nucledsido adicional
puede ubicarse en el extremo 5’ o 3' del oligonucleétido. Cuando estan presentes dos o mas nucledsidos adicionales,
los nucleodsidos afadidos pueden estar adyacentes entre si, por ejemplo, en un oligonucleétido que tiene dos
nucledsidos afadidos al extremo 5 (adicion 5'), o alternativamente al extremo 3’ (3' Ademas), del oligonucleétido.
Alternativamente, el nucledsido agregado puede dispersarse por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un
oligonucledtido que tiene un nucledsido agregado al extremo 5’ y una subunidad agregada al extremo 3'.

[0166] Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido
antisentido, y/o introducir bases de emparejamiento erréneo sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 7305-7309, 1992), se probd una serie de oligonucleétidos antisentido de 13-25
nucleobases de longitud para determinar su capacidad para inducir la escisién de un ARN diana en un modelo de
inyeccion de ovocitos. Los oligonucledtidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de
emparejamiento erroneo cerca de los extremos de los oligonucledtidos antisentido pudieron dirigir la escision
especifica del ARNm diana, aunque en menor medida que los oligonucledtidos antisentido que no contenian
emparejamientos erroneos. De manera similar, se logro la escision especifica del objetivo usando oligonucledtidos
antisentido de 13 nucleobases, incluidos aquellos con 1 o 3 desajustes.

[0167] Gautschi et al (J. Natl. Cancer Inst. 93: 463-471, marzo de 2001) demostraron la capacidad de un
oligonucledtido que tiene 100% de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 desajustes con el ARNm
de bcl-xL para reducir la expresion de bcl-2 y bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este oligonucledtido demostré una
potente actividad antitumoral in vivo.

[0168] Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16: 3341-3358, 1988) probaron una serie de oligonucledtidos antisentido de
14 nucleobases en tandem, y un oligonucledtido antisentido de 28 y 42 nucleobase compuesto por la secuencia de
dos o tres de los tandem oligonucledtidos antisentido, respectivamente, por su capacidad para detener la traduccion
de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucleétidos antisentido de 14
nucleobases solo fue capaz de inhibir la traduccién, aunque a un nivel mas modesto que los oligonucledtidos
antisentido de 28 o0 42 nucleobase.

Motivos de compuestos antisentido
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[0169] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK tienen subunidades
modificadas quimicamente dispuestas en patrones o motivos, para conferir a las propiedades de compuestos
antisentido tales como una mayor actividad inhibitoria, mayor afinidad de unién para un acido nucleico diana, o
resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo.

[0170] Compuestos antisentido quiméricos contienen tipicamente al menos una regién modificada de modo que
confieren un aumento en resistencia a la degradacion por nucleasas, aumento de la captacion celular, aumento de la
afinidad de union para el acido nucleico diana, y/o actividad inhibidora incrementada. Una segunda region de un
compuesto antisentido quimérico puede servir opcionalmente como sustrato para la endonucleasa celular RNasa H,
que escinde la cadena de ARN de un ARN:duplex de ADN.

[0171] Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido quimeéricos.
En un gapmer, una region interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision de RNasaH se coloca
entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos de los nucledsidos
de la region interna. En el caso de un oligonucledtido antisentido que tiene un motivo gapmer, el segmento de hueco
generalmente sirve como sustrato para la escision de la endonucleasa, mientras que los segmentos del ala
comprenden nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmer se diferencian por los tipos
de restos de azicar que comprenden cada region distinta. Los tipos de restos de azlcar que se usan para diferenciar
las regiones de un gapmer pueden en algunas realizaciones incluir -D-ribonucledsidos, B-D-desoxirribonucledsidos,
nucledsidos modificados en 2’ (tales nucledsidos modificados en 2' pueden incluir 2-MOE, y 2’-O-CHs, entre otros), y
nucledsidos modificados con azucar biciclico (tales nucledsidos modificados con azucar biciclico pueden incluir
aquellos que tienen un puente 4’-(CHz),-O-2’, donde n = 1 o n = 2). Preferiblemente, cada region distinta comprende
restos de azucar uniformes. El motivo ala-espacio-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", donde "X" representa
la longitud de la region del ala 5, “y” representa la longitud de la region del espacio, y "Z" representa la longitud de los
3’ region del ala. Como se usa en este documento, un separador descrito como "X-Y-Z" tiene una configuracion tal
que el segmento de separacion se coloca inmediatamente adyacente a cada uno de los segmentos del ala 5 y el
segmento del ala 3'. Por lo tanto, no existen nucledtidos intermedios entre el segmento de ala 5’ y el segmento de
separacion, o el segmento de separacion y el segmento de ala 3'. Cualquiera de los compuestos antisentido descritos
en el presente documento puede tener un motivo gapmer. En algunas realizaciones, X y Z son iguales, en otras
realizaciones son diferentes. En una realizacion preferida, y tiene entre 8 y 15 nucledtidos. X, Y o Z pueden ser
cualquierade 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 o mas nucledtidos. Por lo tanto,
los gapmers incluyen, entre otros, por ejemplo 5-10-5, 4-8-4, 4-12-3,4-12-4, 3-14-3, 2-1,3-5, 2-16-2, 1-18-1,3-10-3, 2-
10-2, 1-10-1,2-8-2,6-8-6, 5-8-5, 1-8 -1 0 2-6-2.

[0172] En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido como un motivo "wingmer", que tiene una configuracion de
hueco de ala o ala de hueco, es decir, una configuracion X-Y o Y-Z como se describié anteriormente para la
configuracion de gapmer. Por lo tanto, las configuraciones de wingmer incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo 5-
10, 8-4, 4-12, 12-4, 3-14, 16-2, 18-1, 10-3, 2-10, 1-10, 8-2, 2-13 0 5-13.

[0173] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK poseen un motivo
gapmer 5-10-5.

[0174] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico DMPK tiene un motivo
ensanchado.

[0175] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido de cualquiera de estos motivos gapmer o wingmer
contienen al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al
menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19 nucleobases contiguas de la secuencia de nucleobase de
cualquiera de los compuestos antisentido ejemplares descritos en este documento (por ejemplo, al menos 8
nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumeradas en cualquiera de las SEQ NO ID: 12-156, 160-
770y 774-792.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

[0176] Las secuencias de nucledtidos que codifican DMPK incluyen, sin limitacion, las siguientes secuencias que se
establecen en el GenBank N° de acceso NM_001081560,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 1), GenBank N° de
acceso NT_011109,15 truncado de los nucleétidos 18540696 a 18555106 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 2),
GenBank N° de acceso NT_039413,7 truncado de los nucleétidos 16666001 a 16681000 (incorporado aqui como SEQ
ID NO: 3), GenBank A N° de acceso NM_032418,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 4), GenBank N° de acceso
AI007148,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 5), GenBank N° de acceso Al304033,1 (incorporado aqui como SEQ
ID NO: 6), GenBank N° de acceso BC024150,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 7), GenBank N° de acceso
BC056615,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 8), GenBank N° de acceso BC075715,1 (incorporado aqui como
SEQ ID NO: 793), GenBank N° de acceso BU519245,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 794), GenBank N° de
acceso CB247909,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 795), GenBank N° de acceso CX208906,1 (incorporado aqui
como SEQ ID NO: 796), GenBank N° de acceso CX732022,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 797), GenBank N°
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de acceso S60315,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 798), GenBank N° de acceso S60316,1 (incorporado aqui
como SEQ ID NO: 799), GenBank N° de acceso NM_001081562,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 800), y
GenBank N° de acceso NM_001100,3 (incorporado aqui en SEQ ID NO: 801). Se entiende que la secuencia
establecida en cada SEQ ID NO en los Ejemplos contenidos en este documento es independiente de cualquier
modificacion a un resto de azucar, un enlace internucleosidico o una nucleobase. Como tal, los compuestos antisentido
definidos por una SEQ ID NO pueden comprender, independientemente, una o mas modificaciones a un resto de
azucar, un enlace internucleosidico o una nucleobase. Los compuestos antisentido descritos por Numero Isis (Isis N°)
indican una combinacién de secuencia de nucleobase y motivo.

[0177] En ciertas realizaciones, una region diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico diana.
Por ejemplo, una region diana puede abarcar un 3° UTR, un 5" UTR, un exén, un intrén, una unién exon/intrén, una
region de codificacion, una region de inicio de traduccién, una regién de terminacion de traducciéon u otra region
definida de acido nucleico. Las regiones estructuralmente definidas para DMPK se pueden obtener mediante el nimero
de acceso a partir de bases de datos de secuencias como NCBI. En ciertas realizaciones, una region diana puede
abarcar la secuencia desde un sitio diana 5’ de un segmento diana dentro de la regidn diana 5 a un sitio diana 3' de
otro segmento diana dentro de la region diana.

[0178] La orientacion incluye la determinacion de al menos un segmento diana al que se hibrida un compuesto
antisentido, de modo que se produce un efecto deseado. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es una reduccion
en los niveles de acido nucleico diana de ARNm. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la reduccién de los
niveles de proteina codificada por el acido nucleico diana o un cambio fenotipico asociado con el acido nucleico diana.

[0179] Una region diana puede contener uno o mas segmentos diana. Multiples segmentos diana dentro de una region
diana pueden superponerse. Alternativamente, pueden no solaparse. En ciertas realizaciones, los segmentos diana
dentro de una region diana estan separados por no mas de aproximadamente 300 nucledtidos. En ciertas
realizaciones, los segmentos diana dentro de una region diana estan separados por un nimero de nucleétidos que
es, es, N0 es Mas que, no es mas que aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10
nucledtidos en el acido nucleico diana, o es un rango definido por cualquiera de los dos valores anteriores. En ciertas
realizaciones, los segmentos diana dentro de una region diana estan separados por no mas de, o no mas de,
aproximadamente 5 nucleotidos en el acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los segmentos diana son
contiguos. Se contemplan regiones diana definidas por un intervalo que tiene un acido nucleico inicial que es cualquiera
de los sitios diana 5’ o sitios diana 3' enumerados aqui.

[0180] Segmentos diana adecuados pueden encontrarse dentro de una 5' UTR, una regién codificante, una 3' UTR,
un intrén, un exén, o un unién exon/intrén. Los segmentos diana que contienen un codén de inicio o un codon de
parada también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir especificamente una
determinada region estructuralmente definida, como el codén de inicio o el coddn de detencion.

[0181] La determinacion de segmentos diana adecuados pueden incluir una comparacion de la secuencia de un
nucleico diana acido a otras secuencias de todo el genoma. Por ejemplo, el algoritmo BLAST puede usarse para
identificar regiones de similitud entre diferentes acidos nucleicos. Esta comparacion puede evitar la seleccion de
secuencias de compuestos antisentido que pueden hibridarse de una manera no especifica a secuencias distintas de
un acido nucleico diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o no diana).

[0182] Puede haber variacién en la actividad (por ejemplo, como se define por reduccién porcentual de los niveles de
acido nucleico diana) de los compuestos antisentido dentro de una region diana activa. En ciertas realizaciones, las
reducciones en los niveles de ARNm de DMPK son indicativas de inhibicién de la expresion de la proteina DMPK. Las
reducciones en los niveles de una proteina DMPK también son indicativas de inhibicion de la expresion de ARNm
diana. Ademas, los cambios fenotipicos, como la reduccién de la miotonia o la reduccién de la spliceopatia, pueden
ser indicativos de la inhibicion de la expresion de proteinas y/o ARNm de DMPK.

Hibridacién

[0183] En algunos casos, la hibridacion ocurre entre un compuesto antisentido descrito en este documento y un acido
nucleico DMPK. El mecanismo mas comun de hibridaciéon implica la unién de hidrégeno (p. ej., Watson-Crick,
Hoogsteen o union de hidrégeno de Hoogsteen invertida) entre nucleobases complementarias de las moléculas de
acido nucleico.

[0184] La hibridacion puede ocurrir en diferentes condiciones. Las condiciones estrictas dependen de la secuencia 'y
se determinan por la naturaleza y composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridar.

[0185] Los métodos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un acido nucleico diana son
bien conocidos en la técnica (Sambrooke y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., 2001). En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento son especificamente hibridables
con un acido nucleico DMPK.
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Complementariedad

[0186] Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero suficiente
de nucleobases del compuesto antisentido puede unirse por hidrégeno con las nucleobases correspondientes del
acido nucleico diana, de modo que se producira un efecto deseado (por ejemplo, inhibicion antisentido de un acido
nucleico diana, como un acido nucleico DMPK).

[0187] Un compuesto antisentido puede hibridarse sobre uno o mas segmentos de un acido nucleico DMPK de tal
manera que los segmentos intermedios o adyacentes no estén involucrados en el evento de hibridacion (por ejemplo,
una estructura de bucle, desajuste o estructura de horquilla).

[0188] En ciertos casos, los compuestos antisentido proporcionados en este documento, o una porcion especificada
de los mismos, son, o son al menos, 70%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% complementario a un acido nucleico DMPK, una region diana, un segmento diana o una
porcién especifica del mismo. En ciertos casos, los compuestos antisentido son al menos 70%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 86%, al menos 87%, al menos 88%, al menos 89%, al menos 90%, al menos 91%, al menos
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos 99% o
100% complementario a un DMPK acido nucleico, una regién diana, segmento diana o una porcion especificada del
mismo, y contiene al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al
menos 15, al menos al menos 16, al menos 17, al menos 18, o al menos 19, nucleobases contiguas de la secuencia
de nucleobase de cualquiera de los compuestos antisentido ejemplares descritos en este documento (por ejemplo, al
menos 8 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase indicadas en cualquiera de las SEQ ID NO: 12-156,
160-770 y 774-792). El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con un acido nucleico diana
se puede determinar utilizando métodos de rutina, y se mide sobre la totalidad del compuesto antisentido.

[0189] Por ejemplo, un compuesto antisentido en donde 18 de 20 nucleobases del compuesto antisentido son
complementarias a una region diana, y por lo tanto se hibridarian especificamente, representan el 90 por ciento de
complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases no complementarias restantes se pueden agrupar o intercalar
con nucleobases complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o con nucleobases complementarias. Como
tal, un compuesto antisentido que tiene 18 nucleobases de longitud que tiene 4 (cuatro) nucleobases no
complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de completa complementariedad con el acido nucleico diana
tendria 77,8% de complementariedad global con el acido nucleico diana. El porcentaje de complementariedad de un
compuesto antisentido con una regién de un acido nucleico diana se puede determinar de forma rutinaria utilizando
programas BLAST (herramientas basicas de busqueda de alineacion local) y 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). El
porcentaje de homologia, identidad de secuencia o complementariedad puede determinarse, por ejemplo, mediante
el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, Madison Wis.), Utilizando la configuracion predeterminada, que utiliza algoritmo de Smith y Waterman
(Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482 489).

[0190] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados aqui, o porciones especificadas de los
mismos, son completamente complementarios (es decir, 100% complementarios) a un acido nucleico diana, o una
porcién especificada del mismo. Por ejemplo, el compuesto antisentido puede ser completamente complementario a
un acido nucleico DMPK, o una region diana, o un segmento diana o secuencia diana del mismo. Como se usa en el
presente documento, "completamente complementario” significa que cada nucleobase de un compuesto antisentido
es capaz de emparejar bases precisas con las nucleobases correspondientes de un acido nucleico diana. Por ejemplo,
un compuesto antisentido de 20 nucleobases es completamente complementario a una secuencia diana que tiene una
longitud de 400 nucleobases, siempre que haya una porcion correspondiente de 20 nucleobase del acido nucleico
diana que sea completamente complementaria al compuesto antisentido. Completamente complementario también
puede usarse en referencia a una porcion especificada del Cebador y/o el segundo acido nucleico. Por ejemplo, una
porcion de 20 nucleobases de un compuesto antisentido de 30 nucleobase puede ser "completamente
complementaria" a una secuencia diana que tiene una longitud de 400 nucleobases. La porcion de 20 nucleobase del
oligonucledtido de 30 nucleobase es completamente complementaria a la secuencia diana si la secuencia diana tiene
una porcién correspondiente de 20 nucleobase en donde cada nucleobase es complementaria a la porciéon de 20
nucleobase del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, el compuesto antisentido completo de 30 nucleobases puede
ser completamente complementario a la secuencia diana, dependiendo de si las 10 nucleobases restantes del
compuesto antisentido también son complementarias a la secuencia diana.

[0191] La ubicacion de una nucleobase no complementaria puede estar en el extremo 5 o en el extremo 3' del
compuesto antisentido. Alternativamente, la nucleobase o nucleobases no complementarias pueden estar en una
posicion interna del compuesto antisentido. Cuando estan presentes dos o mas nucleobases no complementarias,
pueden ser contiguas (es decir, unidas) o no contiguas. En una realizacién, una nucleobase no complementaria se
encuentra en el segmento del ala de un oligonucleétido antisentido gapmer.

[0192] En ciertos casos, los compuestos antisentido que son, o son de hasta 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20
nucleobases de longitud comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase(s) no
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complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico DMPK, o una porcién
especificada del mismo.

[0193] En ciertos casos, compuestos antisentido que son, o son hasta 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleobases de longitud comprenden no mas de 6, no mas de 5, no mas de 4, no mas
de 3, no mas de 2 o no mas de 1 nucleobase(s) no complementaria(s) en relacion con un acido nucleico diana, tal
como un acido nucleico DMPK, o una porcién especificada del mismo.

[0194] Los compuestos antisentido proporcionados en este documento también incluyen los que son complementarios
a una porcion de una diana de acido nucleico. Como se usa en el presente documento, "porcién" se refiere a un
numero definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) dentro de una region o segmento de un acido nucleico
diana. Una "porcion" también puede referirse a un numero definido de nucleobases contiguas de un compuesto
antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién de 8
nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al
menos una porcion de 10 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido
son complementarios de al menos una porcién de 15 nucleobases de un segmento diana. También se contemplan
compuestos antisentido que son complementarios de al menos un 8, al menos un 9, al menos un 10, al menos un 11,
al menos un 12, al menos un 13, al menos un 14, al menos un 15, a al menos un 16, al menos un 17, al menos un 18,
al menos un 19, al menos un 20, o mas porciones de nucleobase de un segmento diana, o un rango definido por
cualquiera de estos dos valores.

Identidad

[0195] Los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento también pueden tener un porcentaje de
identidad definido para una secuencia de nucledétidos particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un nimero
Isis especifico, o una porcién del mismo. Como se usa en el presente documento, un compuesto antisentido es idéntico
a la secuencia descrita en el presente documento si tiene la misma capacidad de emparejamiento de nucleobase. Por
ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN descrita se consideraria idéntico
a la secuencia de ADN ya que tanto el uracilo como la timidina se emparejan con adenina. También se contemplan
versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en el presente documento, asi como
compuestos que tienen bases no idénticas con respecto a los compuestos antisentido proporcionados en el presente
documento. Las bases no idénticas pueden ser adyacentes entre si o dispersas en todo el compuesto antisentido. El
porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el niUmero de bases que tienen un
emparejamiento de bases idéntico en relacion con la secuencia con la que se compara.

[0196] En ciertos casos, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son al menos 70%, al menos 75%,
al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos
99% o 100% idénticos a uno o mas de los compuestos antisentido ejemplares o SEQ ID NO, o una porcién de los
mismos, descritos aqui.

Modificaciones

[0197] Un nucledsido es una combinacion base-azlcar. La porcion de nucleobase (también conocida como base) del
nucledsido es normalmente un resto de base heterociclica. Los nucleétidos son nucledsidos que ademas incluyen un
grupo fosfato unido covalentemente a la porcién de azucar del nucledsido. Para aquellos nucledsidos que incluyen un
azucar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse al resto hidroxilo 2’, 3’ 0 5’ del azucar. Los oligonucledtidos se
forman a través del enlace covalente de nucledsidos adyacentes entre si, para formar un oligonucleétido polimérico
lineal. Dentro de la estructura oligonucleotidica, los grupos fosfato se denominan cominmente formando los enlaces
internucleosidicos del oligonucledtido.

[0198] Las modificaciones a los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios en enlaces
internucleosidicos, restos de azlcar o nucleobases. Los compuestos antisentido modificados a menudo se prefieren
las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captaciéon celular mejorada, afinidad
mejorada por la diana de acido nucleico, mayor estabilidad en presencia de nucleasas o mayor actividad inhibitoria.

[0199] Los nucledsidos modificados quimicamente también pueden emplearse para aumentar la afinidad de union de
un oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se pueden
obtener resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucledsidos modificados
quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados
[0200] El enlace internucledsido natural de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster de 3’ a 5'. Los compuestos antisentido
que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, de origen no natural, a menudo se seleccionan

sobre los compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos de origen natural debido a propiedades
deseables tales como, por ejemplo, captacion celular mejorada, afinidad mejorada por los acidos nucleicos diana y
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aumento de estabilidad en presencia de nucleasas.

[0201] Los oligonucledtidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleésidos que
retienen un atomo de fésforo, asi como enlaces internucledsidos que no tienen un atomo de fosforo. Los enlaces
internucleosidicos que contienen fdsforo representativos incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres, fosfotriésteres,
metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces que contienen fésforo y no
fésforo son bien conocidos.

[0202] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK comprenden uno o
mas enlaces internucleosidicos modificados. En ciertas realizaciones, los enlaces internucleosidicos modificados son
enlaces de fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico de un compuesto antisentido es un
enlace internucledsido de fosforotioato.

Restos de azticar modificados

[0203] Los compuestos antisentido descritos en este documento pueden contener opcionalmente uno o mas
nucledsidos en donde el grupo de azucar ha sido modificado. Dichos nucledsidos modificados con azucar pueden
impartir mayor estabilidad de la nucleasa, mayor afinidad de unién o alguna otra propiedad bioldgica beneficiosa a los
compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, los nucledsidos comprenden restos de anillo de ribofuranosa
quimicamente modificados. Los ejemplos de anillos de ribofuranosa modificados quimicamente incluyen, sin limitacion,
la adicion de grupos sustituyentes (incluidos grupos sustituyentes 5’ y 2', puente de atomos de anillo no geminal para
formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con S, N(R), o C(R1)
(R2) (R, R1y Rz son cada uno independientemente H, C+-C42 alquilo o un grupo protector) y combinaciones de los
mismos. Ejemplos de quimicamente azticares modificados incluyen 2’-F-5'-nucledsido sustituido con metilo (consulte
la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 21/08/08 para otros nucledsidos 5', 2'-bis sustituidos
descritos) o la sustitucion del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S con sustitucién adicional en la posicion 2’
(véase la solicitud de patente de EE.UU. publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o,
alternativamente, la sustitucion 5' de un BNA (véase la solicitud internacional PCT WO 2007/134181 publicada el
22/11/07 en donde LNA esta sustituido con, por ejemplo, un grupo 5’-metilo o 5-vinilo).

[0204] Ejemplos de grupos de nucledsidos que tienen restos de azucar modificados incluyen, sin limitacion,
nucledsidos que comprenden grupos de sustituyentes 5-vinilo, 5'-metilo (R o S), 4-S, 2'-F, 2'-OCHs;, 2-OCH,CHs, 2'-
OCH2CH.F y 2’-O(CH,).OCHes. El sustituyente en la posicion 2’ también se puede seleccionar de alilo, amino, azido,
tio, O-alilo, O-C+-C+o alquilo, OCF3, OCH2F, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2-ON (Rm) (Rn), O-CH2-C(=0)-N (Rm)(Rn), y O-CHz-
C(=0)-N (R1)-(CH2)2-N (Rm) (Rn), donde cada Ry, Rn ¥ R, es, independientemente, H o C4-C+o alquilo sustituido o no
sustituido.

[0205] Los ejemplos de acidos nucleicos biciclicos (BNA) incluyen, sin limitacion, nucledsidos que comprenden un
puente entre los atomos del anillo ribosilo 4’ y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados
en el presente documento incluyen uno o mas nucledsidos de BNA en los que el puente comprende una de las
formulas: 4’-(CH2)-O-2' (LNA); 4’-(CH2)-S-2'; 4’-(CH2).-O-2' (ENA); 4’-CH(CH3)-O-2" y 4-CH(CHOCHz)-O-2" (y
analogos de los mismos, véase la Patente de los Estados Unidos 7,399,845, emitida el 15 de julio de 2008); 4’-(CHs)
(CH3)-0-2' (y analogos de los mismos ver PCT/US2008/068922 publicada como W0O/2009/006478, publicado el 8 de
enero 2009); 4'-H,-N(OCHj3)-2' (y analogos de los mismos ver PCT/US2008/064591 publicada como WO/2008/150729,
publicada el 11 de diciembre de 2008); 4-H>-ON (CH3)-2' (véase la Solicitud de Patente de Estados Unidos US2004-
0171570, publicaC, septiembre del 2004); 4-H>-N(R)-O-2', en donde R es H, C4-C4; alquilo, o un grupo protector
(véase la patente US 7,427,672, emitida el 23 de septiembre de 2008); 4’-H,"(H) (CH3)-2' (ver Chattopadhyaya et al,
J. Org Chem, 2009, 74, 118-134); y 4-CH»-C(= CHy)-2' (y analogos de los mismos ver PCT/US2008/066154 publicada
como WO 2008/154401, publicado el 8 diciembre de 2008).

[0206] Otros nucledsidos biciclicos que han sido reportados en la literatura publicada (véase, por ejemplo: Srivastava
et al, J.. Am Chem Soc, 2007, 129 (26) 8,362-8,379; Frieden et al, Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372;
Elayadi et al., Curr. Opinion Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; BraasCHet al., Chem. Biol., 2001, 8, 1-7; Orum et al.,
Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2000, 97, 5633-5638;
Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Kumar et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Patentes de EE.UU.
Nos.: 7,399,845; 7,053,207; 7,034,133; 6,794,499; 6,770,748; 6,670,461; 6,525,191; 6,268,490; Publicaciones de
Patentes de EE.UU. N°s: US2008-0039618; US2007-0287831; US2004-0171570; Solicitudes de patentes de EE.UU.,
Numeros de serie: 12/129,154; 61/099,844; 61/097,787; 61/086,231; 61/056,564; 61/026,998; 61/026,995; 60/989,574;
Solicitudes internacionales WO 2007/134181; WO 2005/021570; WO 2004/106356; WO 94/14226; y Solicitudes
Internacionales PCT N°: PCT/US2008/068922; PCT/US2008/066154; y PCT/US2008/064591). Cada uno de los
nucledsidos biciclicos anteriores se puede preparar con una o mas configuraciones de azlcar estereoquimicas que
incluyen, por ejemplo, B-1-ribofuranosa y -D-ribofuranosa (véase la solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393,
publicada el 25 de marzo de 1999 como WO 99/14226).

[0207] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos comprenden un puente entre los atomos de carbono 4’ y 2'
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del resto de azucar pentofuranosilo que incluye, sin limitacion, puentes que comprenden 1 o de 1 a 4 grupos unidos
seleccionados independientemente de -[C(Ra)(Ro)]n-, -C(Ra) = C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NR?)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -
Si(Ra)2-, -S(=O)x-, ¥ -N(Ra)-; en donde: xes 0, 10 2; nes 1, 2, 3 0 4; cada R, y Ry es, independientemente, H, un
grupo protector, hidroxilo, C1-C+2 alquilo, C1-C+2 alquilo sustituido, C>-C12 alquenilo, C2-C+2 alquenilo sustituido, C-C12
alquinilo, C,-C12 alquinilo sustituido, Cs-Cy arilo, Cs-Cy arilo sustituido, heterociclo radical, heterociclo radical
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, Cs-C7 radical aliciclico, Cs-C7 aliciclico radical sustituido, halégeno, OJs,
NJ1J2, SJ4, N3, COOJ4, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J+); y cada J1 y J>
es, independientemente, H, C4-C+2 alquilo, C4-C12 alquilo sustituido, C-C+, alquenilo, C,-C+2 alquenilo sustituido, Co-
C12 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, Cs-Cyg arilo, Cs-Cyo arilo sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, un radical
heterociclo, un radical heterociclo sustituido, C4-C12 aminoalquilo, C4-C+2 sustituido aminoalquilo o una proteccién de
grupo.

[0208] En ciertas realizaciones, el puente de un resto de azucar biciclico es, -[C(Ra)(Rb)]n-, -[C(Ra)(Ro)]n-O-, -C(RaRb)-
N(R)-O- o0 -C(R4Rp)-ON(R)-. En ciertas realizaciones, el puente es 4'-CH»-2’, 4'-(CH)2-2’, 4’-(CHy)3-2’, 4'-CH-0-2', 4'-
(CH2)2-0-2', 4-CH,-O-N(R)-2’ y 4’-CH,-N(R)-O-2’-en donde cada R es, independientemente, H, un protector de grupo
0 C4-C43 alquilo.

[0209] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos se definen adicionalmente por configuracion isomérica. Por
ejemplo, un nucleésido que comprende un puente 4’-(CH2)-O-2', puede estar en la configuracion a-L en la
configuracion B-D. Anteriormente, a-L-metilenoxi (4'-CH2-O-2') BNA han sido incorporados en oligonucledtidos
antisentido que mostraban actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

[0210] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos incluyen aquellos que tienen un puente de 4’ a 2' en donde
dichos puentes incluyen, sin limitacion, a-1-4’-(CH2)-0-2', 3-D-4’-CH»-O-2’, 4’-(CH3),-O-2’, 4-CH2-O-N(R)-2', 4’-CH,-
N(R)-O-2’, 4'-CH(CH3)-0-2', 4'-CH2-S-2', 4'-CH,-N(R)-2', 4'-CH>"H(CH3)-2', y 4'-(CH)3-2’, en donde R es H, un grupo
protector o C4-C+2 alquilo.

[0211] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

T,—O

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

-Qa-Qp-Qc- es -CH2-N(R¢)-CHaz-, -C(=0)-N(R¢)-CHz-, -CH2-ON(R¢)-, -CH2-N(R¢)-O- 0 -N(R¢)-O-CHy;

R. es C4-C12 alquilo o un grupo protector de amino; y

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte.

[0212] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

T,—0 o_ Bx

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Za es C4-Cg alquilo, C2-Cs alquenilo, C,-Cs alquinilo, C+-Cs alquilo sustituido, C»-Cg alquenilo sustituido, C,-Cs
alquinilo sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tiol sustituido.

[0213] En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos es, independientemente, mono o poli sustituido con
grupos sustituyentes seleccionados independientemente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJe, NJcJd, Sde, N3, OC(=X)Jq, ¥
NJsC(=X) NJcJg, en donde cada J¢, Jq ¥ Je €8, independientemente, H, alquilo C+-Cs 0 alquilo C4-Cg sustituido y X es
O o NJe.
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[0214] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Zy, es C4-Cg alquilo, C2-Cs alquenilo, C,-Cs alquinilo, C+-Cs alquilo sustituido, C»-Cs alquenilo sustituido, C»-Cs
alquinilo sustituido o acilo sustituido (C(=0)-).

[0215] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

qll ¢[N
O
T,—O Bx
O/Tb
¢
A Il\]
ORy

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

R4 es C+-Ce alquilo, C4-Cs alquilo sustituido, C,-Cs alquenilo, C,-Cs alquenilo sustituido, C>-Cs alquinilo o Co-
Cs alquinilo sustituido;

cada gs, Qb, Qc Y Ja €S, independientemente, H, halégeno, C4-Cs alquilo, C1-Cs alquilo sustituido, C»-Ce
alquenilo, C»-Cs alquenilo sustituido, C,-Cs alquinilo o C,-Cs alquinilo sustituido, C1-Cs alcoxilo, C4-Cg alcoxilo
sustituido, acilo, sustituido acilo, C4-Cs aminoalquilo o C4-Cs aminoalquilo sustituido;

[0216] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

b

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Ja, Ob, Qe Y Qr son cada uno, independientemente, hidrégeno, halégeno, C4-Cq2 alquilo, C1-C42 alquilo
sustituido, C>-C+2 alquenilo, C,-C12 alquenilo sustituido, C,-C+2 alquinilo, C»-C+2 alquinilo sustituido, C4-C12
alcoxi, C1-C12 alcoxi SUStitUidO, OJJ, SJJ, SOJJ, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj,
OC(=O)NJjJk, N(H)C(=NH)NJ;Jk, N(H)C(=O)NJ;jJk 0 N(H)C(=S)NJ;Jy;

0 Qe Y gfjuntos son = C(qg) (qn); gg Y gn Son cada uno, independientemente, H, halégeno, C4-C12 alquilo o C4-
C12 alquilo sustituido.
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[0217] La sintesis y preparacion de adenina, citosina, guanina, 5-metil-citosina, timina y uracilo nucledsidos biciclicos
que tienen un puente 4’-CH»-O-2', junto con su oligomerizacion, y propiedades de reconocimiento del acido nucleico
se han descrito (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). La sintesis de nucleosidos biciclicos también se
ha descrito en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

[0218] También se han preparado analogos de varios nucledsidos biciclicos que tienen grupos puente de 4’ a 2' tales
como 4'-CHy-0-2’ y 4'-CH,-S-2' (Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito
la preparacion de duplex de oligodesoxirribonucleétidos que comprenden nucledsidos biciclicos para usar como
sustratos para polimerasas de acido nucleico (Wengel et al., WO 99/14226). Ademas, la sintesis de 2'-amino-BNA, un
novedoso analogo de oligonucledtido de alta afinidad restringido conformacionalmente se ha descrito en la técnica
(Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Ademas, se han preparado 2'-amino- y 2'-metilamino-BNA y se
ha informado previamente sobre la estabilidad térmica de sus duplex con hebras complementarias de ARN y ADN.

[0219] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos tienen la formula:

T’I_O B)‘
O_Th
q;
q;
i q

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

cada qi, q;, gk Y ai es, independientemente, H, halégeno, C4-C+2 alquilo, C4+-C12 alquilo sustituido, C>-C12
alquenilo, C,-C42 alquenilo sustituido, C-C12 alquinilo, C»-C12 alquinilo sustituido, C4-C42 alcoxilo, C1-C12
alcoxilo SUStitUidO, Oj, SJJ, SOJJ, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)OJJ', C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, OC(=O)NJJJK,
N(H)C(=NH)NJjJk, N(H)C(=O)NJ;Jx o N(H)C(=S)NJjJi; y gi ¥ g; 0 qi y gk juntos son = C(qg)(qn), en donde qq y
gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, C1-C+2 alquilo o C4-C42 alquilo sustituido.

[0220] Se ha descrito un nucledsido biciclico carbociclico que tiene un puente 4’-(CH2)3-2’ y el puente analogo
alquenilico 4'-CH=CH- CH»-2’ (Frier et al., Nucleic Acids Research, 1997, 25 (22), 4429-4443 y Albaek et al., J. Org.
Chem., 2006, 71, 7731-7740). También se ha descrito la sintesis y preparacion de nucledsidos carbociclicos biciclicos
junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos (Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129 (26), 8362-8379).

[0221] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos que incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metilenoxi (4'-
CH»-0-2’) BNA, (B) B-D-metilenoxi (4’-H,-O-2") BNA, (C) etileneoxi (4’-(CH2).-O-2’) BNA, (D) aminooxi (4’-H2-O-N(R)-
2") BNA, (E) oxiamino (4’-H2-N(R)-O-2’) BNA, (F) metil (metileneoxi) (4’-H(CH3)-O-2') BNA (también denominado como
acetato de constrefido o CET), (G) de metileno-tio (4-CH2-S-2’) BNA, (H) metilen-amino (4’-CH2-N(R)-2") BNA, (1)
metil carbociclico (4’-Hz"H(CHs3)-2") BNA, (J) propileno carbociclico (4’-(CH)3-2’) BNA y (K) vinilo BNA como se muestra

a continuacion.
$ 0_ Bx § O. Bx
§ Vas ~0 -0
b g,

(A) (B) ©)
§>§37/Bx § 0. Bx § 0. Bx
M, N\R R 'vwo wd 0
(D) (E) (F)
§?§37/Bx EﬁBx Eyﬁ/Bx
~ ~N
M, S e \R
(&) (H)

v CH;

@
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%OBxé 0. Bx

i “%  CH,

) (K)
en donde Bx es el resto de base y R es, independientemente, H, un grupo protector, C4-Cg alquilo o C1-Cs alcoxi.
[0222] En ciertas realizaciones, los nucledsidos se modifican mediante la sustitucion del anillo de ribosilo con un
sustituto de azucar. Dicha modificacion incluye, sin limitacién, el reemplazo del anillo de ribosilo con un sistema de

anillo sustituto (a veces denominado analogos de ADN) como un anillo de morfolino, un anillo de ciclohexenilo, un
anillo de ciclohexilo o un anillo de tetrahidropiranilo como uno que tiene una de las férmulas:

HO\@ HO\LOJ\ HO\ROJ\
HO Y "Bx HO Y "Bx g Bx
P OCH;

[0223] En ciertas realizaciones, los sustitutos de azucar se seleccionan con la férmula:

q q
T3-0 6 143
q7 A4
s Bx
OR] qu,i
T,

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo de
nucledsido de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Tz y T4 es un grupo de enlace
internucledsido que une el analogo de nucledsido de tetrahidropirano a un compuesto u oligonucleétido
oligomérico y el otro de T3 y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo
terminal 5’ o 3';

a1, 92, 93, 94, g5, Qe Y g7 son cada uno independientemente, H, C4-Cg alquilo, C+-Cs alquilo sustituido, C2-Ce
alquenilo, sustituido C,-Cg alquenilo, C»-Cg alquinilo o C2-Cg alquinilo sustituido; y uno de Ry y Rz es hidrégeno
y el otro se selecciona de halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X) J1, OC(=X) NJ1J2,
NJ 3 C(=X) NJ1J2 y CN, en donde X es O, So NJ 1y cada J1, J 2y J 3 es, independientemente, H o alquilo
C1'6.

[0224] En ciertas realizaciones, g1, g2, g3, 94, g5, Js Y g7 Son cada una H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q,
d2, 93, G4, G5, Qe ¥ 7 es diferente de H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q1, gz, gs, 04, 0s, g6 Y g7 €S metilo. En
ciertas realizaciones, los nucledsidos de THP se proporcionan en donde uno de R1y R es F. En algunas realizaciones,
R es fluoro y R, es H; R es metoxi y Rz es H, y Ry es metoxietoxi y R, es H.

[0225] Tales sustitutos de azucar incluyen, pero no se limitan a, lo que se conoce en la técnica como acido nucleico
de hexitol (HNA), acido nucleico de altritol (ANA) y acido nucleico de manitol (MnA) (véase Leumann, CJ, Bioorg. y
Med. Chem., 2002, 10, 841-854).

[0226] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos de ciclohexenilo
modificados, que es un nucledsido que tiene un ciclohexenilo de seis miembros en lugar del residuo de pentofuranosilo
en nucleosidos de origen natural. Los nucledsidos de ciclohexenilo modificados incluyen, entre otros, los descritos en
la técnica (véase, por ejemplo, la solicitud PCT publicada de propiedad comin WO 2010/036696, publicada el 10 de
abril de 2010, Robeyns et al., J. Am. Chem. Soc., 2008, 130 (6), 1979-1984; Horvath et al., Tetrahedron Letters, 2007,
48, 3621-3623; Nauwelaerts et al., J. Am. Chem. Soc., 2007, 129 (30), 9340 -9348; Gu et al., Nucleosides, Nucleotides
& Nucleic Acids, 2005, 24 (5-7), 993-998; 5 Nauwelaerts et al., Nucleic Acids Research, 2005, 33 (8), 2452-2463;
Robeyns et al., Acta Crystallographica, Seccion F: Structural Biology and Crystallization Communications, 2005, F61
(6), 585-586; Gu et al., Tetrahedron, 2004, 60 (9), 2111-2123; Gu et al., Oligonucleotides, 2003, 13 (6), 479-489; Wang
et al., J. Org. Chem., 2003, 68, 4499-4505; Verbeure et al., Nucleic Acids Research, 2001, 29 (24), 4941-4947; Wang
etal., J. Org. Chem., 2001, 66, 8478-82; Wang et al., Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 2001, 20 (4-7), 785-
788; Wang y col., J. Am. Chem., 2000, 122, 8595-8602; Solicitud PCT publicada, WO 06/047842; y Solicitud PCT
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publicada WO 01/049687). Ciertos nucledsidos de ciclohexenilo modificados tienen la formula:

Q1 92 a0
570 Q4
o Bx
qs 5
| (17 q()
T,

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo de
nucledsido de ciclohexenilo a un compuesto antisentido o uno de Tz y T4 es un grupo de enlace
internucledsido que une el analogo de nucledsido de tetrahidropirano a un compuesto antisentido y el otro de
T3y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un conjugado unido grupo, o un grupo 5' o 3’ terminal; y g1, g2,
Js, 94, s, Js, 47, g Y Qo SON cada uno, independientemente, H, C+-Cs alquilo, C+-Cs alquilo sustituido, C2-Ce
alquenilo, C2-Cs alquenilo sustituido, C»-Cs alquinilo, C»-Cs alquinilo sustituido u otro grupo sustituyente de
azucar.

[0227] También se conocen muchos otros sistemas de anillos sustitutos de azucar biciclicos y triciclicos en la técnica
que pueden usarse para modificar nucledsidos para su incorporacion en compuestos antisentido (véase, por ejemplo,
el articulo de revisiéon: Leumann, Christian J., Bioorg. Y Med. Chem., 2002, 10, 841-854). Dichos sistemas de anillo
pueden sufrir varias sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

[0228] Los métodos para la preparacion de azticares modificados son bien conocidos por los expertos en la materia.
Algunas patentes representativas de EE.UU. que ensefian la preparacion de dichos azticares modificados incluyen,
entre otras, las US: 4,981,957; 5,118,800; 5,319,080; 5,359,044; 5,393,878; 5,446,137; 5,466,786; 5,514,785;
5,519,134; 5,567,811; 5,576,427; 5,591,722; 5,597,909; 5,610,300; 5,627,053; 5,639,873; 5,646,265; 5,670,633;
5,700,920; 5,792,847 y 6,600,032 y la Solicitud internacional PCT/US2005/019219, presentada el 2 de junio de 2005
y publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre de 2005.

[0229] En los nucledtidos que tienen restos de azdcar modificados, los restos de nucleobase (naturales, modificados
0 una combinacion de los mismos) se mantienen para la hibridaciéon con una diana de acido nucleico apropiada.

[0230] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK comprenden uno o
mas nucleétidos que tienen restos de azlcar modificados. En ciertas realizaciones, el resto de azdcar modificado es
2'-MOE. En ciertas realizaciones, los nucleétidos modificados con 2'-MOE estan dispuestos en un motivo gapmer.

Nucleobases modificadas

[0231] Las modificaciones o sustituciones de nucleobase (o base) son estructuralmente distinguibles de, pero
funcionalmente intercambiables con nucleobases no modificadas de origen natural o sintéticas. Tanto las nucleobases
naturales como las modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrégeno. Tales modificaciones de
nucleobase pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unién o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa
a compuestos antisentido. Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases sintéticas y naturales tales como, por
ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de nucleobase, incluidas las sustituciones de 5-metilcitosina,
son particularmente Gtiles para aumentar la afinidad de unién de un compuesto antisentido por un acido nucleico diana.
Por ejemplo, se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido
nucleico en 0,6-1,2°C (Sanghvi, YS, Crooke, ST y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press,
Boca Raton, 1993, pp. 276-278).

[0232] nucleobases no modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina,
6-metil y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propil y otros derivados alquilo de adenina y guanina, 2-
tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil ("o C"Hs) uracilo y derivados de citosina y otra
alquinilo de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino,
8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-
trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-sustituidas, 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.

[0233] Los restos de base heterociclica también pueden incluir aquellos en los que la base de purina o pirimidina se
reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Las
nucleobases que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos antisentido incluyen
pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y 0-6 sustituidas, que incluyen 2 aminopropiladenina, 5-
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propiniluracilo y 5-propinilocitosina.

[0234] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK comprenden una o
mas nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos antisentido ensanchados dirigidos a un
acido nucleico DMPK comprenden una o mas nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, la nucleobase
modificada es 5-metilcitosina. En ciertas realizaciones, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Composiciones y métodos para formular composiciones farmacéuticas

[0235] Los oligonucledtidos antisentido pueden mezclarse con una sustancia activa o inerte farmacéuticamente
aceptable para la preparacion de composiciones o formulaciones farmacéuticas. Las composiciones y los métodos
para la formulacion de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, que incluyen, entre otros, la
via de administracion, el alcance de la enfermedad o la dosis a administrar.

[0236] El compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico DMPK se puede utilizar en composiciones farmacéuticas
combinando el compuesto antisentido con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado. Un
diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solucién salina tamponada con fosfato (PBS). PBS es un diluyente
adecuado para su uso en composiciones que se administraran por via parenteral. Por consiguiente, en un caso, se
emplea en los métodos descritos en el presente documento una composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico DMPK y un diluyente farmacéuticamente aceptable. En ciertas
realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En realizaciones de la invencién, el compuesto
antisentido es un oligonucledétido antisentido.

[0237] Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal
farmacéuticamente aceptable, ésteres o sales de tales ésteres, o cualquier otro oligonucleétido que, tras la
administracion a un animal, incluido un humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito
bioldgicamente activo o residuo del mismo. Por consiguiente, por ejemplo, la divulgacion también se refiere a sales
farmacéuticamente aceptables de compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de
dichos profarmacos y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, sales de sodio y potasio.

[0238] Un profarmaco puede incluir la incorporacion de nucledsidos adicionales en uno o ambos extremos de un
compuesto antisentido que se escinden por nucleasas enddgenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto
antisentido activo.

Compuestos antisentido conjugados

[0239] Los compuestos antisentido pueden ser unidos covalentemente a uno o mas restos o conjugados que potencian
la actividad, la distribucion celular o la captacion celular de los oligonucleétidos antisentido resultantes. Los grupos
conjugados tipicos incluyen restos de colesterol y restos de lipidos. Grupos conjugados adicionales incluyen
carbohidratos, fosfolipidos, biotina, fenazina, acido fdlico, fenantridina, antraquinona, acridina, fluorosceinas,
rodaminas, cumarinas y colorantes.

[0240] Los compuestos antisentido también pueden modificarse para tener uno o mas grupos estabilizadores que
generalmente estan unidos a uno o ambos extremos de compuestos antisentido para mejorar propiedades tales como,
por ejemplo, la estabilidad de la nucleasa. Se incluyen en los grupos estabilizadores las estructuras de tapa. Estas
modificaciones terminales protegen el compuesto antisentido que tiene acido nucleico terminal de la degradacion de
exonucleasa, y pueden ayudar en el suministro y/o localizacién dentro de una célula. La tapa puede estar presente en
el extremo 5’ (5' tapa), o en el extremo 3’ (3' tapa), o puede estar presente en ambos extremos. Las estructuras de
tapa son bien conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, tapas invertidas de desoxi abasicas. Otros grupos
estabilizadores 3’ y 5' que pueden usarse para tapar uno o ambos extremos de un compuesto antisentido para impartir
estabilidad nucleasa incluyen los descritos en el documento WO 03/004602 publicado el 16 de enero de 2003.

Cultivo celular y tratamiento de compuestos antisentido

[0241] Los efectos de los compuestos antisentido sobre el nivel, la actividad o la expresion de los acidos nucleicos
DMPK se pueden probar in vitro en una variedad de tipos de células. Los tipos de células utilizados para tales analisis
estan disponibles en proveedores comerciales (por ejemplo, American Type Culture Collection, Manassus, VA; Zen-
Bio, Inc., Research Triangle Park, NC; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y las células se cultivan de acuerdo
con el proveedor. instrucciones utilizando reactivos disponibles en el mercado (por ejemplo, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). Los tipos de células ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, células HepG2, células
Hep3B, hepatocitos primarios, células A549, fibroblastos GM04281 y células LLC-MK2.

Pruebas in vitro de oligonucledtidos antisentido

[0242] Aqui se describen métodos para el tratamiento de células con oligonucleétidos antisentido, que pueden
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modificarse apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

[0243] En general, las células se tratan con oligonucleétidos antisentido cuando las células alcanzan aproximadamente
60-80% con fluidez en el cultivo.

[0244] Un reactivo cominmente utilizado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el
reactivo de transfeccion de lipidos cationicos LIPOFECTIN® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos
antisentido se mezclan con LIPOFECTIN® en OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion
final deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN® que tipicamente varia de 2 a 12
ug/mL por oligonucleétido antisentido 100 nM.

[0245] Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye LIPOFECTAMINE
2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE 2000® en medio
sérico reducido OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de oligonucledtido
antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINE® que generalmente varia de 2 a 12 ug/mL por 100 nM
antisentido oligonucleotido.

[0246] Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye Cytofectin®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con Cytofectin® en medio sérico reducido OPTI-
MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de oligonucledtido antisentido y una
concentracion de Cytofectin® que generalmente varia de 2 a 12 ug/ml por oligonucleétido antisentido 100 nM.

[0247] Otra técnica utilizada para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye electroporacion.

[0248] Las células se tratan con oligonucleétidos antisentido por métodos de rutina. Las células se cosechan
tipicamente 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el cual los niveles de
ARN o proteina de los acidos nucleicos diana se miden por métodos conocidos en la técnica y descritos aqui. En
general, cuando los tratamientos se realizan en multiples repeticiones, los datos se presentan como el promedio de
los tratamientos replicados.

[0249] La concentracion de oligonucleétido antisentido utilizada varia de una linea celular a otra. Los métodos para
determinar la concentracion optima de oligonucledétidos antisentido para una linea celular particular son bien conocidos
en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se usan tipicamente en concentraciones que varian de 1 nM a 300 nM
cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE 2000®, Lipofectina o Citofectina. Los oligonucleétidos antisentido se
usan en concentraciones mas altas que varian de 625 a 20.000 nM cuando se transfectan mediante electroporacion.

Aislamiento de ARN

[0250] El analisis de ARN puede realizarse en ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los métodos de aislamiento de
ARN son bien conocidos en la técnica. EI ARN se prepara utilizando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
utilizando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con los protocolos recomendados por el
fabricante.

Analisis de la inhibicién de los niveles o expresion diana

[0251] La inhibicion de los niveles o la expresion de un acido nucleico DMPK se puede analizar de varias maneras
conocidas en la técnica. Por ejemplo, los niveles de acido nucleico diana pueden cuantificarse mediante, por ejemplo,
analisis de transferencia Northern, reaccion en cadena de polimerasa competitiva (PCR) o PCR cuantitativa en tiempo
real. El analisis de ARN se puede realizar en ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los métodos de aislamiento de ARN
son bien conocidos en la técnica. El analisis de transferencia Northern también es una rutina en la técnica. La PCR
cuantitativa en tiempo real puede realizarse convenientemente utilizando el sistema de deteccién de secuencias ABI
PRISM® 7600, 7700 o 7900 disponible en el mercado, disponible en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizado
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Analisis cuantitativo de PCR en tiempo real de los niveles de ARN diana

[0252] La cuantificacion de los niveles de ARN diana se puede lograr mediante PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City,
CA) segun las instrucciones del fabricante. Los métodos de PCR cuantitativa en tiempo real son bien conocidos en la
técnica.

[0253] Antes de la PCR en tiempo real, el ARN aislado se somete a una reaccion de transcriptasa inversa (RT), que
produce ADN complementario (ADNc) que luego se usa como sustrato para la amplificacion por PCR en tiempo real.
Las reacciones de RT y PCR en tiempo real se realizan secuencialmente en la misma muestra. Los reactivos de RT y
PCR en tiempo real se obtienen de Invitrogen (Carlsbad, CA). RT, las reacciones de PCR en tiempo real se llevan a
cabo mediante métodos bien conocidos por los expertos en la materia.
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[0254] Las cantidades objetivo del gen (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan usando el nivel de
expresion de un gen cuya expresion es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando ARN total usando
RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CALIFORNIA). La expresion de ciclofilina A se cuantifica por PCR en tiempo
real, ejecutandose simultaneamente con el objetivo, multiplexacion, o por separado. El ARN total se cuantifica usando
el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR). Los métodos de cuantificacion de
ARN por RIBOGREEN® se ensefian en Jones, LJ y col., (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-374). Se utiliza un
instrumento CYTOFLUOR® 4000 (PE Applied Biosystems) para medir la fluoroscencia RIBOGREEN®.

[0255] Las sondas y los cebadores estan disefiados para hibridarse con un acido nucleico DMPK. Los métodos para
disefiar sondas y cebadores de PCR en tiempo real son bien conocidos en la técnica, y pueden incluir el uso de
software como CEBADOR EXPRESS® (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Anélisis de los niveles de proteina

[0256] La inhibicién antisentido de los acidos nucleicos de DMPK se puede evaluar midiendo los niveles de proteina
de DMPK. Los niveles de proteina de DMPK pueden evaluarse o cuantificarse en una variedad de formas bien
conocidas en la técnica, tales como inmunoprecipitacion, analisis de transferencia Western (inmunotransferencia),
analisis de inmunosorcion ligada a enzimas (ELISA), analisis cuantitativos de proteinas, andlisis de actividad de
proteinas (por ejemplo, ensayos de actividad de caspasa), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o clasificacion de
células activadas por fluoroscencia (FACS). Los anticuerpos dirigidos a una diana pueden identificarse y obtenerse de
una variedad de fuentes, como el catalogo de anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden
prepararse mediante métodos convencionales de generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales bien
conocidos en la técnica.

Pruebas in vivo de compuestos antisentido

[0257] Los compuestos antisentido, por ejemplo, oligonucleétidos antisentido, se prueban en animales para evaluar
su capacidad para inhibir la expresiéon de DMPK y producir cambios fenotipicos. Las pruebas se pueden realizar en
animales normales o en modelos experimentales de enfermedades, por ejemplo, el modelo de distrofia miotonica de
raton HSA LR (DM1).

[0258] El modelo de raton HSALR es un modelo establecido para DM1 (Mankodi, A. et al Science 289: 1769, 2000).
Los ratones portan un transgen de actina esquelética humana (hACTA1) con 220 repeticiones CTG insertadas en el
3’ UTR del gen. La transcripcion hACTA1-CUG®** se acumula en los focos nucleares en los musculos esqueléticos y
produce una miotonia similar a la del DM1 humano (Mankodi, A. et al. Mol. Cell 10: 35, 2002; Lin, X. et al. Hum. Mol.
Mol. Genet. 15: 2087, 2006). Por lo tanto, se espera que la mejora de los sintomas de DM1 en el raton HSA LR
mediante la inhibicion antisentido del transgen hACTA1 predeciria la mejora de sintomas similares en pacientes
humanos mediante la inhibicién antisentido del transcrito DMPK.

[0259] La expresion de ARN exp CUG en ratones causa una remodelacion extensa del transcriptoma muscular, gran
parte de la cual se reproduce por ablacion de MBNL1. Por lo tanto, se espera que la normalizacion del transcriptoma
en ratones HSA LR prediga la normalizacion del transcriptoma humano en pacientes con DM1 mediante la inhibicién
antisentido de la transcripcion DMPK.

[0260] Para la administracion a animales, los oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato. La administracion incluye vias
parenterales de administracion. Después de un periodo de tratamiento con oligonucledtidos antisentido, se aisla el
ARN del tejido y se miden los cambios en la expresion de acido nucleico DMPK. También se miden los cambios en
los niveles de proteina DMPK.

Empalme

[0261] La distrofia mioténica (DM1) es causada por expansiones repetidas de CTG en la region no traducida 3’ del
gen DMPK (Brook, JD y col. Cell. 68: 799, 1992). Esta mutacion conduce al dominio del ARN, un proceso en donde la
expresion de ARN que contiene una repeticion CUG expandida (CUGexp) induce disfuncién celular (Osborne RJ y
Thornton CA., Human Molecular Genetics., 2006, 15 (2): R162-R169). Tales CUGexp se retienen en los focos
nucleares de los musculos esqueléticos (Davis, BM y col. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 7388, 1997). La
acumulaciéon de CUGexp en los focos nucleares conduce al secuestro de proteinas de unién a poli(CUG), tales como
musculo ciego tipo 1 (MBLN1) (Miller, JW et al. EMBO J. 19: 4439, 2000). MBLN1 es un factor de empalme y regula
el empalme de genes como Sercal, CIC-1, Titin y Zasp. Por lo tanto, el secuestro de MBLN1 por CUGexp
desencadena un empalme alternativo mal regulado de los exones de genes que MBLN1 normalmente controla (Lin,
X. et al. Hum. Mol. Genet. 15: 2087, 2006). La correccion del empalme alternativo en un animal que muestra dicha
desregulacion, como, por ejemplo, en un paciente con DM1 y el modelo de raton HSALR, es un indicador util de la
eficacia de un tratamiento, incluido el tratamiento con un oligonucleétido antisentido.
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Ciertos marcadores

[0262] La gravedad de DM1 en modelos de raton esta determinada, al menos en parte, por el nivel de acumulacion
de transcripcion CUG exp en el nucleo o focos nucleares. Un marcador fisiologico util para la severidad de DM1 es el
desarrollo de corridas de alta frecuencia de potenciales de accién involuntaria (miotonia).

Ciertas indicaciones

[0263] Se describen en el presente documento métodos para tratar a un individuo que comprende administrar una o
mas composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertos casos, el individuo tiene
distrofia mioténica tipo 1 (DM1).

[0264] En consecuencia, se describen en el presente documento métodos para mejorar un sintoma asociado con la
distrofia miotonica tipo 1 en un sujeto que lo necesita. También se describe un método para reducir la tasa de aparicion
de un sintoma asociado con la distrofia miotonica tipo 1. También se describe un método para reducir la gravedad de
un sintoma asociado con la distrofia mioténica tipo 1. En ciertas realizaciones, los sintomas asociados con DM1
incluyen rigidez muscular, miotonia, debilidad distal incapacitante, debilidad en los musculos de la cara y la mandibula,
dificultad para tragar, caida de los parpados (ptosis), debilidad de los musculos del cuello, debilidad en los musculos
de los brazos y las piernas, persistente dolor muscular, hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia
respiratoria, latidos cardiacos irregulares, dafio muscular cardiaco, apatia, resistencia a la insulina y cataratas. En los
nifos, los sintomas también pueden ser retrasos en el desarrollo, problemas de aprendizaje, problemas de lenguaje y
habla y problemas de desarrollo de la personalidad.

[0265] En ciertos casos, los métodos comprenden administrar a un individuo que lo necesite una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto dirigido a un acido nucleico DMPK.

[0266] En ciertas sustancias i6nicas, la administracion de un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico DMPK
da como resultado la reduccidon de la expresion de DMPK en al menos aproximadamente 15%, en al menos
aproximadamente 20%, en al menos aproximadamente 25%, en al menos aproximadamente 30%, en al menos
aproximadamente 35%, en al menos aproximadamente 40%, en al menos aproximadamente 45%, en al menos
aproximadamente 50%, en al menos aproximadamente 55%, en al menos aproximadamente 60%, en al menos
aproximadamente 65%, en al menos aproximadamente 70%, en al menos aproximadamente 75%, en al menos
aproximadamente 80%, en al menos aproximadamente 85%, en al menos aproximadamente 90%, en al menos
aproximadamente 95% o en al menos aproximadamente 99%, o un intervalo definido por cualquiera de estos dos
valores.

[0267] En ciertos casos, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido dirigido a DMPK
se usan para la preparacién de un medicamento para tratar a un paciente que sufre o es susceptible a la distrofia
miotonica tipo 1.

[0268] En ciertos casos, los métodos descritos en el presente documento incluyen administrar un compuesto que
comprende un oligonucleétido modificado que tiene una porcion de nucleobases contiguas como se describe en el
presente documento de una secuencia mencionada en las SEQ ID NO: 12-156, 160-770 y 774-792.

Administracién

[0269] En ciertos casos, los compuestos y composiciones como se describen en este documento se administran
parenteralmente.

[0270] En ciertos casos, la administracion parenteral es por infusion. La infusion puede ser cronica o continua o corta
o intermitente. En ciertos casos, los agentes farmacéuticos infundidos se entregan con una bomba. En ciertos casos,
la administraciéon parenteral es por inyeccion (p. €j., inyeccion en bolo). La inyeccion puede administrarse con una
jeringa.

[0271] La administracion parenteral incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion
intramuscular, administracion intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo,
administracion intratecal o intracerebroventricular. La administracién puede ser continua, crénica, corta o intermitente.

[0272] En ciertos casos, la administracion es administracién subcutanea, intravenosa, intracerebral,
intracerebroventricular, intratecal u otra que da como resultado un efecto sistémico del oligonucleétido (la
administracion sistémica se caracteriza por un efecto sistémico, es decir, un efecto en mas de un tejido) o
administracion al SNC o al LCR.

[0273] La duracion de la accion medida mediante la inhibicion de la actina alfa 1 y la reduccion de la miotonia en el

modelo de raton HSA LR de DM1 se prolonga en el tejido muscular, incluidos los cuadriceps, el gastrocnemio y el tibial
anterior (ver ejemplos, mas adelante). Las inyecciones subcutaneas de oligonucleétidos antisentido durante 4
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semanas dan como resultado la inhibicién de la actina alfa 1 en al menos un 70% en cuéadriceps, gastrocnemio y tibial
anterior en ratones HSA LR durante al menos 11 semanas (77 dias) después de la finalizacion de la dosificacion. Las
inyecciones subcutaneas de oligonucledtidos antisentido durante 4 semanas dan como resultado la eliminacion de
miotonia en cuadriceps, gastrocnemio vy tibial anterior en ratones HSA LR durante al menos 11 semanas (77 dias)
después de la finalizacién de la dosificacion.

[0274] En ciertos casos, el suministro de un compuesto de composicion, como se describe en el presente documento,
da como resultado al menos un 70% de regulacion negativa de un ARNm y/o proteina diana durante al menos 77 dias.
En ciertos casos, el suministro de un compuesto o composicién, como se describe aqui, da como resultado 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% regulaciéon descendente de un ARNm y/o proteina diana durante
al menos 30 dias, al menos 35 dias, al menos 40 dias, al menos 45 dias, al menos 50 dias, al menos 55 dias, al menos
60 dias, al menos 65 dias, al menos 70 dias, al menos 75 dias, al menos 76 dias, al menos 77 dias, al menos 78 dias,
al menos 79 dias, al menos 80 dias, al menos 85 dias, al menos 90 dias, al menos 95 dias, al menos 100 dias, al
menos 105 dias, al menos 110 dias, al menos 115 dias, al menos 120 dias, al menos 1 ano.

[0275] En ciertos casos, un oligonucledtido antisentido se administra mediante inyeccion o infusiéon una vez cada 77
dias. En ciertos casos, un oligonucleotido antisentido se administra por inyeccién o infusion una vez al mes, cada dos
meses, cada tres meses, cada 6 meses, dos veces al afo o una vez al ano.

Ciertas terapias de combinacién

[0276] En ciertos casos, un Cebador agente que comprende el oligonucleétido modificado de la divulgacion se
administra conjuntamente con uno o mas agentes secundarios. En ciertos casos, dichos segundos agentes estan
disefiados para tratar la misma distrofia mioténica de tipo 1 que el Cebador agente descrito aqui. En ciertos casos,
dichos segundos agentes estan disefiados para tratar una enfermedad, trastorno o afeccion diferente como el Cebador
agente descrito aqui. En ciertos casos, dichos segundos agentes estan disefiados para tratar un efecto secundario no
deseado de una o mas composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertos casos,
los segundos agentes se administran conjuntamente con el Cebador agente para tratar un efecto no deseado del
Cebador agente. En ciertos casos, los segundos agentes se administran conjuntamente con el Cebador agente para
producir un efecto combinacional. En ciertos casos, los segundos agentes se administran conjuntamente con el
Cebador agente para producir un efecto sinérgico.

[0277] En ciertos casos, se administran un Cebador agente y uno o mas segundos agentes al mismo tiempo. En
ciertos casos, el Cebador agente y uno o mas segundos agentes se administran en diferentes momentos. En ciertos
casos, el Cebador agente y uno o mas segundos agentes se preparan juntos en una sola formulacién farmacéutica.
En ciertos casos, el Cebador agente y uno o mas segundos agentes se preparan por separado.

EJEMPLOS
Divulgacién no limitante

[0278] Si bien ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento se han descrito con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven solo para ilustrar los compuestos
descritos en el presente documento y no pretenden limitarlos

Ejemplo 1: Inhibicion antisentido de la quinasa de proteina de la distrofia myotonica humana (DMPK) en
células del musculo esquelético humano (hRSKMC)

[0279] Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK humano se probaron para determinar su
efecto sobre el transcrito de ARN DMPK in vitro. Se transfectaron células hSKM cultivadas a una densidad de 20.000
células por pocillo usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 100 nM. Después de aproximadamente 24
horas, se aislé6 el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripcion de ARN DMPK mediante PCR
cuantitativa en tiempo real con el conjunto de Cebador de cebador humano RTS3164 (secuencia directa
AGCCTGAGCCGGGAGATG, designada aqui como SEQ ID NO: 9; secuencia inversa
GCGTAGTTGACTGGCGAAGTT, designada aqui como SEQ ID NO: 10; secuencia de Cebador
AGGCCATCCGCACGGACAACCX, designada aqui como SEQ ID NO: 11). Los niveles de transcripcion de ARN
DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan
como porcentaje de inhibicion de hDMPK, en relacion con las células de control no tratadas.

[0280] Los oligonucleodtidos antisentido en las Tablas 1 y 2 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento de separacion
comprende diez 2'-desoxinucledsidos y cada segmento de ala comprende cinco nucledsidos 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en cada
gapmer son 5-metilcitosinas. El 'sitio de inicio de destino' indica el nucledsido mas 5’ al que se dirige el oligonucleétido
antisentido. El 'sitio de detencion diana' indica el nucleésido mas 3’ al que se dirige el oligonucleétido antisentido.
Todos los oligonucledtidos antisentido enumerados en la Tabla 1 se refieren a la SEQ ID NO: 1 (GENBANK N° de
acceso NM_001081560,1). Todos los oligonucleétidos antisentido enumerados en la Tabla 2 se dirigen a la SEQ ID
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NO: 2 (el complemento del N° de acceso de GENBANK NT_011109,15 truncado de los nucleétidos 18540696 a
18555106).

[0281] Varios oligonucledtidos antisentido demostraron una inhibicion significativa de los niveles de ARNm de DMPK
humano en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 1: Inhibicion del transcrito de ARN de DMPK humano en hSKMC por 5-10-5 gapmers dirigidos a la SEQ ID

NO: 1
Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS no Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
93 112 299476 CTGGCTGCATGTCTGCCTGT 81 12
277 296 299479 CCAGGAGAAGGTCGAGCAGG 57 13
737 756 299493 TCTATGGCCATGACAATCTC 57 14
773 792 299494 ATGTCCCTGTGCACGTAGCC 77 15
1194 1213 299501 ATGTGTCCGGAAGTCGCCTG 50 16
1628 1647 299511 CTCAGGCTCTGCCGGGTGAG 70 17
1855 1874 299517 GGCACTGGCCCACAGCCACG 78 18
2379 2398 299526 CCTGGCCGAAAGAAAGAAAT 31 19
2367 2386 444380 AAAGAAATGGTCTGTGATCC 56 20
2370 2389 444381 AAGAAAGAAATGGTCTGTGA 77 21
2376 2395 444382 GGCCGAAAGAAAGAAATGGT 61 22
2385 2404 444383 CCTCAGCCTGGCCGAAAGAA 57 23
2388 2407 444384 GGGCCTCAGCCTGGCCGAAA 65 24
2391 2410 444385 TCAGGGCCTCAGCCTGGCCG 61 25
2411 2430 444386 CTGCAGTTTGCCCATCCACG 68 26
2414 2433 444387 GGCCTGCAGTTTGCCCATCC 77 27
2417 2436 444388 CCAGGCCTGCAGTTTGCCCA 54 28
2423 2442 444389 GCCTTCCCAGGCCTGCAGTT 77 29
2426 2445 444390 GCTGCCTTCCCAGGCCTGCA 83 30
2429 2448 444391 CTTGCTGCCTTCCCAGGCCT 69 31
2435 2454 444392 GCCCGGCTTGCTGCCTTCCC 82 32
2438 2457 444393 ACGGCCCGGCTTGCTGCCTT 78 33
2441 2460 444394 CGGACGGCCCGGCTTGCTGC 57 34
2444 2463 444395 ACACGGACGGCCCGGCTTGC 73 35
2450 2469 444396 GATGGAACACGGACGGCCCG 80 36
2453 2472 444397 GAGGATGGAACACGGACGGC 86 37
2456 2475 444398 GTGGAGGATGGAACACGGAC 84 38
2481 2500 444399 GCGAACCAACGATAGGTGGG 80 39
2484 2503 444400 TTTGCGAACCAACGATAGGT 86 40
2490 2509 444401 TTGCACTTTGCGAACCAACG 89 41
2493 2512 444402 GCTTTGCACTTTGCGAACCA 89 42
2496 2515 444403 AAAGCTTTGCACTTTGCGAA 83 43
2499 2518 444404 AAGAAAGCTTTGCACTTTGC 91 44
2502 2521 444405 CACAAGAAAGCTTTGCACTT 70 45
2508 2527 444406 GTCATGCACAAGAAAGCTTT 34 46
2527 2546 444407 ACGCTCCCCAGAGCAGGGCG 39 47
2543 2562 444408 GCAGAGATCGCGCCAGACGC 85 48
2546 2565 444409 CAGGCAGAGATCGCGCCAGA 65 49
2549 2568 444410 AAGCAGGCAGAGATCGCGCC 84 50
2555 2574 444411 CCGAGTAAGCAGGCAGAGAT 58 51
2558 2577 444412 TTCCCGAGTAAGCAGGCAGA 70 52
2564 2583 444413 GCAAATTTCCCGAGTAAGCA 62 53
2567 2586 444414 AAAGCAAATTTCCCGAGTAA 53 54
2573 2592 444415 TTGGCAAAAGCAAATTTCCC 64 55
2576 2595 444416 GGTTTGGCAAAAGCAAATTT 23 56
2579 2598 444417 GCGGGTTTGGCAAAAGCAAA 70 57
2582 2601 444418 AAAGCGGGTTTGGCAAAAGC 43 58
2588 2607 444419 CCCGAAAAAGCGGGTTTGGC 71 59
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(continuacion)

Sitio de

Sitio de

S . % de SEQID

inicio de paradg de ISIS no Secuencia inhibicion NO.

destino destino
2591 2610 444420 | ATCCCCGAAAAAGCGGGTTT 53 60
2595 2614 444421 | CGGGATCCCCGAAAAAGCGG 45 61
2598 2617 444422 | GCGCGGGATCCCCGAAAAAG 48 62
2623 2642 444423 | GAGAGCAGCGCAAGTGAGGA 77 63
2626 2645 444424 | TCCGAGAGCAGCGCAAGTGA 62 64
2629 2648 444425 | GGCTCCGAGAGCAGCGCAAG 79 65
2649 2668 444426 | AAGCGGGCGGAGCCGGCTGG 20 66
2652 2671 444427 | CCGAAGCGGGCGGAGCCGGC 0 67
2658 2677 444428 | AAACCGCCGAAGCGGGCGGA 0 68
2661 2680 444429 | TCCAAACCGCCGAAGCGGGC 45 69
2664 2683 444430 | ATATCCAAACCGCCGAAGCG 31 70
2667 2686 444431 TAAATATCCAAACCGCCGAA 42 71
2670 2689 444432 CAATAAATATCCAAACCGCC 53 72
2676 2695 444433 CGAGGTCAATAAATATCCAA 63 73
2679 2698 444434 GGACGAGGTCAATAAATATC 83 74
2682 2701 444435 | GGAGGACGAGGTCAATAAAT 82 75
2685 2704 444436 | GTCGGAGGACGAGGTCAATA 86 76
2688 2707 444437 | CGAGTCGGAGGACGAGGTCA 73 77
2694 2713 444438 | TGTCAGCGAGTCGGAGGACG 79 78
2697 2716 444439 | GCCTGTCAGCGAGTCGGAGG 83 79
2700 2719 444440 | GTAGCCTGTCAGCGAGTCGG 94 80
2703 2722 444441 CCTGTAGCCTGTCAGCGAGT 90 81
2706 2725 444442 | GGTCCTGTAGCCTGTCAGCG 90 82
2764 2783 444443 | AAATACCGAGGAATGTCGGG 82 83
2767 2786 444444 AATAAATACCGAGGAATGTC 66 84
2770 2789 444445 GACAATAAATACCGAGGAAT 67 85
2093 2112 445546 | CGGGGCCCCGGAGTCGAAGA 00 86
2097 2116 445547 | CCAACGGGGCCCCGGAGTCG 38 87
2099 2118 445548 | TTCCAACGGGGCCCCGGAGT 22 88
2102 2121 445549 | GTCTTCCAACGGGGCCCCGG 50 89
2104 2123 445550 | CAGTCTTCCAACGGGGCCCC 27 90
2106 2125 445551 CTCAGTCTTCCAACGGGGCC 57 91
2109 2128 445552 | GCACTCAGTCTTCCAACGGG 69 92
2115 2134 445553 [ CCCCGGGCACTCAGTCTTCC 76 93
2117 2136 445554 | TGCCCCGGGCACTCAGTCTT 59 94
2119 2138 445555 | CGTGCCCCGGGCACTCAGTC 61 95
2123 2142 445556 | GTGCCGTGCCCCGGGCACTC 26 96
2126 2145 445557 | TCTGTGCCGTGCCCCGGGCA 50 97
2129 2148 445558 | GCTTCTGTGCCGTGCCCCGG 57 98
2132 2151 445559 | GCGGCTTCTGTGCCGTGCCC 27 99
2134 2153 445560 | GCGCGGCTTCTGTGCCGTGC 0 100
2136 2155 445561 | GGGCGCGGCTTCTGTGCCGT 8 101
2142 2161 445562 | GGCGGTGGGCGCGGCTTCTG 62 102
2146 2165 445563 | GGCAGGCGGTGGGCGCGGCT 49 103
2148 2167 445564 | CTGGCAGGCGGTGGGCGCGG 51 104
2150 2169 445565 | AACTGGCAGGCGGTGGGCGC 38 105
2153 2172 445566 | GTGAACTGGCAGGCGGTGGG 64 106
2157 2176 445567 | GGTTGTGAACTGGCAGGCGG 66 107
2159 2178 445568 | GCGGTTGTGAACTGGCAGGC 85 108
2163 2182 445569 | CGGAGCGGTTGTGAACTGGC 92 109
2167 2186 445570 | CGCTCGGAGCGGTTGTGAAC 51 110
2171 2190 445571 | CCCACGCTCGGAGCGGTTGT 74 111
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(continuacion)

Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS no Secuencia inr?biccj:?én SEN% ID
destino destino )
2174 2193 445572 AGACCCACGCTCGGAGCGGT 80 112
2177 2196 445573 CGGAGACCCACGCTCGGAGC 83 113
2180 2199 445574 GGGCGGAGACCCACGCTCGG 62 114
2183 2202 445575 GCTGGGCGGAGACCCACGCT 11 115
2186 2205 445576 GGAGCTGGGCGGAGACCCAC 42 116
2188 2207 445577 CTGGAGCTGGGCGGAGACCC 17 117
2191 2210 445578 GGACTGGAGCTGGGCGGAGA 53 118
2193 2212 445579 CAGGACTGGAGCTGGGCGGA 46 119
2197 2216 445580 ATCACAGGACTGGAGCTGGG 66 120
2209 2228 445581 GGGCGGGCCCGGATCACAGG 85 121
2211 2230 445582 GGGGGCGGGCCCGGATCACA 96 122
179 198 445583 AGGCAGCACCATGGCCCCTC 88 123
235 254 445584 GGTCCAACACCAGCTGCTGG 84 124
418 437 445585 CGATCACCTTCAGAATCTCG 11 125
498 517 445586 CTTGTTCATGATCTTCATGG 00 126
565 584 445587 CCCCATTCACCAACACGTCC 83 127
583 602 445588 GCGTGATCCACCGCCGGTCC 59 128
639 658 445589 GTAATACTCCATGACCAGGT 86 129
664 683 445590 GCAGTGTCAGCAGGTCCCCG 83 130
744 763 445591 CACCGAGTCTATGGCCATGA 60 131
761 780 445592 ACGTAGCCAAGCCGGTGCAC 68 132
812 831 445593 ATGTGGCCACAGCGGTCCAG 56 133
1099 1118 445594 CTTCGTCCACCAGCGGCAGA 32 134
1104 1123 445595 GACCCCTTCGTCCACCAGCG 83 135
1178 1197 445596 CCTGCTCCACCCCGGCCCAG 82 136
1187 1206 445597 CGGAAGTCGCCTGCTCCACC 81 137
1229 1248 445598 CGGAGACCATCCCAGTCGAG 67 138
1402 1421 445599 TGAGGGCCATGCAGGAGTAG 26 139
1443 1462 445600 CTCCAGTTCCATGGGTGTGG 80 140
1477 1496 445601 GCGCTTGCACGTGTGGCTCA 94 141
1526 1545 445602 GCCACTTCAGCTGTTTCATC 54 142
1562 1581 445603 GCCTCAGCCTCTGCCGCAGG 71 143
1576 1595 445604 GCAGCGTCACCTCGGCCTCA 31 144
1630 1649 445605 GGCTCAGGCTCTGCCGGGTG 86 145
1700 1719 445606 TTCCGAGCCTCTGCCTCGCG 73 146
1708 1727 445607 GGTCCCGGTTCCGAGCCTCT 76 147
1742 1761 445608 ATCCGCTCCTGCAACTGCCG 93 148
1750 1769 445609 GCAACTCCATCCGCTCCTGC 60 149
1812 1831 445610 AGGTGGATCCGTGGCCCGGG 48 150
2133 2152 445611 CGCGGCTTCTGTGCCGTGCC 24 151
2428 2447 445612 TTGCTGCCTTCCCAGGCCTG 80 152

Tabla 2: Inhibicion de la transcripcion de ARN de DMPK humano en hSKMC por 5-10-5 gapmers dirigidos a la SEQ

ID NO: 2

- _ Sitio de o
o soamae | paradade | isiSno son | NG,
estino
812 831 299471 | TGCTCCCGACAAGCTCCAGA 95 153
876 895 299473 | AGAACCTGCCCATTGCTGAA 68 154
2381 2400 299535 | CACTGAGGGCCAGACATATG 68 155
3289 3308 299544 CTCTAGATTCAGATGCAGGT 88 156

[0282] Los oligonucledtidos antisentido de las Tablas 1 y 2 también se probaron en un ensayo con condiciones
similares a las descritas anteriormente, y los niveles de ARNm medidos con la Cebador de cebador humano RTS3162

(secuencia directa CGGGCCGTCCGTGTT, designada aqui como SEQ

ID NO:

32

157; secuencia

inversa
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CTTTGCACTTTGCGAACCAA, designada aqui como SEQ ID NO: 158; secuencia de Cebador
CATCCTCCACGCACCCCCACCX, designada aqui como SEQ ID NO: 159). Los resultados se presentan en la Tabla
3. La expresion de ARNm de DMPK también se evalué mediante RTS3162 que se dirige al gen DMPK cerca del
3'UTR. El uso de una segunda Cebador de cebador se empled para confirmar que la expresion del gen DMPK completo
se habia inhibido.

Tabla 3: Inhibicion del transcrito de ARN DMPK humano en hSKMC por 5-10-5 gapmers medidos usando el
conjunto de Cebador de cebador RTS3162

ISIS no % de inhibicion
299471 91
299473 65
299476 76
299479 53
299493 60
299494 66
299501 44
299511 39
299517 71
299526 39
299535 75
299544 84
444380 72
444381 82
444382 67
444383 63
444384 66
444385 66
444386 74
444387 85
444388 60
444389 81
444390 88
444391 79
444392 94
444393 88
444394 94
444395 96
444396 96
444397 95
444398 96
444399 95
444400 95
444401 95
444402 91
444403 84
444404 89
444405 71
444406 47
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(continuacion)

ISIS no % de inhibicion
444407 42
444408 80
444409 56
444410 79
444411 66
444412 67
444413 55
444414 45
444415 57
444416 18
444417 64
444418 51
444419 66
444420 00
444421 46
444422 33
444423 74
444424 73
444425 78
444426 00
444427 00
444428 00
444429 75
444430 28
444431 58
444432 52
444433 60
444434 87
444435 76
444436 83
444437 71
444438 76
444439 73
444440 91
444441 87
444442 93
444443 77
444444 64
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(continuacion)

ISIS no % de inhibicion
444445 67
445546 0
445547 59
445548 49
445549 77
445550 62
445551 74
445552 84
445553 70
445554 63
445555 75
445556 52
445557 78
445558 81
445559 58
445560 12
445561 42
445562 70
445563 76
445564 69
445565 60
445566 86
445567 84
445568 92
445569 93
445570 59
445571 84
445572 88
445573 84
445574 74
445575 26
445576 56
445577 38
445578 69
445579 70
445580 75
445581 85
445582 95
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(continuacion)

ISIS no % de inhibicion
445583 88
445584 87
445585 34
445586 0
445587 82
445588 66
445589 87
445590 82
445591 68
445592 64
445593 54
445594 52
445595 77
445596 84
445597 78
445598 73
445599 29
445600 68
445601 92
445602 53
445603 70
445604 32
445605 61
445606 84
445607 80
445608 91
445609 68
445610 63
445611 44
445612 91

Ejemplo 2: Disefio de oligonucleétidos antisentido dirigidos a repeticiones CUG

[0283] Se disefiaron oligonucledtidos antisentido dirigidos a transcripciones de ARNm que contienen multiples
repeticiones CUG. La quimica de estos oligonucledtidos, asi como su secuencia, se muestra en la Tabla 4. Los
simbolos designados para el tipo de azlicar se muestran después de la base en el subindice y son los siguientes: b =
2'-ON-[2-(dimetilamino)etil] acetamido ribosa; d = 2'-desoxirribosa; e = 2’-O-metoxietil ribosa; f = 2'-alfa-fluoro-2'-
desoxirribosa; g = 2’-O-2[2-(2-metoxietoxi)etoxi] etil ribosa; h = 3'-fluoro-HNA; k = (S)Et; 1 = LNA (acidos nucleicos
bloqueados); n = 2-O-(N-metilacetamida) ribosa; o = 2’-O-dimetilaminooxietii (DMAOE) ribosa; p = PNA; r =
propilribosa; y x = nucleo de aminoacidos. Los nombres de heterociclo se definen con simbolos estandar para adenina,
citosina, timina y guanina, 'mC' para 5-metilcitosina y 'K' para la cadena lateral de Lisina. Los enlazadores se muestran
después del tipo de azucar en el subindice y se designan con los siguientes simbolos: g = PNA-glicina llena; a =
aminoacido; y s = tioato éster.
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Ejemplo 3: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en células del masculo
esquelético humano

[0284] Varios de los oligonucledtidos antisentido que exhiben inhibicion in vitro de DMPK en hSKMC (ver Ejemplo 1)
se probaron a varias dosis. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron
usando electroporaciéon con concentraciones de 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de cada
oligonucledtido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los
niveles de transcripcion de ARNm de DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de Cebador
de cebador RTS3164, descrito anteriormente. Los niveles de transcripcion de ARNm de DMPK se normalizaron al
contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 5 como porcentaje de
inhibicion de DMPK, en relacién con las células de control no tratadas.

[0285] Los oligonucledtidos antisentido probados demostraron una inhibicion dependiente de la dosis de los niveles
de ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 5: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probados con el conjunto de
Cebador de cebador RTS3164

ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM Clso (UM)
299471 34 65 87 91 94 1,60
299473 2 33 60 89 92 4,31
299476 15 17 49 81 91 4,89
299535 00 12 34 62 59 9,95
299535 20 33 47 67 80 5,11
299544 32 63 81 85 87 1,82
444397 10 30 58 85 82 4,51
444398 33 57 74 85 87 2,07
444400 52 46 63 82 88 1,76
444401 51 71 84 89 91 0,71
444402 53 79 83 87 84 <1,25
444404 48 68 77 86 90 0,95
444408 26 47 70 87 87 2,80
444410 22 47 67 83 87 3,12
444436 28 67 76 89 92 1,94
444440 70 77 83 89 85 <1,25
444441 33 55 81 87 86 1,99
444442 54 73 84 89 88 <1,25
445568 65 83 85 84 76 <1,25
445569 60 77 87 93 91 <1,25
445581 16 44 78 86 94 3,13
445582 00 77 26 96 99 5,60
445583 39 53 73 89 94 2,00
445584 20 26 61 81 93 4,02
445589 42 61 81 91 87 1,36
445601 49 79 87 93 94 0,66
445608 26 59 71 85 97 2,41
445612 46 59 72 88 93 1,51

[0286] Los oligonucledtidos antisentido de la Tabla 5 también se probaron con el conjunto de Cebador de cebador
RTS3162, se describe en lo anterior. Los resultados se presentan en la Tabla 6. La expresion de ARNm de DMPK
también se evalué mediante RTS3162 que se dirige al gen DMPK cerca del 3'UTR. El uso de una segunda Cebador
de cebador se empled para confirmar que la expresion del gen DMPK completo se habia inhibido.
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ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM Clso (UM)
299471 40 72 86 91 93 1,17
299473 6 43 63 87 89 3,86
299476 3 21 48 74 86 5,58
299535 9 22 36 62 77 7,05
299535 6 19 49 68 70 6,70
299544 35 66 81 84 87 1,52
444397 88 90 95 97 96 <1,25
444398 91 97 97 97 98 <1,25
444400 72 87 93 96 96 <1,25
444401 86 92 97 98 97 <1,25
444402 83 91 94 95 95 <1,25
444404 49 69 81 90 93 0,92
444408 21 46 70 84 86 3,10
444410 35 55 77 89 91 2,02
444436 37 66 81 89 92 1,50
444440 66 79 89 92 89 <1,25
444441 40 62 85 89 89 1,40
444442 55 75 86 90 91 <1,25
445568 74 92 91 92 91 <1,25
445569 68 83 90 94 93 <1,25
445581 8 48 77 85 92 3,33
445582 15 22 44 97 99 4,29
445583 36 58 71 87 92 1,96
445584 25 43 66 86 94 3,05
445589 38 56 77 85 81 1,74
445601 55 76 84 93 93 <1,25
445608 22 56 72 86 94 2,66
445612 61 75 85 91 94 <1,25

40




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

Tabla 7: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probado con el conjunto de
Cebador de cebador RTS3164

ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM Clso (UM)
299471 34 65 87 91 94 1,59
299473 2 33 60 89 92 4,31
299476 15 17 49 81 91 4,89
299535 0 12 34 62 59 9,95
299535 20 33 47 67 80 5,11
299544 32 63 81 85 87 1,82
444397 10 30 58 85 82 4,51
444398 33 57 74 85 87 2,07
444400 52 46 63 82 88 1,76
444401 51 71 84 89 91 <1,25
444402 53 79 83 87 84 <1,25
444404 48 68 77 86 90 0,95
444408 26 47 70 87 87 2,80
444410 22 47 67 83 87 3,12
444436 28 67 76 89 92 1,94
444440 66 77 83 89 85 <1,25
444441 33 55 81 87 86 1,99
444442 54 73 84 89 88 <1,25
445568 65 83 85 84 76 <1,25
445569 60 77 87 93 91 <1,25
445581 16 44 78 86 94 3,13
445582 0 77 26 96 99 5,62
445583 39 53 73 89 94 1,97
445584 20 26 61 81 93 4,20
445589 42 61 81 91 87 1,36
445601 49 79 87 93 94 0,66
445608 26 59 71 85 97 2,41
445612 46 59 72 88 93 1,51

Ejemplo 5: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en células del masculo
esquelético humano

[0289] Se disefaron varios oligonucleotidos antisentido para atacar el ARNm DMPK humano y se analizaron en
hSKMC a diversas dosis. Varios otros oligonucledtidos antisentido se disefiaron para atacar el ARNm de actina
humana y también se analizaron en hSKMC a varias dosis. Los separadores de nuevo disefio son separadores 2-10-
2 MOE o 3-10-3 MOE. Los gapmers 2-10-2 MOE tienen 14 nucledsidos de longitud y donde el segmento gap
comprende diez 2'-desoxinucledsidos y cada segmento de ala comprende dos nucledsidos 2'-MOE. Los gapmers 3-
10-3 MOE tienen 16 nucleosidos de longitud y donde el segmento gap comprende diez 2'-desoxinucledsidos y cada
segmento de ala comprende tres nucledsidos 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos en cada gapmer son enlaces
de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en cada separador son 5-metilcitosinas. El 'sitio de inicio
objetivo' indica el nucledsido mas 5’ al que se dirige el oligonucledétido antisentido. El 'sitio de detencién diana indica
el nucledsido mas 3’ al que se dirige el oligonucledtido antisentido. Los oligonucleétidos antisentido enumerados en la
Tabla 8 se dirigen a la secuencia gendmica DMPK humana, designada aqui como SEQ ID NO: 2 (el complemento de
GENBANK Access No. NT_011109,15 truncado de los nucleotidos 18540696 a 18555106) o la secuencia de actina
humana, designada aqui como SEQ ID NO: 801 (GENBANK N° de acceso NM_001100,3).

[0290] Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando
electroporacion con concentraciones de 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de cada
oligonucledtido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los
niveles de transcripcion de ARNm de DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de Cebador
de cebador RTS3162, descrito anteriormente. Los niveles de transcripcion de ARNm de DMPK se normalizaron al
contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 8 como porcentaje de
inhibicion de DMPK, en relacién con las células de control no tratadas. Los oligonucleétidos antisentido también se
probaron en condiciones similares con RTS3164. Los resultados se presentan en la Tabla 9.

[0291] Muchos de los oligonucleétidos antisentido probados demostraron una inhibicion dependiente de la dosis de
los niveles de ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.
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Tabla 9: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probado con conjunto de
Cebador de cebador RTS3164

ISIS no 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM Clso (UM)
468777 20 66 72 87 96 2,41
468776 68 48 86 90 96 <1,25
468794 18 23 58 65 86 4,97
468787 36 50 51 88 92 2,69
468772 12 47 69 80 86 3,57
468773 33 48 82 91 96 2,21
468774 21 0 30 42 59 1,60
468790 50 57 77 91 91 1,26
468780 23 22 55 73 85 4,69
468775 29 52 55 79 84 3,03
468782 99 0 0 0 0 >20,00
468786 2 0 0 0 0 >20,00
468785 15 0 1 0 5 >20,00
468788 57 74 76 94 96 <1,25
468791 45 66 88 61 97 1,10
468789 26 65 82 90 97 2,02
468781 28 46 59 82 84 3,08
468779 26 31 66 90 97 3,29
468784 7 23 26 77 18 >20,00
468783 0 16 8 0 0 >20,00
468792 26 49 73 84 92 2,72
468795 30 53 83 86 85 2,14
468793 49 66 90 96 95 0,93
468768 23 3 556 99 0 >20,00
468767 0 0 14 0 0 >20,00
468769 31 0 0 16 25 >20,00
468771 44 0 0 0 0 >20,00
468770 33 0 0 0 32 >20,00
468796 62 72 84 96 95 <1,25
468778 44 58 86 96 98 1,44

Ejemplo 6: Estudios de respuesta a dosis con oligonucleétidos antisentido dirigidos a distrofia humana
miotonicaquinasa de proteina (DMPK) en células de fibroblastos DM1

[0292] La forma mutante del ARNm de DMPK, que alberga las repeticiones CUG grandes, se transcriben
completamente y se poliadenilan, pero permanecen atrapadas en el nucleo (Davis et al, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 94, 7388-7393). Estos ARNm mutantes con retencion nuclear son una de las caracteristicas patoldégicas mas
importantes de la distrofia miotonica 1 (DM1). Se estudio la inhibiciéon antisentido del ARNm de DMPK mutante en
células de fibroblastos DM1.

[0293] El gen DMPK normalmente tiene 5-37 repeticiones CTG en la regién no traducida 3'. En la distrofia mioténica
tipo |, este nimero se expande significativamente y puede estar en el rango de 50 a mas de 3.500 (Harper, Distrofia
miotdnica (Saunders, Londres, ed. 3, 2001); Annu Rev. Neurosci. 29: 259, 2006; EMBO J. 19: 4439, 2000; Curr Opin
Neurol. 20: 572, 2007). Las células de fibroblastos DM1 se sembraron en placas a una densidad de 4.500 células por
pocillo y se transfectaron usando reactivo de citofectina con concentraciones de 9,4 nM, 18,8 nM, 37,5 nM, 75,0 nM,
150,0 nM y 300,0 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de
las células y se midieron los niveles de transcripcion de ARN DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando
el conjunto de Cebador de cebador RTS3164, descrito anteriormente. Los niveles de transcripcion de ARN DMPK se
normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 10 como
porcentaje de inhibicion de DMPK, en relacion con las células de control no tratadas.

[0294] También se realizé6 un ensayo con condiciones similares con el conjunto de Cebador de cebador RTS3162,
descrito anteriormente, que se dirige al extremo 3’ de la transcripcion DMPK. Los resultados se presentan en la Tabla
""Como porcentaje de inhibicion de DMPK, en relacion con las células de control no tratadas.

[0295] Los oligonucledtidos antisentido probados demostré una inhibicion dependiente de la dosis de los niveles de
ARNmM DMPK bajo las condiciones especificadas anteriormente.
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Tabla 10: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de ARNm de DMPK en células de fibroblastos DM1 con

RTS3164
ISIS No. 94nM | 188nM | 375nM [ 750nM | 150,0 nM | 300,0 nM | Clso (nM)
299471 10 25 31 47 61 73 86,3
444401 8 27 X 60 67 74 64,3
444404 10 21 31 43 55 73 100,0
444436 77 17 36 64 68 70 72,3
445569 19 31 X 59 46 77 72,2

Tabla 11: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de ARNm de DMPK en células de fibroblastos DM1 con

RTS3162
ISIS No 94nM | 188nM | 37,5nM [ 75,0nM | 150,0 nM | 300,0 nM | Clso (nM)
299471 7 25 29 46 48 69 115,3
444401 20 34 52 72 83 89 35,8
444404 556 20 28 42 54 77 98,8
444436 12 15 27 61 68 75 74,3
445569 55 25 33 53 50 76 89,6

Ejemplo 7: Inhibicion antisentido de DMPK humana en células del musculo esquelético humano (hSKMc)

[0296] Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK humano se probaron para determinar su
efecto sobre el transcrito de ARN DMPK in vitro. Las hSKMc cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo
se transfectaron usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 10.000 nM. Después de aproximadamente 24
horas, se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripcion de DMPK mediante PCR cuantitativa
en tiempo real. Los niveles de transcripcion de ARN DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN,
medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de DMPK, en relacion con las
células de control no tratadas.

[0297] Los oligonucledtidos antisentido en las Tablas 12 y 13 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento hueco
comprende diez 2'-desoxinucledsidos y cada segmento de ala comprende cinco nucledsidos de 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de cytsoine a lo largo de
cada gapmer son 5-metilcitosinas. El "sitio de inicio de destino" indica el nucledsido mas 5 al que se dirige el
oligonucledtido antisentido en la secuencia del gen gendémico humano. El "sitio de detencién objetivo" indica el
nucleésido mas 3’ al que se dirige el oligonucledtido antisentido en la secuencia gendmica humana. Todos los
oligonucledtidos antisentido enumerados en la Tabla 12 se refieren a la SEQ ID NO: 1 (GENBANK N° de acceso
NM_001081560,1). Todos los oligonucleétidos antisentido enumerados en la Tabla 13 se dirigen a la SEQ ID NO: 2
(el complemento del GENBANK N° de acceso NT_011109,15 truncado de los nucleotidos 18540696 a 18555106).

[0298] Varios de los oligonucledtidos antisentido demostraron una inhibicién significativa de los niveles de ARNm de
DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.
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Tabla 12: Inhibicion del transcrito de ARN DMPK humano en hSKMc por 5-10-5 gapmers dirigidos

a SEQID NO: 1

Sitio de Sitio de

inicio de parada de | ISIS no Secuencia inr?biccj:?én SEN% ID

destino destino )
124 143 502369 GCCTGGCAGCCCCTGTCCAG 16 160
125 144 502370 GGCCTGGCAGCCCCTGTCCA 58 161
126 145 502371 GGGCCTGGCAGCCCCTGTCC 62 162
169 188 502372 | ATGGCCCCTCCCCGGGCCGG 41 163
170 189 502373 | CATGGCCCCTCCCCGGGCCG 29 164
171 190 502374 | CCATGGCCCCTCCCCGGGCC 34 165
172 191 502375 | ACCATGGCCCCTCCCCGGGC 60 166
173 192 502376 CACCATGGCCCCTCCCCGGG 68 167
174 193 502377 GCACCATGGCCCCTCCCCGG 75 168
175 194 502378 AGCACCATGGCCCCTCCCCG 65 169
176 195 502379 CAGCACCATGGCCCCTCCCC 63 170
177 196 502380 GCAGCACCATGGCCCCTCCC 73 171
178 197 502381 GGCAGCACCATGGCCCCTCC 80 172
180 199 502382 CAGGCAGCACCATGGCCCCT 82 173
181 200 502383 | ACAGGCAGCACCATGGCCCC 72 174
183 202 502384 | GGACAGGCAGCACCATGGCC 70 175
184 203 502385 | TGGACAGGCAGCACCATGGC 71 176
185 204 502386 TTGGACAGGCAGCACCATGG 73 177
186 205 502387 GTTGGACAGGCAGCACCATG 73 178
187 206 502388 TGTTGGACAGGCAGCACCAT 60 179
188 207 502389 ATGTTGGACAGGCAGCACCA 75 180
189 208 502390 CATGTTGGACAGGCAGCACC 81 181
190 209 502391 ACATGTTGGACAGGCAGCAC 67 182
191 210 502392 GACATGTTGGACAGGCAGCA 71 183
192 211 502393 TGACATGTTGGACAGGCAGC 81 184
193 212 502394 CTGACATGTTGGACAGGCAG 76 185
194 213 502395 GCTGACATGTTGGACAGGCA 70 186
195 214 502396 GGCTGACATGTTGGACAGGC 77 187
196 215 502397 CGGCTGACATGTTGGACAGG 74 188
197 216 502398 TCGGCTGACATGTTGGACAG 63 189
198 217 502399 CTCGGCTGACATGTTGGACA 80 190
199 218 502400 CCTCGGCTGACATGTTGGAC 71 191
200 219 502401 ACCTCGGCTGACATGTTGGA 64 192
201 220 502402 CACCTCGGCTGACATGTTGG 71 193
202 221 502403 GCACCTCGGCTGACATGTTG 77 194
203 222 502404 CGCACCTCGGCTGACATGTT 80 195
204 223 502405 CCGCACCTCGGCTGACATGT 80 196
205 224 502406 GCCGCACCTCGGCTGACATG 79 197

45




ES 2756 326 T3

(continuacion)

Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS N° Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
206 225 502407 AGCCGCACCTCGGCTGACAT 74 198
207 226 502408 CAGCCGCACCTCGGCTGACA 66 199
208 227 502409 TCAGCCGCACCTCGGCTGAC 15 200
209 228 502410 CTCAGCCGCACCTCGGCTGA 32 201
210 229 502411 CCTCAGCCGCACCTCGGCTG 65 202
211 230 502412 GCCTCAGCCGCACCTCGGCT 81 203
232 251 502413 CCAACACCAGCTGCTGGAGC 90 204 204
233 252 502414 TCCAACACCAGCTGCTGGAG 78 205
234 253 502415 GTCCAACACCAGCTGCTGGA 84 206
236 255 502416 GGGTCCAACACCAGCTGCTG 69 207
257 276 502417 GGCTCCAGCCCCAGGAAGCC 46 208
258 277 502418 GGGCTCCAGCCCCAGGAAGC 28 209
276 295 502419 CAGGAGAAGGTCGAGCAGGG 41 210
278 297 502420 CCCAGGAGAAGGTCGAGCAG 71 211
279 298 502421 GCCCAGGAGAAGGTCGAGCA 85 212
280 299 451363 CGCCCAGGAGAAGGTCGAGC 84 213
281 300 502422 ACGCCCAGGAGAAGGTCGAG 67 214
317 336 502423 TCCTGGGCCAGTTCGGAGGC 58 215
318 337 502424 GTCCTGGGCCAGTTCGGAGG 71 216
319 338 502425 TGTCCTGGGCCAGTTCGGAG 69 217
320 339 502426 TTGTCCTGGGCCAGTTCGGA 71 218
321 340 502427 CTTGTCCTGGGCCAGTTCGG 66 219
322 341 502428 ACTTGTCCTGGGCCAGTTCG 59 220
323 342 502429 TACTTGTCCTGGGCCAGTTC 75 221
324 343 502430 GTACTTGTCCTGGGCCAGTT 78 222
325 344 502431 CGTACTTGTCCTGGGCCAGT 74 223
343 362 502432 ACTGCAAGAAGTCGGCCACG 73 224
345 364 502433 CCACTGCAAGAAGTCGGCCA 65 225
346 365 451364 CCCACTGCAAGAAGTCGGCC 32 226
347 366 502434 GCCCACTGCAAGAAGTCGGC 70 227
348 367 502435 CGCCCACTGCAAGAAGTCGG 61 228
349 368 502436 CCGCCCACTGCAAGAAGTCG 54 229
350 369 502437 TCCGCCCACTGCAAGAAGTC 40 230
351 370 502438 CTCCGCCCACTGCAAGAAGT 33 231
352 371 502439 GCTCCGCCCACTGCAAGAAG 23 232
353 372 502440 GGCTCCGCCCACTGCAAGAA 23 233
354 373 502441 GGGCTCCGCCCACTGCAAGA 17 234
355 374 502442 TGGGCTCCGCCCACTGCAAG 22 235
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(continuacion)

Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS N° Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
356 375 502443 ATGGGCTCCGCCCACTGCAA 14 236
357 376 502444 GATGGGCTCCGCCCACTGCA 43 237
358 377 502445 CGATGGGCTCCGCCCACTGC 37 238
359 378 502446 ACGATGGGCTCCGCCCACTG 0 239
360 379 502447 CACGATGGGCTCCGCCCACT 59 240
361 380 502448 CCACGATGGGCTCCGCCCAC 69 241
362 381 502449 ACCACGATGGGCTCCGCCCA 63 242
363 382 502450 CACCACGATGGGCTCCGCCC 73 243
364 383 502451 TCACCACGATGGGCTCCGCC 77 244
365 384 502452 CTCACCACGATGGGCTCCGC 66 245
366 385 502453 CCTCACCACGATGGGCTCCG 81 246
367 386 502454 GCCTCACCACGATGGGCTCC 77 247
368 387 502455 AGCCTCACCACGATGGGCTC 63 248
369 388 502456 AAGCCTCACCACGATGGGCT 70 249
370 389 502457 TAAGCCTCACCACGATGGGC 78 250
371 390 502458 TTAAGCCTCACCACGATGGG 76 251
372 391 502459 CTTAAGCCTCACCACGATGG 78 252
373 392 502460 CCTTAAGCCTCACCACGATG 68 253
374 393 502461 TCCTTAAGCCTCACCACGAT 67 254
375 394 502462 CTCCTTAAGCCTCACCACGA 84 255
376 395 502463 CCTCCTTAAGCCTCACCACG 76 256
377 396 502464 ACCTCCTTAAGCCTCACCAC 64 257
378 397 502465 GACCTCCTTAAGCCTCACCA 72 258
379 398 502466 GGACCTCCTTAAGCCTCACC 69 259
380 399 502467 CGGACCTCCTTAAGCCTCAC 81 260
381 400 502468 TCGGACCTCCTTAAGCCTCA 78 261
382 401 502469 GTCGGACCTCCTTAAGCCTC 57 262
384 403 502470 CAGTCGGACCTCCTTAAGCC 62 263
385 404 502471 GCAGTCGGACCTCCTTAAGC 45 264
386 405 502472 TGCAGTCGGACCTCCTTAAG 60 265
412 431 502473 CCTTCAGAATCTCGAAGTCG 67 266
413 432 502474 ACCTTCAGAATCTCGAAGTC 50 267
415 434 502475 TCACCTTCAGAATCTCGAAG 54 268
416 435 502476 ATCACCTTCAGAATCTCGAA 38 269
417 436 502477 GATCACCTTCAGAATCTCGA 35 270
419 438 502478 CCGATCACCTTCAGAATCTC 52 271
420 439 502479 TCCGATCACCTTCAGAATCT 50 272
421 440 502480 GTCCGATCACCTTCAGAATC 44 273
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Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS N° Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
422 441 502481 CGTCCGATCACCTTCAGAAT 41 274
467 486 502482 CCCGTCTGCTTCATCTTCAC 67 275
468 487 502483 GCCCGTCTGCTTCATCTTCA 76 276
469 488 502484 GGCCCGTCTGCTTCATCTTC 57 277
470 489 502485 TGGCCCGTCTGCTTCATCTT 64 278
471 490 502486 CTGGCCCGTCTGCTTCATCT 64 279
472 491 502487 CCTGGCCCGTCTGCTTCATC 73 280
473 492 502488 ACCTGGCCCGTCTGCTTCAT 64 281
474 493 502489 CACCTGGCCCGTCTGCTTCA 80 282
475 494 502490 ACACCTGGCCCGTCTGCTTC 71 283
476 495 502491 TACACCTGGCCCGTCTGCTT 74 284
497 516 502492 TTGTTCATGATCTTCATGGC 56 285
499 518 502493 ACTTGTTCATGATCTTCATG 23 286
500 519 502494 CACTTGTTCATGATCTTCAT 43 287
501 520 502495 CCACTTGTTCATGATCTTCA 43 288
502 521 502496 CCCACTTGTTCATGATCTTC 47 289
503 522 502497 TCCCACTTGTTCATGATCTT 34 290
504 523 502498 GTCCCACTTGTTCATGATCT 34 291
505 524 502499 TGTCCCACTTGTTCATGATC 27 292
506 525 502500 ATGTCCCACTTGTTCATGAT 23 293
507 526 502501 CATGTCCCACTTGTTCATGA 51 294
508 527 502502 GCATGTCCCACTTGTTCATG 20 295
509 528 502503 AGCATGTCCCACTTGTTCAT 52 296
510 529 502504 CAGCATGTCCCACTTGTTCA 72 297
511 530 502505 TCAGCATGTCCCACTTGTTC 70 298
512 531 502506 TTCAGCATGTCCCACTTGTT 53 299
513 532 502507 CTTCAGCATGTCCCACTTGT 52 300
514 533 502508 TCTTCAGCATGTCCCACTTG 45 301
516 535 502509 CCTCTTCAGCATGTCCCACT 68 302
517 536 502510 CCCTCTTCAGCATGTCCCAC 68 303
518 537 502511 CCCCTCTTCAGCATGTCCCA 79 304
519 538 502512 GCCCCTCTTCAGCATGTCCC 85 305
520 539 502513 CGCCCCTCTTCAGCATGTCC 84 306
521 540 502514 TCGCCCCTCTTCAGCATGTC 80 307
522 541 502515 CTCGCCCCTCTTCAGCATGT 82 308
523 542 502516 CCTCGCCCCTCTTCAGCATG 78 309
524 543 502517 ACCTCGCCCCTCTTCAGCAT 73 310
525 544 502518 CACCTCGCCCCTCTTCAGCA 76 311
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(continuacion)

Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS N° Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
526 545 502519 ACACCTCGCCCCTCTTCAGC 79 312
527 546 502520 GACACCTCGCCCCTCTTCAG 73 313
821 840 502521 GCCAGGCGGATGTGGCCACA 57 314
868 887 502522 ACCGCACCGTTCCATCTGCC 62 315
869 888 502523 GACCGCACCGTTCCATCTGC 29 316
923 942 502524 ACAGCCTGCAGGATCTCGGG 86 317
924 943 502525 CACAGCCTGCAGGATCTCGG 81 318
925 944 502526 CCACAGCCTGCAGGATCTCG 83 319
926 945 502527 CCCACAGCCTGCAGGATCTC 84 320
927 946 502528 GCCCACAGCCTGCAGGATCT 91 91 321
928 947 502529 CGCCCACAGCCTGCAGGATC 90 322
929 948 502530 CCGCCCACAGCCTGCAGGAT 82 323
930 949 502531 ACCGCCCACAGCCTGCAGGA 83 324
931 950 502532 CACCGCCCACAGCCTGCAGG 85 325
932 951 502533 CCACCGCCCACAGCCTGCAG 84 326
933 952 502534 CCCACCGCCCACAGCCTGCA 80 327
934 953 502535 GCCCACCGCCCACAGCCTGC 90 328
935 954 502536 GGCCCACCGCCCACAGCCTG 94 329
936 955 502537 AGGCCCACCGCCCACAGCCT 88 330
937 956 502538 CAGGCCCACCGCCCACAGCC 91 91 331
938 957 502539 CCAGGCCCACCGCCCACAGC 73 332
939 958 502540 CCCAGGCCCACCGCCCACAG 86 333
940 959 502541 TCCCAGGCCCACCGCCCACA 88 334
941 960 502542 GTCCCAGGCCCACCGCCCAC 84 335
942 961 502543 TGTCCCAGGCCCACCGCCCA 85 336
943 962 502544 CTGTCCCAGGCCCACCGCCC 65 337
944 963 502545 CCTGTCCCAGGCCCACCGCC 81 338
945 964 502546 GCCTGTCCCAGGCCCACCGC 90 339
946 965 502547 TGCCTGTCCCAGGCCCACCG 85 340
947 966 502548 CTGCCTGTCCCAGGCCCACC 89 341
948 967 502549 GCTGCCTGTCCCAGGCCCAC 91 91 342
949 968 502550 AGCTGCCTGTCCCAGGCCCA 94 343
950 969 502551 TAGCTGCCTGTCCCAGGCCC 92 344
951 970 502552 GTAGCTGCCTGTCCCAGGCC 88 345
952 971 502553 CGTAGCTGCCTGTCCCAGGC 85 346
953 972 502554 CCGTAGCTGCCTGTCCCAGG 83 347
954 973 502555 CCCGTAGCTGCCTGTCCCAG 64 348
955 974 502556 GCCCGTAGCTGCCTGTCCCA 83 349
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956 975 502557 GGCCCGTAGCTGCCTGTCCC 89 350
1004 1023 502558 TAGAACATTTCATAGGCGAA 68 351
1042 1061 502559 TCTCCGCCGTGGAATCCGCG 75 352
1043 1062 502560 GTCTCCGCCGTGGAATCCGC 79 353
1044 1063 502561 GGTCTCCGCCGTGGAATCCG 66 354
1045 1064 502562 AGGTCTCCGCCGTGGAATCC 50 355
1046 1065 502563 TAGGTCTCCGCCGTGGAATC 71 356
1067 1086 502564 TTGTAGTGGACGATCTTGCC 68 357
1068 1087 502565 CTTGTAGTGGACGATCTTGC 70 358
1069 1088 502566 CCTTGTAGTGGACGATCTTG 61 359
1070 1089 502567 TCCTTGTAGTGGACGATCTT 72 360
1071 1090 502568 CTCCTTGTAGTGGACGATCT 75 361
1072 1091 502569 GCTCCTTGTAGTGGACGATC 75 362
1073 1092 502570 TGCTCCTTGTAGTGGACGAT 83 363
1074 1093 502571 GTGCTCCTTGTAGTGGACGA 72 364
1075 1094 502572 GGTGCTCCTTGTAGTGGACG 66 365
1076 1095 502573 AGGTGCTCCTTGTAGTGGAC 51 366
1077 1096 502574 GAGGTGCTCCTTGTAGTGGA 46 367
1078 1097 502575 AGAGGTGCTCCTTGTAGTGG 70 368
1079 1098 502576 GAGAGGTGCTCCTTGTAGTG 47 369
1080 1099 502577 AGAGAGGTGCTCCTTGTAGT 65 370
1081 1100 502578 GAGAGAGGTGCTCCTTGTAG 45 371
1082 1101 502579 AGAGAGAGGTGCTCCTTGTA 63 372
1083 1102 502580 CAGAGAGAGGTGCTCCTTGT 77 373
1085 1104 502581 GGCAGAGAGAGGTGCTCCTT 70 374
1086 1105 502582 CGGCAGAGAGAGGTGCTCCT 80 375
1087 1106 502583 GCGGCAGAGAGAGGTGCTCC 62 376
1088 1107 502584 AGCGGCAGAGAGAGGTGCTC 44 377
1089 1108 502585 CAGCGGCAGAGAGAGGTGCT 78 378
1090 1109 502586 CCAGCGGCAGAGAGAGGTGC 71 379
1165 1184 502587 GGCCCAGCCGTGTCTCCGGG 77 380
1166 1185 502588 CGGCCCAGCCGTGTCTCCGG 69 381
1167 1186 502589 CCGGCCCAGCCGTGTCTCCG 70 382
1168 1187 502590 CCCGGCCCAGCCGTGTCTCC 75 383
1169 1188 502591 CCCCGGCCCAGCCGTGTCTC 77 384
1170 1189 502592 ACCCCGGCCCAGCCGTGTCT 73 385
1171 1190 502593 CACCCCGGCCCAGCCGTGTC 84 386
1172 1191 502594 CCACCCCGGCCCAGCCGTGT 78 387
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1173 1192 502595 TCCACCCCGGCCCAGCCGTG 71 388
1174 1193 502596 CTCCACCCCGGCCCAGCCGT 81 389
1175 1194 502597 GCTCCACCCCGGCCCAGCCG 86 390
1176 1195 502598 TGCTCCACCCCGGCCCAGCC 83 391
1177 1196 502599 CTGCTCCACCCCGGCCCAGC 88 392
1199 1218 502600 AAGGGATGTGTCCGGAAGTC 60 393
1200 1219 502601 GAAGGGATGTGTCCGGAAGT 58 394
1201 1220 502602 AGAAGGGATGTGTCCGGAAG 63 395
1202 1221 502603 AAGAAGGGATGTGTCCGGAA 62 396
1203 1222 502604 GAAGAAGGGATGTGTCCGGA 61 397
1204 1223 502605 AGAAGAAGGGATGTGTCCGG 62 398
1205 1224 502606 AAGAAGAAGGGATGTGTCCG 56 399
1206 1225 502607 AAAGAAGAAGGGATGTGTCC 58 400
1207 1226 502608 CAAAGAAGAAGGGATGTGTC 50 401
1208 1227 502609 CCAAAGAAGAAGGGATGTGT 61 402
1210 1229 502610 GGCCAAAGAAGAAGGGATGT 73 403
1211 1230 502611 AGGCCAAAGAAGAAGGGATG 56 404
1212 1231 502612 GAGGCCAAAGAAGAAGGGAT 73 405
1213 1232 502613 CGAGGCCAAAGAAGAAGGGA 75 406
1214 1233 502614 TCGAGGCCAAAGAAGAAGGG 75 407
1215 1234 502615 GTCGAGGCCAAAGAAGAAGG 83 408
1216 1235 502616 AGTCGAGGCCAAAGAAGAAG 58 409
1217 1236 502617 CAGTCGAGGCCAAAGAAGAA 52 410
1218 1237 502618 CCAGTCGAGGCCAAAGAAGA 68 411
1219 1238 502619 CCCAGTCGAGGCCAAAGAAG 78 412
1220 1239 502620 TCCCAGTCGAGGCCAAAGAA 66 413
1221 1240 502621 ATCCCAGTCGAGGCCAAAGA 75 414
1222 1241 502622 CATCCCAGTCGAGGCCAAAG 70 415
1223 1242 502623 CCATCCCAGTCGAGGCCAAA 81 416
1224 1243 502624 ACCATCCCAGTCGAGGCCAA 82 417
1225 1244 502625 GACCATCCCAGTCGAGGCCA 88 418
1226 1245 502626 AGACCATCCCAGTCGAGGCC 79 419
1227 1246 502627 GAGACCATCCCAGTCGAGGC 82 420
1228 1247 502628 GGAGACCATCCCAGTCGAGG 60 421
1263 1282 502629 TTCGAAATCCGGTGTAAAGG 84 422
1264 1283 502630 CTTCGAAATCCGGTGTAAAG 57 423
1265 1284 502631 CCTTCGAAATCCGGTGTAAA 64 424
1266 1285 502632 ACCTTCGAAATCCGGTGTAA 73 425

51




ES 2756 326 T3

(continuacion)

Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS N° Secuencia . % de SEQID
. . inhibicion NO.
destino destino
1267 1286 502633 CACCTTCGAAATCCGGTGTA 77 426
1268 1287 502634 GCACCTTCGAAATCCGGTGT 59 427
1269 1288 502635 GGCACCTTCGAAATCCGGTG 85 428
1270 1289 502636 TGGCACCTTCGAAATCCGGT 86 429
1271 1290 502637 GTGGCACCTTCGAAATCCGG 74 430
1272 1291 502638 GGTGGCACCTTCGAAATCCG 79 431
1273 1292 502639 CGGTGGCACCTTCGAAATCC 85 432
1274 1293 502640 TCGGTGGCACCTTCGAAATC 71 433
1275 1294 502641 GTCGGTGGCACCTTCGAAAT 88 434
1276 1295 502642 TGTCGGTGGCACCTTCGAAA 89 435
1277 1296 502643 GTGTCGGTGGCACCTTCGAA 88 436
1278 1297 502644 TGTGTCGGTGGCACCTTCGA 87 437
1279 1298 502645 ATGTGTCGGTGGCACCTTCG 88 438
1280 1299 502646 CATGTGTCGGTGGCACCTTC 88 439
1281 1300 502647 GCATGTGTCGGTGGCACCTT 91 440
1282 1301 502648 TGCATGTGTCGGTGGCACCT 87 441
1283 1302 502649 TTGCATGTGTCGGTGGCACC 86 442
1284 1303 502650 GTTGCATGTGTCGGTGGCAC 83 443
1285 1304 502651 AGTTGCATGTGTCGGTGGCA 81 444
1286 1305 502652 AAGTTGCATGTGTCGGTGGC 79 445
1287 1306 502653 GAAGTTGCATGTGTCGGTGG 58 446
1288 1307 502654 CGAAGTTGCATGTGTCGGTG 85 447
1290 1309 502655 GTCGAAGTTGCATGTGTCGG 77 448
1291 1310 502656 AGTCGAAGTTGCATGTGTCG 79 449
1292 1311 502657 AAGTCGAAGTTGCATGTGTC 74 450
1293 1312 502658 CAAGTCGAAGTTGCATGTGT 82 451
1294 1313 502659 CCAAGTCGAAGTTGCATGTG 82 452
1295 1314 502660 ACCAAGTCGAAGTTGCATGT 70 453
1296 1315 502661 CACCAAGTCGAAGTTGCATG 76 454
1297 1316 502662 CCACCAAGTCGAAGTTGCAT 79 455
1298 1317 502663 TCCACCAAGTCGAAGTTGCA 68 456
1299 1318 502664 CTCCACCAAGTCGAAGTTGC 71 457
1300 1319 502665 CCTCCACCAAGTCGAAGTTG 67 458
1301 1320 502666 TCCTCCACCAAGTCGAAGTT 70 459
1302 1321 502667 GTCCTCCACCAAGTCGAAGT 80 460
1303 1322 502668 CGTCCTCCACCAAGTCGAAG 76 461
1304 1323 502669 CCGTCCTCCACCAAGTCGAA 78 462
1305 1324 502670 CCCGTCCTCCACCAAGTCGA 83 463
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1306 1325 502671 GCCCGTCCTCCACCAAGTCG 76 464
1307 1326 502672 AGCCCGTCCTCCACCAAGTC 72 465
1308 1327 502673 GAGCCCGTCCTCCACCAAGT 71 466
1309 1328 502674 TGAGCCCGTCCTCCACCAAG 60 467
1702 1721 502675 GGTTCCGAGCCTCTGCCTCG 44 468
1703 1722 502676 CGGTTCCGAGCCTCTGCCTC 74 469
1704 1723 502677 CCGGTTCCGAGCCTCTGCCT 72 470
1705 1724 502678 CCCGGTTCCGAGCCTCTGCC 73 471
1706 1725 502679 TCCCGGTTCCGAGCCTCTGC 84 472
1707 1726 502680 GTCCCGGTTCCGAGCCTCTG 66 473
1709 1728 502681 AGGTCCCGGTTCCGAGCCTC 82 474
1710 1729 502682 TAGGTCCCGGTTCCGAGCCT 83 475
1711 1730 502683 CTAGGTCCCGGTTCCGAGCC 81 476
1712 1731 502684 TCTAGGTCCCGGTTCCGAGC 74 477
1713 1732 502685 CTCTAGGTCCCGGTTCCGAG 78 478
1714 1733 502686 CCTCTAGGTCCCGGTTCCGA 75 479
1715 1734 502687 GCCTCTAGGTCCCGGTTCCG 80 480
1743 1762 502688 CATCCGCTCCTGCAACTGCC 89 481
1744 1763 502689 CCATCCGCTCCTGCAACTGC 81 482
1745 1764 502690 TCCATCCGCTCCTGCAACTG 71 483
1746 1765 502691 CTCCATCCGCTCCTGCAACT 75 484
1747 1766 502692 ACTCCATCCGCTCCTGCAAC 64 485
1748 1767 502693 AACTCCATCCGCTCCTGCAA 52 486
1749 1768 502694 CAACTCCATCCGCTCCTGCA 45 487
1751 1770 502695 AGCAACTCCATCCGCTCCTG 78 488
1752 1771 502696 CAGCAACTCCATCCGCTCCT 64 489
1753 1772 502697 GCAGCAACTCCATCCGCTCC 56 490
1774 1793 502698 CAGCTGTGGCTCCCTCTGCC 60 491
1775 1794 502699 ACAGCTGTGGCTCCCTCTGC 45 492
1776 1795 502700 GACAGCTGTGGCTCCCTCTG 49 493
1777 1796 502701 TGACAGCTGTGGCTCCCTCT 26 494
1778 1797 502702 GTGACAGCTGTGGCTCCCTC 32 495
1779 1798 502703 CGTGACAGCTGTGGCTCCCT 28 496
1780 1799 502704 CCGTGACAGCTGTGGCTCCC 35 497
1781 1800 502705 CCCGTGACAGCTGTGGCTCC 33 498
1782 1801 502706 CCCCGTGACAGCTGTGGCTC 53 499
1783 1802 502707 CCCCCGTGACAGCTGTGGCT 39 500
1784 1803 502708 ACCCCCGTGACAGCTGTGGC 53 501
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1785 1804 502709 GACCCCCGTGACAGCTGTGG 51 502
1786 1805 502710 GGACCCCCGTGACAGCTGTG 58 503
1787 1806 502711 GGGACCCCCGTGACAGCTGT 71 504
1814 1833 502712 GAAGGTGGATCCGTGGCCCG 73 505
1815 1834 502713 GGAAGGTGGATCCGTGGCCC 70 506
1816 1835 502714 GGGAAGGTGGATCCGTGGCC 72 507
1817 1836 502715 TGGGAAGGTGGATCCGTGGC 50 508
1818 1837 502716 ATGGGAAGGTGGATCCGTGG 62 509
1819 1838 502717 GATGGGAAGGTGGATCCGTG 75 510
1821 1840 502718 TAGATGGGAAGGTGGATCCG 52 511
1822 1841 502719 CTAGATGGGAAGGTGGATCC 56 512
1823 1842 502720 TCTAGATGGGAAGGTGGATC 21 513
1824 1843 502721 ATCTAGATGGGAAGGTGGAT 34 514
1826 1845 502722 CCATCTAGATGGGAAGGTGG 43 515
1827 1846 502723 GCCATCTAGATGGGAAGGTG 17 516
1828 1847 451383 GGCCATCTAGATGGGAAGGT 0 517
1863 1882 502724 CACCAGCGGGCACTGGCCCA 51 518
1864 1883 502725 CCACCAGCGGGCACTGGCCC 55 519
1865 1884 502726 CCCACCAGCGGGCACTGGCC 61 520
1866 1885 502727 CCCCACCAGCGGGCACTGGC 43 521
1868 1887 502728 GGCCCCACCAGCGGGCACTG 16 522
1869 1888 502729 TGGCCCCACCAGCGGGCACT 43 523
1870 1889 502730 CTGGCCCCACCAGCGGGCAC 43 524
1871 1890 502731 CCTGGCCCCACCAGCGGGCA 41 525
1872 1891 502732 GCCTGGCCCCACCAGCGGGC 30 526
1874 1893 502733 GGGCCTGGCCCCACCAGCGG 66 527
1892 1911 502734 AGGTGGCGGCGGTGCATGGG 31 528
1893 1912 502735 CAGGTGGCGGCGGTGCATGG 23 529
1894 1913 502736 GCAGGTGGCGGCGGTGCATG 57 530
1895 1914 502737 AGCAGGTGGCGGCGGTGCAT 54 531
1896 1915 502738 CAGCAGGTGGCGGCGGTGCA 61 532
1897 1916 502739 GCAGCAGGTGGCGGCGGTGC 57 533
1898 1917 502740 AGCAGCAGGTGGCGGCGGTG 36 534
1899 1918 502741 GAGCAGCAGGTGGCGGCGGT 53 535
1900 1919 502742 GGAGCAGCAGGTGGCGGCGG 39 536
1901 1920 502743 GGGAGCAGCAGGTGGCGGCG 36 537
1902 1921 502744 AGGGAGCAGCAGGTGGCGGC 62 538
1903 1922 502745 CAGGGAGCAGCAGGTGGCGG 56 539
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1904 1923 502746 GCAGGGAGCAGCAGGTGGCG 58 540
1905 1924 502747 GGCAGGGAGCAGCAGGTGGC 65 541
1906 1925 502748 TGGCAGGGAGCAGCAGGTGG 47 542
1907 1926 502749 CTGGCAGGGAGCAGCAGGTG 41 543
1909 1928 451432 CCCTGGCAGGGAGCAGCAGG 53 544
1910 1929 502750 ACCCTGGCAGGGAGCAGCAG 52 545
1911 1930 502751 GACCCTGGCAGGGAGCAGCA 77 546
1912 1931 502752 GGACCCTGGCAGGGAGCAGC 0 547
1919 1938 502753 GGCCTAGGGACCCTGGCAGG 39 548
1920 1939 502754 AGGCCTAGGGACCCTGGCAG 35 549
1922 1941 502755 CCAGGCCTAGGGACCCTGGC 44 550
1923 1942 502756 GCCAGGCCTAGGGACCCTGG 60 551
1924 1943 502757 GGCCAGGCCTAGGGACCCTG 58 552
1925 1944 502758 AGGCCAGGCCTAGGGACCCT 57 553
1926 1945 502759 TAGGCCAGGCCTAGGGACCC 52 554
1927 1946 502760 ATAGGCCAGGCCTAGGGACC 51 555
1928 1947 502761 GATAGGCCAGGCCTAGGGAC 41 556
1929 1948 502762 CGATAGGCCAGGCCTAGGGA 69 557
1930 1949 502763 CCGATAGGCCAGGCCTAGGG 80 558
1931 1950 502764 TCCGATAGGCCAGGCCTAGG 78 559
1932 1951 502765 CTCCGATAGGCCAGGCCTAG 89 560
1933 1952 502766 CCTCCGATAGGCCAGGCCTA 79 561
1934 1953 502767 GCCTCCGATAGGCCAGGCCT 73 562
1936 1955 502768 GCGCCTCCGATAGGCCAGGC 83 563
1952 1971 502769 AACAGGAGCAGGGAAAGCGC 83 564
1953 1972 502770 GAACAGGAGCAGGGAAAGCG 70 565
1954 1973 502771 CGAACAGGAGCAGGGAAAGC 43 566
1955 1974 502772 GCGAACAGGAGCAGGGAAAG 47 567
1956 1975 502773 GGCGAACAGGAGCAGGGAAA 61 568
1957 1976 502774 CGGCGAACAGGAGCAGGGAA 74 569
1958 1977 502775 ACGGCGAACAGGAGCAGGGA 60 570
1959 1978 502776 AACGGCGAACAGGAGCAGGG 86 571
1960 1979 502777 CAACGGCGAACAGGAGCAGG 84 572
1981 2000 502778 GGGCGGCGGCACGAGACAGA 80 573
1982 2001 502779 AGGGCGGCGGCACGAGACAG 76 574
1983 2002 502780 CAGGGCGGCGGCACGAGACA 58 575
1984 2003 502781 CCAGGGCGGCGGCACGAGAC 80 576
1985 2004 502782 CCCAGGGCGGCGGCACGAGA 59 577
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1986 2005 502783 GCCCAGGGCGGCGGCACGAG 68 578
1987 2006 502784 AGCCCAGGGCGGCGGCACGA 75 579
1088 2007 502785 CAGCCCAGGGCGGCGGCACG 76 580
1989 2008 502786 GCAGCCCAGGGCGGCGGCAC 70 581
2026 2045 502787 CTGCGGTGAGTTGGCCGGCG 68 582
2027 2046 502788 ACTGCGGTGAGTTGGCCGGC 67 583
2028 2047 502789 GACT GCGGTGAGTT GGCCGG 58 584
2029 2048 502790 AGACTGCGGTGAGTTGGCCG 71 585
2030 2049 502791 CAGACTGCGGTGAGTTGGCC 70 586
2031 2050 502792 CCAGACTGCGGTGAGTTGGC 79 587
2032 2051 502793 GCCAGACTGCGGTGAGTTGG 76 588
2033 2052 502794 CGCCAGACTGCGGTGAGTTG 66 589
2077 2096 502795 AAGACAGTTCTAGGGTTCAG 87 590
2078 2097 502796 GAAGACAGTTCTAGGGTTCA 78 591
2079 2098 502797 CGAAGACAGTTCTAGGGTTC 85 592
2080 2099 502798 TCGAAGACAGTTCTAGGGTT 78 593
2081 2100 502799 GTCGAAGACAGTTCTAGGGT 92 594
2082 2101 502800 AGTCGAAGACAGTTCTAGGG 85 595
2083 2102 502801 GAGTCGAAGACAGTTCTAGG 83 596
2084 2103 502802 GGAGTCGAAGACAGTTCTAG 86 597
2085 2104 502803 CGGAGTCGAAGACAGTTCTA 91 598
2086 2105 502804 CCGGAGTCGAAGACAGTTCT 76 599
2087 2106 502805 CCCGGAGTCGAAGACAGTTC 90 600
2088 2107 502806 CCCCGGAGTCGAAGACAGTT 83 601
2089 2108 502807 GCCCCGGAGTCGAAGACAGT 82 602
2090 2109 502808 GGCCCCGGAGTCGAAGACAG 73 603
2091 2110 502809 GGGCCCCGGAGTCGAAGACA 67 604
2143 2162 502810 AGGCGGTGGGCGCGGCTTCT 73 605
2144 2163 502811 CAGGCGGTGGGCGCGGCTTC 57 606
2145 2164 502812 GCAGGCGGTGGGCGCGGCTT 69 607
2147 2166 502813 TGGCAGGCGGTGGGCGCGGC 73 608
2149 2168 502814 ACTGGCAGGCGGTGGGCGCG 56 609
2151 2170 502815 GAACTGGCAGGCGGTGGGCG 71 610
2152 2171 502816 TGAACTGGCAGGCGGTGGGC 80 611
2154 2173 502817 TGTGAACTGGCAGGCGGTGG 85 612
2187 2206 502818 TGGAGCTGGGCGGAGACCCA 55 613
2189 2208 502819 ACTGGAGCTGGGCGGAGACC 53 614
2190 2209 502820 GACTGGAGCTGGGCGGAGAC 55 615
2192 2211 502821 AGGACTGGAGCTGGGCGGAG 76 616
2194 2213 502822 ACAGGACTGGAGCTGGGCGG 77 617
2195 2214 502823 CACAGGACTGGAGCTGGGCG 74 618
2196 2215 502824 TCACAGGACTGGAGCTGGGC 90 619
2386 2405 502825 GCCTCAGCCTGGCCGAAAGA 80 620
2387 2406 502826 GGCCTCAGCCTGGCCGAAAG 72 621
2490 2509 444401 TTGCACTTTGCGAACCAACG 97 41
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503 522 502983 TGGTGGAGCCAAGCCCTCCC 83 622
561 580 502984 GGGCACCCTCAGAGCCTGAA 82 623
1197 1216 502369 GCCTGGCAGCCCCTGTCCAG 16 160
1198 1217 502370 GGCCTGGCAGCCCCTGTCCA 58 161
1199 1218 502371 GGGCCTGGCAGCCCCTGTCC 62 162
1242 1261 502372 ATGGCCCCTCCCCGGGCCGG 41 163
1243 1262 502373 CATGGCCCCTCCCCGGGCCG 29 164
1244 1263 502374 CCATGGCCCCTCCCCGGGCC 34 165
1245 1264 502375 ACCATGGCCCCTCCCCGGGC 60 166
1246 1265 502376 CACCATGGCCCCTCCCCGGG 68 167
1247 1266 502377 GCACCATGGCCCCTCCCCGG 75 168
1248 1267 502378 AGCACCATGGCCCCTCCCCG 65 169
1249 1268 502379 CAGCACCATGGCCCCTCCCC 63 170
1250 1269 502380 GCAGCACCATGGCCCCTCCC 73 171
1251 1270 502381 GGCAGCACCATGGCCCCTCC 80 172
1253 1272 502382 CAGGCAGCACCATGGCCCCT 82 173
1254 1273 502383 ACAGGCAGCACCATGGCCCC 72 174
1256 1275 502384 GGACAGGCAGCACCATGGCC 70 175
1257 1276 502385 TGGACAGGCAGCACCATGGC 71 176
1258 1277 502386 TTGGACAGGCAGCACCATGG 73 177
1259 1278 502387 GTTGGACAGGCAGCACCATG 73 178
1260 1279 502388 TGTTGGACAGGCAGCACCAT 60 179
1261 1280 502389 ATGTTGGACAGGCAGCACCA 75 180
1262 1281 502390 CATGTTGGACAGGCAGCACC 81 181
1263 1282 502391 ACATGTTGGACAGGCAGCAC 67 182
1264 1283 502392 GACATGTTGGACAGGCAGCA 71 183
1265 1284 502393 TGACATGTTGGACAGGCAGC 81 184
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1266 1285 502394 CTGACATGTTGGACAGGCAG 76 185
1267 1286 502395 GCTGACATGTTGGACAGGCA 70 186
1268 1287 502396 GGCTGACATGTTGGACAGGC 77 187
1269 1288 502397 CGGCTGACATGTTGGACAGG 74 188
1270 1289 502398 TCGGCTGACATGTTGGACAG 63 189
1271 1290 502399 CTCGGCTGACATGTTGGACA 80 190
1272 1291 502400 CCTCGGCTGACATGTTGGAC 71 191
1273 1292 502401 ACCTCGGCTGACATGTTGGA 64 192
1274 1293 502402 CACCTCGGCTGACATGTTGG 71 193
1275 1294 502403 GCACCTCGGCTGACATGTTG 77 194
1276 1295 502404 CGCACCTCGGCTGACATGTT 80 195
1277 1296 502405 CCGCACCTCGGCTGACATGT 80 196
1278 1297 502406 GCCGCACCTCGGCTGACATG 79 197
1279 1298 502407 AGCCGCACCTCGGCTGACAT 74 198
1280 1299 502408 CAGCCGCACCTCGGCTGACA 66 199
1281 1300 502409 TCAGCCGCACCTCGGCTGAC 15 200
1282 1301 502410 CTCAGCCGCACCTCGGCTGA 32 201
1283 1302 502411 CCTCAGCCGCACCTCGGCTG 65 202
1284 1303 502412 GCCTCAGCCGCACCTCGGCT 81 203
1305 1324 502413 CCAACACCAGCTGCTGGAGC 90 204
1306 1325 502414 TCCAACACCAGCTGCTGGAG 78 205
1307 1326 502415 GTCCAACACCAGCTGCTGGA 84 206
1309 1328 502416 GGGTCCAACACCAGCTGCTG 69 207
1330 1349 502417 GGCTCCAGCCCCAGGAAGCC 46 208
1331 1350 502418 GGGCTCCAGCCCCAGGAAGC 28 209
1349 1368 502419 CAGGAGAAGGTCGAGCAGGG 41 210
1351 1370 502420 CCCAGGAGAAGGTCGAGCAG 71 211
1352 1371 502421 GCCCAGGAGAAGGTCGAGCA 85 212
1353 1372 451363 CGCCCAGGAGAAGGTCGAGC 84 213
1354 1373 502422 ACGCCCAGGAGAAGGTCGAG 67 214
1390 1409 502423 TCCTGGGCCAGTTCGGAGGC 58 215
1391 1410 502424 GTCCTGGGCCAGTTCGGAGG 71 216
1392 1411 502425 TGTCCTGGGCCAGTTCGGAG 69 217
1393 1412 502426 TTGTCCTGGGCCAGTTCGGA 71 218
1394 1413 502427 CTTGTCCTGGGCCAGTTCGG 66 219
1395 1414 502428 ACTTGTCCTGGGCCAGTTCG 59 220
1396 1415 502429 TACTTGTCCTGGGCCAGTTC 75 221
1397 1416 502430 GTACTTGTCCTGGGCCAGTT 78 222
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1398 1417 502431 CGTACTTGTCCTGGGCCAGT 74 223
1416 1435 502432 ACTGCAAGAAGTCGGCCACG 73 224
1418 1437 502433 CCACTGCAAGAAGTCGGCCA 65 225
1419 1438 451364 CCCACTGCAAGAAGTCGGCC 32 226
1421 1440 502985 ACCCCACTGCAAGAAGTCGG 60 624
1551 1570 502986 GCCCCAGGATGGGAGGATCT 58 625
1597 1616 502987 CATAGGACAGAGAAATGTTG 70 626
1630 1649 502988 TGCTGACCTTACTCTGCCCC 86 627
1666 1685 502989 TAAGCCATGGCTCTGAGTCA 51 628
1712 1731 502990 AGAGAGGCCATGGGAGGCTG 42 629
1841 1860 502991 CTGGCCCTCCTGGCTTGCCC 72 630
1853 1872 502992 AGCTGCCCCATGCTGGCCCT 76 631
1862 1881 502993 GCCCCTGGCAGCTGCCCCAT 70 632
1873 1892 502994 CTGTCGGCTGCGCCCCTGGC 78 633
1887 1906 502995 CGCCGAACACCTGCCTGTCG 68 634
1931 1950 502996 CCTCCCAGTGCCTGGGCACC 52 635
1981 2000 502998 GCGCCTGTCTGCAAAGCTGG 84 636
2025 2044 502999 CCCAAAGTTGTCCCTCCTGG 83 637
2038 2057 503000 ACACCCAGAAGAACCCAAAG 75 638
2117 2136 503001 CTGACCCACACGGCTCATAG 65 639
2235 2254 503002 TGGCCCCAGGCCCTGGAAAG 67 640
2278 2297 503003 GACAAGGCAGCTGGCAGAAG 79 641
2331 2350 503004 AAGAAACCAGTGACCAGTGA 85 642
2523 2542 503005 CTGTGAAATGGGAGGAGGAG 0 643
2578 2597 503006 GAAGGTTTTTCCAGAGGCTG 88 644
2615 2634 503007 GGCCAGGAGAGTCATTAGGG 84 645
2710 2729 503008 CCACAAAAGGAGTGCTCCTC 79 646
2789 2808 503009 CCTTTTAAGGCAGCAGGAAC 78 647
3629 3648 503010 CTAGGACTGTCTGCTTCCCA 88 648
3761 3780 502452 CTCACCACGATGGGCTCCGC 66 245
3762 3781 502453 CCTCACCACGATGGGCTCCG 81 246
3763 3782 502454 GCCTCACCACGATGGGCTCC 77 247
3764 3783 502455 AGCCTCACCACGATGGGCTC 63 248
3765 3784 502456 AAGCCTCACCACGATGGGCT 70 249
3766 3785 502457 TAAGCCTCACCACGATGGGC 78 250
3767 3786 502458 TTAAGCCTCACCACGATGGG 76 251
3768 3787 502459 CTTAAGCCTCACCACGATGG 78 252
3769 3788 502460 CCTTAAGCCTCACCACGATG 68 253
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3770 3789 502461 TCCTTAAGCCTCACCACGAT 67 254
3771 3790 502462 CTCCTTAAGCCTCACCACGA 84 255
3772 3791 502463 CCTCCTTAAGCCTCACCACG 76 256
3773 3792 502464 ACCTCCTTAAGCCTCACCAC 64 257
3774 3793 502465 GACCTCCTTAAGCCTCACCA 72 258
3775 3794 502466 GGACCTCCTTAAGCCTCACC 69 259
3776 3795 502467 CGGACCTCCTTAAGCCTCAC 81 260
3777 3796 502468 TCGGACCTCCTTAAGCCTCA 78 261
3778 3797 502469 GTCGGACCTCCTTAAGCCTC 57 262
3780 3799 502470 CAGTCGGACCTCCTTAAGCC 62 263
3781 3800 502471 GCAGTCGGACCTCCTTAAGC 45 264
3782 3801 502472 TGCAGTCGGACCTCCTTAAG 60 265
3808 3827 502473 CCTTCAGAATCTCGAAGTCG 67 266
3809 3828 502474 ACCTTCAGAATCTCGAAGTC 50 267
3811 3830 502475 TCACCTTCAGAATCTCGAAG 54 268
3812 3831 502476 ATCACCTTCAGAATCTCGAA 38 269
3813 3832 502477 GATCACCTTCAGAATCTCGA 35 270
3815 3834 502478 CCGATCACCTTCAGAATCTC 52 271
3816 3835 502479 TCCGATCACCTTCAGAATCT 50 272
3817 3836 502480 GTCCGATCACCTTCAGAATC 44 273
3818 3837 502481 CGTCCGATCACCTTCAGAAT 41 274
3921 3940 503011 GTCATTCATCAATTTCTAAG 44 649
4118 4137 502482 CCCGTCTGCTTCATCTTCAC 67 275
4119 4138 502483 GCCCGTCTGCTTCATCTTCA 76 276
4120 4139 502484 GGCCCGTCTGCTTCATCTTC 57 277
4121 4140 502485 TGGCCCGTCTGCTTCATCTT 64 278
4122 4141 502486 CTGGCCCGTCTGCTTCATCT 64 279
4123 4142 502487 CCTGGCCCGTCTGCTTCATC 73 280
4124 4143 502488 ACCTGGCCCGTCTGCTTCAT 64 281
4125 4144 502489 CACCTGGCCCGTCTGCTTCA 80 282
4126 4145 502490 ACACCTGGCCCGTCTGCTTC 71 283
4127 4146 502491 TACACCTGGCCCGTCTGCTT 74 284
4148 4167 502492 TTGTTCATGATCTTCATGGC 56 285
4150 4169 502493 ACTTGTTCATGATCTTCATG 23 286
4151 4170 502494 CACTTGTTCATGATCTTCAT 43 287
4152 4171 502495 CCACTTGTTCATGATCTTCA 43 288
4153 4172 502496 CCCACTTGTTCATGATCTTC 47 289
4154 4173 502497 TCCCACTTGTTCATGATCTT 34 290
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4155 4174 502498 GTCCCACTTGTTCATGATCT 34 291
4156 4175 502499 TGTCCCACTTGTTCATGATC 27 292
4157 4176 502500 ATGTCCCACTTGTTCATGAT 23 293
4158 4177 502501 CATGTCCCACTTGTTCATGA 51 294
4159 4178 502502 GCATGTCCCACTTGTTCATG 20 295
4160 4179 502503 AGCATGTCCCACTTGTTCAT 52 296
4161 4180 502504 CAGCATGTCCCACTTGTTCA 72 297
4162 4181 502505 TCAGCATGTCCCACTTGTTC 70 298
4163 4182 502506 TTCAGCATGTCCCACTTGTT 53 299
4164 4183 502507 CTTCAGCATGTCCCACTTGT 52 300
4165 4184 502508 TCTTCAGCATGTCCCACTTG 45 301
4167 4186 502509 CCTCTTCAGCATGTCCCACT 68 302
4168 4187 502510 CCCTCTTCAGCATGTCCCAC 68 303
4169 4188 502511 CCCCTCTTCAGCATGTCCCA 79 304
4170 4189 502512 GCCCCTCTTCAGCATGTCCC 85 305
4171 4190 502513 CGCCCCTCTTCAGCATGTCC 84 306
4172 4191 502514 TCGCCCCTCTTCAGCATGTC 80 307
4173 4192 502515 CTCGCCCCTCTTCAGCATGT 82 308
4174 4193 502516 CCTCGCCCCTCTTCAGCATG 78 309
4175 4194 502517 ACCTCGCCCCTCTTCAGCAT 73 310
4176 4195 502518 CACCTCGCCCCTCTTCAGCA 76 311
4239 4258 503012 GGAGGAGCTGCAGCCGGAGA 77 650
4245 4264 503013 GCACCCGGAGGAGCTGCAGC 0 651
4261 4280 503014 GCACGACACCTGCAGGGCAC 23 652
4355 4374 503015 AGCTCACCAGGTAGTTCTCA 49 653
4427 4446 503016 GCTTCCTCTCCCCACCTCCT 65 654
4447 4466 503017 GCAGCACCCCCAATCCTAGA 67 655
4508 4527 503018 GCCCCTCATCCACCTGACAC 62 656
4613 4632 503019 TTCCAGGTAAGAGACCCCCC 87 657
4679 4698 503020 AGAATAGGTCCCAGACACTC 81 658
4731 4750 503021 CTCCCCCTGAGATGTTCTGG 53 659
4858 4877 503022 CCCCAGCCCAGAGATAACCA 74 660
4927 4946 503023 CCTGATCCATCACGGATGGC 69 661
4987 5006 503024 TACTCCATGACCAGGTACTG 81 662
5185 5204 503025 GCTCTGACCTTCCAAGAACC 56 663
5354 5373 503026 CTCCCTTCTGTGGTCCCACC 0 664
5407 5426 503027 GTCGGGTTTGATGTCCCTGC 75 665
5445 5464 502521 GCCAGGCGGATGTGGCCACA 57 314
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5500 5519 503028 AGGGCACTGGCTCACCGTTC 45 666
5681 5700 503029 GGGCCCTCCTTCCAACCACT 28 667
5708 5727 503030 GCCCACCCCTCTGGGCCCAC 45 668
5728 5747 503031 AGGAGCAGAGCGAGGCTTGG 38 669
5800 5819 502524 ACAGCCTGCAGGATCTCGGG 86 317
5801 5820 502525 CACAGCCTGCAGGATCTCGG 81 318
5802 5821 502526 CCACAGCCTGCAGGATCTCG 83 319
5803 5822 502527 CCCACAGCCTGCAGGATCTC 84 320
5804 5823 502528 GCCCACAGCCTGCAGGATCT 91 321
5805 5824 502529 CGCCCACAGCCTGCAGGATC 90 322
5806 5825 502530 CCGCCCACAGCCTGCAGGAT 82 323
5807 5826 502531 ACCGCCCACAGCCTGCAGGA 83 324
5808 5827 502532 CACCGCCCACAGCCTGCAGG 85 325
5809 5828 502533 CCACCGCCCACAGCCTGCAG 84 326
5810 5829 502534 CCCACCGCCCACAGCCTGCA 80 327
5811 5830 502535 GCCCACCGCCCACAGCCTGC 90 328
5812 5831 502536 GGCCCACCGCCCACAGCCTG 94 329
5813 5832 502537 AGGCCCACCGCCCACAGCCT 88 330
5814 5833 502538 CAGGCCCACCGCCCACAGCC 91 331
5815 5834 502539 CCAGGCCCACCGCCCACAGC 73 332
5816 5835 502540 CCCAGGCCCACCGCCCACAG 86 333
5817 5836 502541 TCCCAGGCCCACCGCCCACA 88 334
5818 5837 502542 GTCCCAGGCCCACCGCCCAC 84 335
5819 5838 502543 TGTCCCAGGCCCACCGCCCA 85 336
5820 5839 502544 CTGTCCCAGGCCCACCGCCC 65 337
5821 5840 502545 CCTGTCCCAGGCCCACCGCC 81 338
5822 5841 502546 GCCTGTCCCAGGCCCACCGC 90 339
5823 5842 502547 TGCCTGTCCCAGGCCCACCG 85 340
5824 5843 502548 CTGCCTGTCCCAGGCCCACC 89 341
5825 5844 502549 GCTGCCTGTCCCAGGCCCAC 91 342
5826 5845 502550 AGCTGCCTGTCCCAGGCCCA 94 343
5827 5846 502551 TAGCTGCCTGTCCCAGGCCC 92 344
5828 5847 502552 GTAGCTGCCTGTCCCAGGCC 88 345
5829 5848 502553 CGTAGCTGCCTGTCCCAGGC 85 346
5830 5849 502554 CCGTAGCTGCCTGTCCCAGG 83 347
5831 5850 502555 CCCGTAGCTGCCTGTCCCAG 64 348
5832 5851 502556 GCCCGTAGCTGCCTGTCCCA 83 349
5833 5852 502557 GGCCCGTAGCTGCCTGTCCC 89 350
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5881 5900 502558 TAGAACATTTCATAGGCGAA 68 351
5919 5938 502559 TCTCCGCCGTGGAATCCGCG 75 352
5920 5939 502560 GTCTCCGCCGTGGAATCCGC 79 353
5921 5940 502561 GGTCTCCGCCGTGGAATCCG 66 354
5922 5941 502562 AGGTCTCCGCCGTGGAATCC 50 355
5923 5942 502563 TAGGTCTCCGCCGTGGAATC 71 356
5944 5963 502564 TTGTAGTGGACGATCTTGCC 68 357
5945 5964 502565 CTTGTAGTGGACGATCTTGC 70 358
5946 5965 502566 CCTTGTAGTGGACGATCTTG 61 359
5948 5967 503032 CACCTTGTAGTGGACGATCT 62 670
6039 6058 502582 CGGCAGAGAGAGGTGCTCCT 80 375
6040 6059 502583 GCGGCAGAGAGAGGTGCTCC 62 376
6041 6060 502584 AGCGGCAGAGAGAGGTGCTC 44 377
6042 6061 502585 CAGCGGCAGAGAGAGGTGCT 78 378
6043 6062 502586 CCAGCGGCAGAGAGAGGTGC 71 379
6118 6137 502587 GGCCCAGCCGTGTCTCCGGG 77 380
6119 6138 502588 CGGCCCAGCCGTGTCTCCGG 69 381
6120 6139 502589 CCGGCCCAGCCGTGTCTCCG 70 382
6121 6140 502590 CCCGGCCCAGCCGTGTCTCC 75 383
6122 6141 502591 CCCCGGCCCAGCCGTGTCTC 77 384
6123 6142 502592 ACCCCGGCCCAGCCGTGTCT 73 385
6124 6143 502593 CACCCCGGCCCAGCCGTGTC 84 386
6125 6144 502594 CCACCCCGGCCCAGCCGTGT 78 387
6126 6145 502595 TCCACCCCGGCCCAGCCGTG 71 388
6127 6146 502596 CTCCACCCCGGCCCAGCCGT 81 389
6128 6147 502597 GCTCCACCCCGGCCCAGCCG 86 390
6129 6148 502598 TGCTCCACCCCGGCCCAGCC 83 391
6130 6149 502599 CTGCTCCACCCCGGCCCAGC 88 392
6152 6171 502600 AAGGGATGTGTCCGGAAGTC 60 393
6153 6172 502601 GAAGGGATGTGTCCGGAAGT 58 394
6154 6173 502602 AGAAGGGATGTGTCCGGAAG 63 395
6155 6174 502603 AAGAAGGGATGTGTCCGGAA 62 396
6156 6175 502604 GAAGAAGGGATGTGTCCGGA 61 397
6157 6176 502605 AGAAGAAGGGATGTGTCCGG 62 398
6158 6177 502606 AAGAAGAAGGGATGTGTCCG 56 399
6159 6178 502607 AAAGAAGAAGGGATGTGTCC 58 400
6160 6179 502608 CAAAGAAGAAGGGATGTGTC 50 401
6161 6180 502609 CCAAAGAAGAAGGGATGTGT 61 402
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6163 6182 502610 GGCCAAAGAAGAAGGGATGT 73 403
6164 6183 502611 AGGCCAAAGAAGAAGGGATG 56 404
6165 6184 502612 GAGGCCAAAGAAGAAGGGAT 73 405
6166 6185 502613 CGAGGCCAAAGAAGAAGGGA 75 406
6167 6186 502614 TCGAGGCCAAAGAAGAAGGG 75 407
6168 6187 502615 GTCGAGGCCAAAGAAGAAGG 83 408
6169 6188 502616 AGTCGAGGCCAAAGAAGAAG 58 409
6170 6189 502617 CAGTCGAGGCCAAAGAAGAA 52 410
6171 6190 502618 CCAGTCGAGGCCAAAGAAGA 68 411
6172 6191 502619 CCCAGTCGAGGCCAAAGAAG 78 412
6173 6192 502620 TCCCAGTCGAGGCCAAAGAA 66 413
6174 6193 502621 ATCCCAGTCGAGGCCAAAGA 75 414
6175 6194 502622 CATCCCAGTCGAGGCCAAAG 70 415
6176 6195 502623 CCATCCCAGTCGAGGCCAAA 81 416
6177 6196 502624 ACCATCCCAGTCGAGGCCAA 82 417
6178 6197 502625 GACCATCCCAGTCGAGGCCA 88 418
6179 6198 502626 AGACCATCCCAGTCGAGGCC 79 419
6180 6199 502627 GAGACCATCCCAGTCGAGGC 82 420
6181 6200 502628 GGAGACCATCCCAGTCGAGG 60 421
6216 6235 502629 TTCGAAATCCGGTGTAAAGG 84 422
6217 6236 502630 CTTCGAAATCCGGTGTAAAG 57 423
6218 6237 502631 CCTTCGAAATCCGGTGTAAA 64 424
6219 6238 502632 ACCTTCGAAATCCGGTGTAA 73 425
6220 6239 502633 CACCTTCGAAATCCGGTGTA 77 426
6221 6240 502634 GCACCTTCGAAATCCGGTGT 59 427
6222 6241 502635 GGCACCTTCGAAATCCGGTG 85 428
6223 6242 502636 TGGCACCTTCGAAATCCGGT 86 429
6224 6243 502637 GTGGCACCTTCGAAATCCGG 74 430
6225 6244 502638 GGTGGCACCTTCGAAATCCG 79 431
6226 6245 502639 CGGTGGCACCTTCGAAATCC 85 432
6227 6246 502640 TCGGTGGCACCTTCGAAATC 71 433
6228 6247 502641 GTCGGTGGCACCTTCGAAAT 88 434
6229 6248 502642 TGTCGGTGGCACCTTCGAAA 89 435
6230 6249 502643 GTGTCGGTGGCACCTTCGAA 88 436
6231 6250 502644 TGTGTCGGTGGCACCTTCGA 87 437
6232 6251 502645 ATGTGTCGGTGGCACCTTCG 88 438
6233 6252 502646 CATGTGTCGGTGGCACCTTC 88 439
6234 6253 502647 GCATGTGTCGGTGGCACCTT 91 440
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6235 6254 502648 TGCATGTGTCGGTGGCACCT 87 441
6236 6255 502649 TTGCATGTGTCGGTGGCACC 86 442
6237 6256 502650 GTTGCATGTGTCGGTGGCAC 83 443
6238 6257 502651 AGTTGCATGTGTCGGTGGCA 81 444
6239 6258 502652 AAGTTGCATGTGTCGGTGGC 79 445
6240 6259 502653 GAAGTTGCATGTGTCGGTGG 58 446
6241 6260 502654 CGAAGTTGCATGTGTCGGTG 85 447
6243 6262 502655 GTCGAAGTTGCATGTGTCGG 77 448
6244 6263 502656 AGTCGAAGTTGCATGTGTCG 79 449
6245 6264 502657 AAGTCGAAGTTGCATGTGTC 74 450
6246 6265 502658 CAAGTCGAAGTTGCATGTGT 82 451
6247 6266 502659 CCAAGTCGAAGTTGCATGTG 82 452
6248 6267 502660 ACCAAGTCGAAGTTGCATGT 70 453
6249 6268 502661 CACCAAGTCGAAGTTGCATG 76 454
6250 6269 502662 CCACCAAGTCGAAGTTGCAT 79 455
6251 6270 502663 TCCACCAAGTCGAAGTTGCA 68 456
6252 6271 502664 CTCCACCAAGTCGAAGTTGC 71 457
6253 6272 502665 CCTCCACCAAGTCGAAGTTG 67 458
6254 6273 502666 TCCTCCACCAAGTCGAAGTT 70 459
6255 6274 502667 GTCCTCCACCAAGTCGAAGT 80 460
6256 6275 502668 CGTCCTCCACCAAGTCGAAG 76 461
6257 6276 502669 CCGTCCTCCACCAAGTCGAA 78 462
6258 6277 502670 CCCGTCCTCCACCAAGTCGA 83 463
6259 6278 502671 GCCCGTCCTCCACCAAGTCG 76 464
6260 6279 502672 AGCCCGTCCTCCACCAAGTC 72 465
6261 6280 502673 GAGCCCGTCCTCCACCAAGT 71 466
6262 6281 502674 TGAGCCCGTCCTCCACCAAG 60 467
6289 6308 503033 CTACCCCGCCCCCGCTCACC 60 671
6445 6464 503034 CTAGGTCACTGCTGGGTCCT 86 672
6596 6615 503035 CTCAGATAGCTCCCCACTCC 55 673
6794 6813 503036 AATTCTCTAATTCTCTAGAC 19 674
8666 8685 503037 TACCTGAGGGCCATGCAGGA 51 675
8765 8784 503038 GTTCCAAGACTGATCCTGCA 69 676
11975 11994 502675 GGTTCCGAGCCTCTGCCTCG 44 468
11976 11995 502676 CGGTTCCGAGCCTCTGCCTC 74 469
11977 11996 502677 CCGGTTCCGAGCCTCTGCCT 72 470
11978 11997 502678 CCCGGTTCCGAGCCTCTGCC 73 471
11979 11998 502679 TCCCGGTTCCGAGCCTCTGC 84 472
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11980 11999 502680 GTCCCGGTTCCGAGCCTCTG 66 473
11982 12001 502681 AGGTCCCGGTTCCGAGCCTC 82 474
11983 12002 502682 TAGGTCCCGGTTCCGAGCCT 83 475
11984 12003 502683 CTAGGTCCCGGTTCCGAGCC 81 476
11985 12004 502684 TCTAGGTCCCGGTTCCGAGC 74 477
11986 12005 502685 CTCTAGGTCCCGGTTCCGAG 78 478
11987 12006 502686 CCTCTAGGTCCCGGTTCCGA 75 479
11988 12007 502687 GCCTCTAGGTCCCGGTTCCG 80 480
12016 12035 502688 CATCCGCTCCTGCAACTGCC 89 481
12017 12036 502689 CCATCCGCTCCTGCAACTGC 81 482
12018 12037 502690 TCCATCCGCTCCTGCAACTG 71 483
12019 12038 502691 CTCCATCCGCTCCTGCAACT 75 484
12020 12039 502692 ACTCCATCCGCTCCTGCAAC 64 485
12021 12040 502693 AACTCCATCCGCTCCTGCAA 52 486
12022 12041 502694 CAACTCCATCCGCTCCTGCA 45 487
12024 12043 502695 AGCAACTCCATCCGCTCCTG 78 488
12025 12044 502696 CAGCAACTCCATCCGCTCCT 64 489
12026 12045 502697 GCAGCAACTCCATCCGCTCC 56 490
12173 12192 503039 AGGAGGGCGGTGGCGCGGCG 0 677
12221 12240 503040 TGACAGCTGGAAGGAGAAGA 41 678
12258 12277 502712 GAAGGTGGATCCGTGGCCCG 73 505
12259 12278 502713 GGAAGGTGGATCCGTGGCCC 70 506
12260 12279 502714 GGGAAGGTGGATCCGTGGCC 72 507
12261 12280 502715 TGGGAAGGTGGATCCGTGGC 50 508
12262 12281 502716 ATGGGAAGGTGGATCCGTGG 62 509
12263 12282 451417 CATGGGAAGGTGGATCCGTG 77 679
12463 12482 503041 GGAGGTTATCTAGGGAGATC 42 680
12542 12561 503042 GAAGGGACAGGTGACCCGAT 69 681
12596 12615 502724 CACCAGCGGGCACTGGCCCA 51 518
12597 12616 502725 CCACCAGCGGGCACTGGCCC 55 519
12598 12617 502726 CCCACCAGCGGGCACTGGCC 61 520
12599 12618 502727 CCCCACCAGCGGGCACTGGC 43 521
12601 12620 502728 GGCCCCACCAGCGGGCACTG 16 522
12602 12621 502729 TGGCCCCACCAGCGGGCACT 43 523
12603 12622 502730 CTGGCCCCACCAGCGGGCAC 43 524
12604 12623 502731 CCTGGCCCCACCAGCGGGCA 41 525
12605 12624 502732 GCCTGGCCCCACCAGCGGGC 30 526
12607 12626 502733 GGGCCTGGCCCCACCAGCGG 66 527
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12625 12644 502734 AGGTGGCGGCGGTGCATGGG 31 528
12626 12645 502735 CAGGTGGCGGCGGTGCATGG 23 529
12627 12646 502736 GCAGGTGGCGGCGGTGCATG 57 530
12628 12647 502737 AGCAGGTGGCGGCGGTGCAT 54 531
12629 12648 502738 CAGCAGGTGGCGGCGGTGCA 61 532
12630 12649 502739 GCAGCAGGTGGCGGCGGTGC 57 533
12631 12650 502740 AGCAGCAGGTGGCGGCGGTG 36 534
12632 12651 502741 GAGCAGCAGGTGGCGGCGGT 53 535
12633 12652 502742 GGAGCAGCAGGTGGCGGCGG 39 536
12634 12653 502743 GGGAGCAGCAGGTGGCGGCG 36 537
12635 12654 502744 AGGGAGCAGCAGGTGGCGGC 62 538
12636 12655 502745 CAGGGAGCAGCAGGTGGCGG 56 539
12637 12656 502746 GCAGGGAGCAGCAGGTGGCG 58 540
12638 12657 502747 GGCAGGGAGCAGCAGGTGGC 65 541
12639 12658 502748 TGGCAGGGAGCAGCAGGTGG 47 542
12640 12659 502749 CTGGCAGGGAGCAGCAGGTG 41 543
12642 12661 451432 CCCTGGCAGGGAGCAGCAGG 53 544
12643 12662 502750 ACCCTGGCAGGGAGCAGCAG 52 545
12646 12665 503043 CGTACCCTGGCAGGGAGCAG 59 682
12918 12937 502977 GGACTCGCCCCGCCTACGCC 71 683
12924 12943 502978 CTCCTGGGACTCGCCCCGCC 67 684
12925 12944 503044 GCTCCTGGGACTCGCCCCGC 66 685
12929 12948 503045 ATTGGCTCCTGGGACTCGCC 77 686
12930 12949 502979 GATTGGCTCCTGGGACTCGC 70 687
12936 12955 502980 GCCTCTGATTGGCTCCTGGG 56 688
12942 12961 502981 GCATGGGCCTCTGATTGGCT 20 689
12948 12967 502982 CACCCGGCATGGGCCTCTGA 20 690
12986 13005 503046 GCCAGGCCTAGGGACCTGCG 58 691
12990 13009 502760 ATAGGCCAGGCCTAGGGACC 51 555
12991 13010 502761 GATAGGCCAGGCCTAGGGAC 41 556
12992 13011 502762 CGATAGGCCAGGCCTAGGGA 69 557
12993 13012 502763 CCGATAGGCCAGGCCTAGGG 80 558
12994 13013 502764 TCCGATAGGCCAGGCCTAGG 78 559
12995 13014 502765 CTCCGATAGGCCAGGCCTAG 89 560
12996 13015 502766 CCTCCGATAGGCCAGGCCTA 79 561
12997 13016 502767 GCCTCCGATAGGCCAGGCCT 73 562
12999 13018 502768 GCGCCTCCGATAGGCCAGGC 83 563
13015 13034 502769 AACAGGAGCAGGGAAAGCGC 83 564
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13016 13035 502770 GAACAGGAGCAGGGAAAGCG 70 565
13017 13036 502771 CGAACAGGAGCAGGGAAAGC 43 566
13018 13037 502772 GCGAACAGGAGCAGGGAAAG 47 567
13019 13038 502773 GGCGAACAGGAGCAGGGAAA 61 568
13020 13039 502774 CGGCGAACAGGAGCAGGGAA 74 569
13021 13040 502775 ACGGCGAACAGGAGCAGGGA 60 570
13022 13041 502776 AACGGCGAACAGGAGCAGGG 86 571
13023 13042 502777 CAACGGCGAACAGGAGCAGG 84 572
13044 13063 502778 GGGCGGCGGCACGAGACAGA 80 573
13045 13064 502779 AGGGCGGCGGCACGAGACAG 76 574
13046 13065 502780 CAGGGCGGCGGCACGAGACA 58 575
13047 13066 502781 CCAGGGCGGCGGCACGAGAC 80 576
13048 13067 502782 CCCAGGGCGGCGGCACGAGA 59 577
13049 13068 502783 GCCCAGGGCGGCGGCACGAG 68 578
13050 13069 502784 AGCCCAGGGCGGCGGCACGA 75 579
13051 13070 502785 CAGCCCAGGGCGGCGGCACG 76 580
13052 13071 502786 GCAGCCCAGGGCGGCGGCAC 70 581
13089 13108 502787 CTGCGGTGAGTTGGCCGGCG 68 582
13090 13109 502788 ACTGCGGTGAGTTGGCCGGC 67 583
13091 13110 502789 GACTGCGGTGAGTTGGCCGG 58 584
13092 13111 502790 AGACTGCGGTGAGTTGGCCG 71 585
13093 13112 502791 CAGACTGCGGTGAGTTGGCC 70 586
13094 13113 502792 CCAGACTGCGGTGAGTTGGC 79 587
13095 13114 502793 GCCAGACTGCGGTGAGTTGG 76 588
13096 13115 502794 CGCCAGACTGCGGTGAGTTG 66 589
13140 13159 502795 AAGACAGTTCTAGGGTTCAG 87 590
13141 13160 502796 GAAGACAGTTCTAGGGTTCA 78 591
13142 13161 502797 CGAAGACAGTTCTAGGGTTC 85 592
13143 13162 502798 TCGAAGACAGTTCTAGGGTT 78 593
13144 13163 502799 GTCGAAGACAGTTCTAGGGT 92 594
13145 13164 502800 AGTCGAAGACAGTTCTAGGG 85 595
13146 13165 502801 GAGTCGAAGACAGTTCTAGG 83 596
13147 13166 502802 GGAGTCGAAGACAGTTCTAG 86 597
13148 13167 502803 CGGAGTCGAAGACAGTTCTA 91 598
13149 13168 502804 CCGGAGTCGAAGACAGTTCT 76 599
13150 13169 502805 CCCGGAGTCGAAGACAGTTC 90 600
13151 13170 502806 CCCCGGAGTCGAAGACAGTT 83 601
13152 13171 502807 GCCCCGGAGTCGAAGACAGT 82 602
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13153 13172 502808 GGCCCCGGAGTCGAAGACAG 73 603
13154 13173 502809 GGGCCCCGGAGTCGAAGACA 67 604
13206 13225 502810 AGGCGGTGGGCGCGGCTTCT 73 605
13207 13226 502811 CAGGCGGTGGGCGCGGCTTC 57 606
13208 13227 502812 GCAGGCGGTGGGCGCGGCTT 69 607
13210 13229 502813 TGGCAGGCGGTGGGCGCGGC 73 608
13212 13231 502814 ACTGGCAGGCGGTGGGCGCG 56 609
13214 13233 502815 GAACTGGCAGGCGGTGGGCG 71 610
13215 13234 502816 TGAACTGGCAGGCGGTGGGC 80 611
13217 13236 502817 TGTGAACTGGCAGGCGGTGG 85 612
13250 13269 502818 TGGAGCTGGGCGGAGACCCA 55 613
13252 13271 502819 ACTGGAGCTGGGCGGAGACC 53 614
13253 13272 502820 GACTGGAGCTGGGCGGAGAC 55 615
13255 13274 502821 AGGACTGGAGCTGGGCGGAG 76 616
13257 13276 502822 ACAGGACTGGAGCTGGGCGG 77 617
13258 13277 502823 CACAGGACTGGAGCTGGGCG 74 618
13259 13278 502824 TCACAGGACTGGAGCTGGGC 90 619
13449 13468 502825 GCCTCAGCCTGGCCGAAAGA 80 620
13450 13469 502826 GGCCTCAGCCTGGCCGAAAG 72 621
13553 13572 444401 TTGCACTTTGCGAACCAACG 97 41
14037 14056 503047 TTCCTCCCCCAACCCTGATT 34 692
14255 14274 503048 AAGTTTGCAGCAACTTTTCT 0 693
14325 14344 503049 GCCCCTCGGAATTCCCGGCT 0 694
14343 14362 503050 CATCTCGGCCTGCGCTCCGC 39 695
14361 14380 503051 GCAGGCCCCCACATTCCCCA 0 696
14392 14411 503052 CTTCTGCACGCCTCCGTCTC 30 697

Ejemplo 8: Inhibicion antisentido de DMPK murina en hepatocitos primarios de ratén

[0299] Los oligonucleétidos antisentido dirigidos a un acido nucleico DMPK murino se probaron por su efecto sobre el
transcrito de ARN DMPK in vitro se transfectaron hepatocitos primarios de ratén cultivados a una densidad de 35.000
células por pocillo usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 8.000 nM. Después de aproximadamente
24 horas, se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripcion de DMPK mediante PCR cuantitativa
en tiempo real. Los niveles de transcripcion de ARN DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN,
medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de DMPK, en relacion con las
células de control no tratadas.

[0300] Los oligonucledtidos antisentido en las Tablas 14, 15 y 16 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento gap
comprende diez 2'-desoxinucledsidos y cada segmento ala comprende cinco nucletdsidos 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en cada
separador son 5-metilcitosinas. El 'sitio de inicio de destino murino' indica el nucledsido mas 5 al que se dirige el
oligonucledtido antisentido en la secuencia del gen murino. El "sitio de detencion de destino murino" indica el
nucleésido mas 3’ al que se dirige el oligonucledtido antisentido en la secuencia del gen murino. Todos los
oligonucleétidos antisentido enumerados en la Tabla 12 objetivo SEQ ID NO: 3 (GENBANK N° de acceso NT_039413,7
truncado de los nucledtidos 16666001 a 16681000). Todos los oligonucledtidos antisentido enumerados en la Tabla
13 se refieren a la SEQ ID NO: 4 (GENBANK N° de acceso NM_032418,1). Los oligonucleétidos antisentido de la
Tabla 14 ID SEQ ID NO: 5 (GENBANK N° de acceso Al007148,1), SEQ ID NO: 6 (GENBANK N° de acceso
AI304033,1), SEQ ID NO: 7 (GENBANK N° de acceso BC024150,1), SEQ ID NO: 8 (GENBANK N° de acceso
BC056615,1), SEQ ID NO: 793 (GENBANK N° de acceso BC075715,1), SEQ ID NO: 794 (GENBANK N° de acceso
BU519245,1), SEQ ID NO: 795 (GENBANK N° de acceso CB247909,1), SEQ ID N°: 796 (GENBANK N° de acceso
CX208906,1), SEQ ID NO: 797 (GENBANK N° de acceso CX732022,1), SEQ ID NO: 798 (GENBANK Access No.
S60315,1), o SEQ ID NO: 799 (GENBANK Access No. S60316,1). Ademas, el antisentido humano oligonucleétido
ISIS 451421 focalizacion SEQ ID NO: 800 (GENBANK N° de acceso NM_001081562,1) fue también incluido en este
ensayo y se enumera en la Tabla 14.

[0301] Los oligonucleotidos murinos de las Tablas 14, 15, y 16 también pueden ser reactivos cruzados con secuencias

de genes humanos. Los "desajustes” indican el numero de nucleobases por las cuales el oligonucleétido murino no
coincide con una secuencia del gen humano. Cuanto mayor sea la complementariedad entre el oligonucleétido murino
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y la secuencia humana, es mas probable que el oligonucleétido murino pueda reaccionar de forma cruzada con la

secuencia humana. Los oligonucleétidos murinos en las Tablas 14, 15y 16 se compararon con la SEQ ID NO: 800

(GENBANK N° de acceso NM_001081562,1). El "sitio de inicio de diana humana" indica el nucle6sido mas 5’ al que
se dirige el gapmer en la secuencia del gen humano. El "sitio de detencién de la diana humana" indica el nucledsido

mas 3’ al que el gapmer es la secuencia del gen humano diana.
ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente. Algunos de los oligonucleétidos antisentido

[0302] Varios de los oligonucledtidos antisentido probados demostraron una inhibicidn significativa de los niveles de
probados son reactivos cruzados con secuencias de genes humanos.
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Ejemplo 9: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK murina en hepatocitos primarios de ratén

[0303] Varios de los oligonucledtidos antisentido que exhiben inhibicion in vitro de DMPK en hepatocitos primarios de
raton (ver Ejemplo 8) se probaron a varias dosis. Las células se colocaron en placas a una densidad de 35.000 células
por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 1.000 nM, 2.000 nM, 4.000 nM, 8.000
nMy 16.000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las
células y se midieron los niveles de transcripcion DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto
de Cebador de cebador RTS3181 (secuencia directa GACATATGCCAAGATTGTGCACTAC, designada aqui como
SEQ ID NO: 771; secuencia inversa CACGAATGAGGTCCTGAGCTT, designada aqui como SEQ ID NO: 772;
secuencia de Cebador AACACTTGTCGCTGCCGCTGGCX, designada aqui como SEQ ID NO: 773). Los niveles de
transcripcion de DMPK se normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan en la Tabla 17 como porcentaje de inhibicion de DMPK, en relacién con las células de control no tratadas.

[0304] La mayoria de los oligonucleétidos antisentido probados demostraron una inhibicion dependiente de la dosis
de los niveles de ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 17: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de DMPK murina en hepatocitos primarios de raton

ISIS no 1.000nM | 2.000nM | 4.000nM | 8.000nM | 16.000 nM | Clsp (M)
451369 33 59 78 87 94 1,57
451371 60 77 84 90 91 0,24
451373 53 62 82 89 92 0,74
451374 33 42 76 88 94 2,00
451375 43 62 81 89 88 1,05
451378 39 79 80 87 94 0,87
451385 22 57 80 78 93 2,01
451393 49 63 86 80 80 0,59
451397 63 75 74 81 92 0,22
451398 29 72 84 83 90 1,29
451399 27 53 81 68 80 2,07
451401 34 71 87 86 92 1,12
451402 34 69 75 86 74 1,14

Ejemplo 10: Inhibicién antisentido de la actina esquelética alfa 1 humana en células HepG2

[0305] Los oligonucledtidos antisentido dirigidos a un acido nucleico de la actina esquelética alfal humana, un gen que
puede llevar una repeticion CTG expandida capaz de causar sintomas de DM1 cuando se inserta en modelos de ratén,
fueron probado por su efecto sobre la transcripciéon de ARN alfa-actina in vitro. Se transfectaron células HepG2
cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacion con oligonucleétido antisentido 10.000
nM. Después de aproximadamente 24 horas, se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripcion
de ARN de actina alfa 1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de transcripcion de ARN de actina alfa
1 se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan
como porcentaje de inhibicidn de la actina alfa1, en relacion con las células de control no tratadas.

[0306] Los oligonucledtidos antisentido de la Tabla 18 son gapmers 5-10-5, en donde el segmento de hueco
comprende diez 2’-desoxinucledsidos y cada segmento de ala comprende cinco nucleésidos de 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en cada gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en cada
separador son 5-metilcitosinas. El 'sitio de inicio de destino' indica el nucledsido mas 5 al que se dirige el
oligonucledtido antisentido. El 'sitio de detencién objetivo' indica el nucledsido mas 3’ al que se dirige el oligonucleétido
antisentido. Todos los oligonucledtidos antisentido enumerados en la Tabla 18 SEQ ID NO: 801 (GENBANK N° de
acceso NM_001100,3).

[0307] Las secuencias de oligonucledtidos antisentido probadas demostraron una inhibicion dependiente de la dosis
de los niveles de ARNm de actina alfa 1 en las condiciones especificadas anteriormente.
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Tabla 18: Inhibicién del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en células HepG2 por 5-10-5 gapmers dirigidos a

SEQ ID NO: 801
Sitio de Sitio de
inicio de parada de ISIS no Secuencia . % de SEQ
destino destino inhibicion ID NO.
16 35 445205 AGCGAGGCTTCACTTGGCGC 74 774
20 39 190403 GGGAAGCGAGGCTTCACTTG 75 775
1028 1047 190401 GCGGTCAGCGATCCCAGGGT 78 776
1058 1077 445225 GGGTGCCAGCGCGGTGATCT 73 777
1320 1339 445231 TGTTACAAAGAAAGTGACTG 74 778
1339 1358 445232 CGATGGCAGCAACGGAAGTT 96 779
1348 1367 445233 GTCAGTTTACGATGGCAGCA 100 780
1417 1436 445235 CAGGGCTTTGTTTCGAAAAA 91 781
1430 1449 445236 CCATTTTCTTCCACAGGGCT 99 782
1447 1466 445237 ATGCTTCTTCAAGTTTTCCA 97 783
1460 1479 445238 CAGAATGACTTTAATGCTTC 95 784

Ejemplo 11: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de actina alfa 1 humana en células HepG2

[0308] Varios de los oligonucledtidos antisentido que exhiben inhibicién in vitro de actina alfa 1 en células HepG2 (ver
Ejemplo 8) se probaron a varias dosis. Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se
transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 625 nM, 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y
20.000 nM de cada oligonucleétido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células
y se midieron los niveles de transcripcion de ARN de actina alfa 1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando
el conjunto de Cebador de cebador RTS3154 (secuencia directa CCACCGCAAATGCTTCTAGAC, designada aqui
como SEQ ID NO: 785; secuencia inversa CCCCCCCATTGAGAAGATTC, designada aqui como SEQ ID NO: 786;
secuencia de Cebador CTCCACCTCCAGCACGCGACTTCTX, designada aqui como SEQ ID NO: 787). Los niveles
de transcripcion de ARN de actina alfa 1 se normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan en la Tabla 19 como porcentaje de inhibicion de alfa 1 actina, en relacién con las células de
control no tratadas.

[0309] Varios de los oligonucleétidos antisentido demostraron una inhibicién dependiente de la dosis de los niveles de
ARNm de actina alfa 1 en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 19: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de la alfa 1 actina humana en células HepG2

ISISN® | 625nM | 1.250 nM | 2.500 nM | 5.000 nM | 10.000 nM | 20.000 nM | Clso (M)
445233 21 72 63 82 96 83 1,1
445236 26 68 82 91 90 91 0,8
445237 36 59 76 84 83 90 0,8
445232 14 42 54 59 80 91 2,6
445238 27 43 54 73 76 90 2,0
445235 26 52 29 58 59 24 0,7
190403 25 29 36 25 61 54 11,9
190401 17 14 40 68 76 72 3,9
445225 25 23 49 28 52 50 15,8
445205 26 31 34 28 55 36 7,6
445231 30 25 39 26 42 36 >20,0

Ejemplo 12: Inhibicion antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana por administraciéon intramuscular en
ratones transgénicos

[0310] Para probar el efecto de la inhibicion antisentido para el tratamiento de la distrofia miotonica, se requirié un
modelo de ratén apropiada. El modelo de raton HSA LR es un modelo establecido para DM1 (Mankodi, A. et al.
Science. 289: 1769, 2000). Los ratones portan un transgen de actina esquelética humana (hACTA1) con 220
repeticiones CTG insertadas en el 3' UTR del gen. La transcripcion hACTA1-UGexp se acumula en los focos nucleares
en los musculos esqueléticos y produce una miotonia similar a la del DM1 humano (Mankodi, A. y col. Mol. Cell 10:
35, 2002; Lin, X. y col. Hum. Mol. Mol. Genet,15: 2087, 2006). Por lo tanto, se esperaba que la mejora de los sintomas
de DM1 en el raton HSA LR mediante la inhibicién antisentido del transgén hACTA1 predeciria la mejora de sintomas
similares en pacientes humanos mediante la inhibicion antisentido del transcrito DMPK.
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[0311] Se generaron ratones DM1 HSA (actina esquelética humana) LR (repeticion larga) mediante insercion en
ratones FVB/N de un transgén con 250 repeticiones CUG en la UTR 3’ de actina esquelética humana. El transgen se
expresa en los ratones como un ARN de repeticion CUG, que se retiene en el nicleo, formando inclusiones nucleares
o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes con distrofia mioténica (DM1).

[0312] ISIS 190403 e ISIS 445238, que demostraron una inhibicion dependiente de la dosis estadisticamente
significativa in vitro (véase el Ejemplo 11), se evaluaron para determinar su capacidad para reducir el transcrito de
ARN de actina alfa 1 humana in vivo.

Tratamiento

[0313] Los ratones HSAR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con
pienso de ratén Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.

[0314] Los ratones se dividieron en dos grupos de tratamiento. Los dos grupos recibieron inyecciones intramusculares
directas de ISIS 190403 o ISIS 445238 a una dosis de 0,8 nM en el musculo tibial anterior en un lado. El musculo tibial
anterior contralateral en cada ratén recibié una dosis Unica de inyeccion intramuscular de PBS. EI musculo inyectado
con PBS actu6 como control.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0315] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aislo el tejido de los musculos
tibiales anteriores de ambos lados. ElI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se
normalizé a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 20, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo la
expresion de transcripcion de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion
del transcrito de actina alfa1, en relacién con el control PBS.

[0316] Los resultados indican que el tratamiento con ISIS 190403 e ISIS 445238 resultd en la inhibicion de los niveles
de ARN de actina alfa 1 en los ratones.

Tabla 20: Porcentaje de inhibicion de la transcripcion de ARN de actina alfa 1 humana en ratones HSA LR

ISIS N° % de inhibicion
190403 38
445238 40

Ejemplo 13: Inhibicion antisentido dependiente de la dosis de la actina alfa 1 humana por administracion
intramuscular en ratones transgénicos

[0317] ISIS 445236, que demostrd una inhibicién dependiente de la dosis estadisticamente significativa in vitro (ver
Ejemplo 11), se evalud su capacidad para reducir el ARN de la actina alfa 1 humana transcripcion in vivo.

Tratamiento

[0318] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con
pienso de ratén Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.

[0319] Los ratones se dividieron en tres grupos de tratamiento. Los grupos recibieron inyecciones intramusculares
directas de ISIS 445236 a dosis de 0,2 nM, 0,4 nM o 0,8 nM en el musculo tibial anterior de un lado. El tibial anterior
contralateral en cada raton recibié una dosis Unica de inyeccion intramuscular de PBS. El musculo inyectado con PBS
actué como control.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1
[0320] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisl6 tejido de los musculos

tibiales anteriores de ambos lados. ElI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se
normaliz6 a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 21, el tratamiento con ISIS 445236 redujo la expresion del
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transcripto de ARN de actina alfa humana en todas las dosis. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion
de la transcripcion de alfa 1 actina, en relacién con el control.

[0321] Los resultados indican que el tratamiento con ISIS 445236 dio como resultado una inhibicién significativa de la
alfa 1 de ARNm de actina niveles en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 21: Inhibicién de la transcripcion de ARN de actina alfa 1 humana por ISIS 445236 en ratones HSA LR

Dosis (nM) % de inhibicién
0,2 70
0,4 54
0,8 78

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0322] La miotonia se refiere al potencial de accion repetitiva que se debe a la relajacion retardada de las fibras
musculares. Este fendmeno se observa en pacientes con distrofia miotdnica, asi como en los ratones HSAR. Cuando
la aguja EMG se inserta en un musculo mioténico, la actividad eléctrica se prolonga hasta varios segundos después
de que la actividad de insercion normalmente deberia cesar. La frecuencia de las descargas mioténicas varia de 50 a
100 impulsos por segundo.

[0323] La miotonia se midié mediante electromiografia y se califico de la siguiente manera: el grado 0 se refiere a que
no se produce miotonia por ninguna insercién de aguja (0%); grado 1 se refiere a la miotonia provocada por menos
del 50% de inserciones de agujas; el grado 2 se refiere a miotonia provocada por mas del 50% de inserciones de
agujas; y el grado 3 se refiere a la mtonia provocada por inserciones de agujas al 100%.

[0324] Antes de la electromiografia, los ratones se anestesiaron usando i.p. un coctel de 100 mg/kg de ketamina, 10
mg/kg de xilacinay 3 mg/kg de acepromacina. La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos
gastrocnemios izquierdo y derecho, los musculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los musculos paraespinales
lumbares se realiz6 como se describié anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) usando
electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de agujas para cada musculo. Los datos
se presentan en la Tabla 22 como el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y
demuestra una reduccion significativa de la miotonia en ratones tratados con ISIS 445236.

Tabla 22: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucleotidos

antisentido
Tratamiento Dosis (nM) Grado de miotonia
PBS 2,7
0,2 1,3
ISIS 455236 0,4 1,0
0,8 1,0

Correccion del empalme alternativo

[0325] En el modelo de ratén DM1/HSAR, la acumulacion del ARN CUG expandido en el ndcleo conduce al secuestro
de proteinas de unién a poli(CUG), tales como musculo ciego tipo 1 (MBLN1) (Miller, JW et al. EMBO J. 19: 4439,
2000). El factor de empalme MBNL1, que controla el empalme alternativo del gen Sercal, esta secuestrado en focos
CUG expandidos. Esto desencadena la desregulacion de la unién alternativa de este gen. Para evaluar el efecto de la
inhibicion antisentido de la actina alfa 1 humana en dicho empalme alternativo, se purificd el ARN total del musculo
tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps utilizando el Mini Kit de tejido lipidico RNeasy (Qiagen), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La RT-PCR se realizé con el sistema SuperScript 1l One-Step RT-PCR y Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen), utilizando cebadores especificos de genes para la sintesis de ADNc y la amplificacion por
PCR. Los cebadores directos e inversos para Serca-1 se han descrito en Bennett y Swayze (Annu. Rev. Pharmacol.
2010; 50: 259-93). Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa, se tifieron con tincion con gel de acido
nucleico SybrGreen | (Invitrogen), y se tomaron imagenes usando una caja oscura inteligente Fuijifilm LAS-3000.

[0326] Los productos de PCR de empalme Sercal en el control de PBS demostraron la exclusion del exdon 22 como
resultado de la desregulacion de MBLN1. El tratamiento con ISIS 445236 dio como resultado en el exén 22 inclusion
y normalizacion de corte y empalme alternativo de la Sercal gen en el tibial anterior, gastrocnemio y musculos
cuadriceps.

[0327] Por lo tanto, la inhibicién antisentido de la actina alfa 1 corrigid la desregulacién de empalme de Serca1, lo que
indica que el tratamiento con oligonucleétido antisentido redujo la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares. La
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acumulacion reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo asi que ocurra
el empalme normal.

Ejemplo 14: Inhibicién antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana por administracion subcutanea en ratones
transgénicos

[0328] Se evaluaron ISIS 190403, ISIS 445236 e ISIS 445238 por su capacidad para reducir el transcrito de ARN de
actina alfal humana in vivo.

Tratamiento

[0329] Los ratones HSA'R se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con
pienso de ratén Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.

[0330] Los ratones se dividieron en cuatro grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones
subcutaneas de ISIS 190403, ISIS 445236 o ISIS 445238 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por semana durante 4
semanas. El cuarto grupo recibid inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El
grupo inyectado con PBS sirvio como el grupo de control con el que se compard el grupo tratado con oligonucleoétidos.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0331] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se extrajo tejido de los musculos
cuadriceps (izquierdo y derecho), musculos gastrocnemios (izquierdo y derecho) y musculos tibiales anteriores
(izquierdo y derecho). aislado. ElI ARN se aisl6 para el andlisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizé
a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 23, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo la expresion
del transcripto de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion de la
transcripcion de alfa 1 actina, en relacién con el control.

[0332] Tanto ISIS 445236 como ISIS 445238 demostraron una inhibicion significativa de los niveles de ARNm de alfal
actina en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 23: Porcentaje de inhibicion del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSAR

Tipo de musculo ISIS 190403 ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadriceps 16 83 72
Gastrocnemio 00 85 73
Tibial anterior 2 81 71

Hibridacion fluoroscente in situ de actina alfa 1 en musculos

[0333] Se fijaron secciones de tejido muscular congelado en paraformaldehido fresco al 3% en solucion de PBS
durante 15-20 minutos, después de lo cual se enjuagaron dos veces con PBS durante 5 minutos. Los nucleos se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% durante 5 minutos, después de lo cual el tejido se bloqued con suero de
CaBra normal durante 30 minutos. Las secciones se incubaron con un ARN de 2’-O-metilo dirigido a la alfa-actina que
esta marcada con 5'con Texas Red (Tecnologias Integradas de ADN). Las secciones se tifieron con DAPI para marcar
los nucleos. Las secciones fueron montadas y vistas con un microscopio de fluoroscencia estandar. La adquisicion de
imagenes se realizé mediante el software Metavue y la desconvolucion se logré mediante el software Autoquant.

[0334] Todas las secciones de tejido muscular de ratones tratados con ISIS 445236 e ISIS 445238 mostraron una
intensidad fluoroscente reducida de la sefal de actina alfa 1 en los focos ribonucleares, lo que indica la inhibicién
antisentido del ARNm de actina alfal humana y la reduccién del ARN en los focos nucleares.

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0335] La miotonia se refiere al potencial de accion repetitiva debido a la relajacion retardada de las fibras musculares.
Este fendmeno se observa en pacientes con distrofia miotdnica, asi como en los ratones HSA'R. Cuando la aguja EMG
se inserta en un musculo miotonico, la actividad eléctrica se prolonga hasta varios segundos después de que la
actividad de insercién normalmente deberia cesar. La frecuencia de las descargas mioténicas varia de 50 a 100
impulsos por segundo.

[0336] La miotonia se puede medir mediante electromiografia y se clasifica de la siguiente manera: el grado 0 se
refiere a que no se produce miotonia por ninguna insercion de aguja (0%); grado 1 se refiere a la miotonia provocada
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por menos del 50% de inserciones de agujas; el graC, se refiere a la miotonia provocada por mas del 50% de
inserciones de agujas; y el grado 3 se refiere a la mtonia provocada por inserciones de agujas al 100%.

[0337] Antes de la electromiografia, los ratones se anestesiaron utilizando i.p. 100 mg/kg de ketamina, 10 mg/kg de
xilacina y 3 mg/kg de acepromacina o 250 mg/kg de 2,2,2-tribromoetanol. La electromiografia en los cuadriceps
izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho, los musculos tibiales anteriores izquierdo y
derecho y los musculos paraespinales lumbares se realiz6 como se describié anteriormente (Kanadia et al, 2003,
Science, 302: 1978-1980) usando electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de
agujas para cada musculo. Los datos se presentan en la Tabla 24 como el grado promedio de miotonia observado en
cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccién significativa de la miotonia en ratones tratados con ISIS
445236 e ISIS 445238.

Tabla 24: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucleotidos

antisentido
PBS ISIS 190403 ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadriceps izquierdo 3,00 3,00 0,00 0,25
Cuadriceps derecho 3,00 3,00 0,00 0,00
Gastrocnemio 3,00 3,00 0,00 0,25
izquierdo
Gastrocnemio derecho 3,00 3,00 0,00 0,25
Tibial |zqg|erdo 275 250 0,00 0,00
anterior
Tibial derecho anterior 2,75 2,50 0,00 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 3,00 0,00 0,75

Correccion del empalme alternativo

[0338] El factor de empalme MBNL1, que controla Sercal El empalme, el empalme de m-titina, el empalme del gen
del canal de cloruro CIC-1 (Clcn1) y el empalme de Zasp, se secuestra en focos CUG expandidos. El secuestro de
MBNL1 desencadena el empalme desregulado en cada uno de estos genes. Para evaluar el efecto de la inhibicion
antisentido de la actina alfa 1 humana en el empalme, se purificé el ARN total del musculo tibial anterior, gastrocnemio
y cuadriceps y se realizé RT-PCR, como se describe en el Ejemplo 13. Los cebadores directo e inverso para Serca-1,
m-Titin, Clcn1y ZASP se han descrito en Bennett y Swayze, Annu. Rev. Pharmacol. 2010; 50: 259-93.

[0339] En ratones HSA'=R tratados con PBS, el empalme sercal esta desregulado como se demuestra por exclusion
del ex6n 22. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 resultd en la inclusion del exén 22 y la
normalizacion del empalme alternativo del gen Sercal en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y cuadriceps.

[0340] En ratones HSA'=R tratados con PBS, el empalme de m-Titina esta desregulado como se demuestra mediante
la inclusién del exon 5. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio como resultado la omisién del
exon 5 y la normalizacién del empalme alternativo del gen m-Titin en los musculos tibial anterior, gastrocnemio y
cuadriceps.

[0341] En ratones HSAR tratados con PBS, el empalme de Clcn1 esta desregulado como se demuestra por la inclusion
del ex6n 7a. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio lugar a la omision del exon 7a y la
normalizacion de corte y empalme alternativo de la CLCN17 gen en el tibial anterior, gastrocnemio, y los musculos
cuadriceps.

[0342] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme de Zasp esta desregulado como se demuestra mediante la
inclusion del exon 11. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio lugar a la omision del exén 11y
la normalizacién de corte y empalme alternativo de la ZASP gen en el tibial anterior, gastrocnemio, y los musculos
cuadriceps.

[0343] Por lo tanto, la inhibicidon antisentido de la alfa-actina corrigié la desregulacion de empalme Sercal, m-Titin,
Clcn1 y Zasp, lo que indica que el tratamiento con oligonucleétido antisentido redujo la acumulacién de CUGexp en
los focos nucleares. La reduccion de la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1
permitiendo asi que se produzca un empalme normal.

Ejemplo 15: Inhibicién antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana en ratones transgénicos

[0344] Inhibicion antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por ISIS 445236 e ISIS 445238 en miotonia
en ratones HSA'R se evalu6 adicionalmente.
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Tratamiento

[0345] Los ratones HSA'-R se dividieron en tres grupos de tratamiento. Los primeros dos grupos recibieron inyecciones
subcutaneas de ISIS 445236 o ISIS 445238 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por semana durante 2 semanas. El
tercer grupo recibio inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana durante 2 semanas. El grupo inyectado
con PBS sirvié como el grupo de control con el que se compard el grupo tratado con oligonucleétidos.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0346] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisl6 tejido de los musculos
cuadriceps, musculos gastrocnemios y musculos tibiales anteriores. EI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo
real de la actina alfa 1 y se normalizé6 a ARN de 18s. Como se presenta en la Tabla 25, el tratamiento con
oligonucledtidos antisentido redujo la expresion de transcripcion de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se
expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito de actina alfa1, en relacion con el control PBS.

[0347] Tanto ISIS 445236 como ISIS 445238 demostraron una inhibicion significativa de los niveles de ARNm de alfa
1 actina en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 25: Porcentaje de inhibicion del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSAR

Tipo de musculo ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadriceps 61 64
Gastrocnemio 68 37
Tibial anterior 68 41

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0348] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibial anterior izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realizd6 como se describio
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de
calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la Tabla 26 como
el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccion significativa de
la miotonia en ratones tratados con ISIS 445236 e ISIS 445238.

Tabla 26: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucleétidos

antisentido
PBS ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadriceps izquierdo 3,00 0,00 1,75
Cuadriceps derecho 3,00 0,00 1,75
Gastrocnemio izquierdo 3,00 0,25 1,5
Gastrocnemio derecho 3,00 0,25 1,00
Tibial izquierdo anterior 2,75 0,00 0,00
Tibial derecho anterior 2,75 0,00 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 0,50 2,00

Correccion del empalme alternativo

[0349] Para evaluar el efecto de ISIS 190401 en El empalme alternativo de Sercal, el ARN total purificado del musculo
gastrocnemio anterior tibial y el musculo cuadriceps se analizaron en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo
13.

[0350] En ratones HSA'R tratados con PBS, el empalme sercal esta desregulado como se demuestra por la exclusion
del ex6n 22, como resultado de la desregulacion de MBLN1. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS
445238 resultd en la inclusion casi completa y la normalizacion del empalme alternativo del exon 22 del gen Sercal en
los musculos tibial anterior y cuadriceps.

[0351] Por lo tanto, la inhibicién antisentido de la actina alfa 1 corrigi6 la desregulacion de empalme sercal, lo que
indica que el tratamiento con oligonucleétido antisentido redujo la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares. La
reduccion de la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo asi que
se produzca un empalme normal.

Ejemplo 16: Inhibicién antisentido dependiente de la dosis de actina alfa 1 humana en ratones transgénicos
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[0353] Se evalud la inhibicion dependiente de la dosis del transcrito de ARN de actina alfa 1 humana por ISIS 445236
e ISIS 445238 sobre miotonia en ratones HSAR.

Tratamiento

[0353] Los ratones HSA'R fueron inyectados subcutaneamente con ISIS 445236 o ISIS 445238 a dosis de 2,5 mg/kg,
8,5 mg/kg o 25,0 mg/kg dos veces por semana durante 4 semanas. El grupo control recibié inyecciones subcutaneas
de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirviéo como el grupo de control con
el que se comparo el grupo tratado con oligonucleétidos.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0354] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisl6 tejido de los musculos
cuadriceps (Quad), musculos gastrocnemios (Gastroc) y musculos tibiales anteriores (TA). EI ARN se aisl6 para el
analisis por PCR en tiempo real de alfa 1 actina y se normalizé a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 27, el
tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo la expresion de transcripcion de ARN de alfa-actina humana. Los
resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito de actina alfa1, en relacién con el control PBS.

[0355] Ambos oligonucledtidos antisentido demostraron una inhibicion dependiente de la dosis de los niveles de ARNm
de alfa-actina en los musculos cuadriceps, musculos gastrocnemios y musculos tibiales anteriores en las condiciones
especificadas anteriormente.

Tabla 27: Inhibicion dependiente de la dosis del ARN de actina alfa 1 humano transcripcién en ratones HSA-R

mg/kg/semana Quad Gastroc Ta
ISIS 445236 5 24 36 46
17 53 57 59
50 86 86 90

ISIS 445238 5 21 37 3
17 30 39 60
50 59 81 70

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0356] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho (Quad), los musculos gastrocnemio izquierdo y
derecho (Gastroc), los musculos tibial anterior (TA) izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se
realizaron como se describié anteriormente (Kanadia et al. 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de
electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos
se presentan en la Tabla 28 como el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y
demuestra una reduccion significativa de la miotonia dependiente de la dosis en ratones tratados con ISIS 445236 e
ISIS 445238.

Tabla 28: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucledtidos

antisentido
ma/ka/semana Quad Quad Gastroc | Gastroc TA TA Paraespinales
9/kg Izquierdo | Derecho | Izquierdo | Derecho | Izquierdo | Derecho lumbares

PBS - 3,00 3,00 3,00 3,00 2,75 2,75 3,00

SIS 5 3,00 3,00 3,00 3,00 2,25 2,25 3,00

445236 17 0,75 0,75 0,75 1,00 0,00 0,00 1,75
50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ISIS 5 2,75 2,75 2,50 2,50 2,00 1,75 2,75

445238 17 3,00 3,00 2,00 2,25 0,00 0,00 2,75
50 0,75 0,75 0,25 0,25 0,00 0,00 1,00

Correccion del empalme alternativo

[0357] Para evaluar el efecto de ISIS 190401 en el empalme alternativo de Sercal, ARN total purificado del tibnecro
anterior gastrocnemio y musculo cuadriceps analizado en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 13.

[0358] En ratones HSAR tratados con PBS, el empalme sercal esta desregulado como lo demuestra la exclusion del
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exon 22, como resultado de la desregulacion de MBLN1. El tratamiento con ISIS 445236 o ISIS 445238 a dosis de 8,5
mg/kg o 25,0 mg/kg dos veces por semana (o 17,0 mg/kg/semana y 50,0 mg/kg/semana) dio como resultado la
inclusion completa y la normalizacion del empalme alternativo de exdn 22 del gen Sercal en los tres tipos musculares.

[0359] Por lo tanto, la inhibicién antisentido de la actina alfa 1 corrigié la desregulacion de empalme de Serca1, lo que
indica que el tratamiento con oligonucledtidos antisentido redujo la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares.
La reduccion de la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo asi
que se produzca un empalme normal.

Ejemplo 17: Inhibicién antisentido in vivo por un oligonucleétido dirigido a la regién codificante de HSA de la
actina alfa 1 humana en ratones transgénicos

[0360] Inhibicion antisentido del transcrito de ARN de la actina alfal humana por ISIS 190401 (5-
GCGGTCAGCGATCCCAGGGT-3’ (SEQ ID NO: 788), se evalud el sitio de inicio objetivo 1028 de SEQ ID NO: 1)
sobre miotonia en ratones HSA-R.

Tratamiento

[0361] Los ratones HSA'-R recibieron inyecciones subcutaneas de I1SIS 190401 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibio inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana
durante 2 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvi6 como el grupo de control con el que se comparé el grupo
tratado con oligonucledtidos.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0362] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisl6 tejido de los musculos
cuadriceps, musculos gastrocnemios y musculos tibiales anteriores. EI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo
real de la actina alfa 1 y se normalizé a ARN de 18s. Como se presenta en la Tabla 29, el tratamiento con
oligonucledtidos antisentido redujo la expresion del transcripto de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se
expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito de actina alfa1, en relacién con el control PBS.

[0363] El tratamiento con ISIS 190401 dio como resultado una inhibiciéon significativa de los niveles de ARNm de alfa-
actina en el musculo cuadriceps, el musculo gastrocnemio y el musculo tibial anterior en las condiciones especificadas
anteriormente.

Tabla 29: Inhibicién antisentido del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

Tipo de musculo % de inhibicién
Cuadriceps 85
Gastrocnemio 86
Tibial anterior 89

Evaluacién de miotonia por electromiografia

[0364] Se realizd electromiografia en cuadriceps izquierdo y derecho, musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
tibial izquierdo y derecho, musculos anteriores tibiales y musculos paraespinales lumbares. Como se describid
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de
calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la Tabla 30 como
el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccion significativa de
la miotonia en ratones tratados con ISIS 190401.

Tabla 30: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucleétidos

antisentido
PBS ISIS 190401
Cuadriceps izquierdo 3,00 0,00
Cuadriceps derecho 3,00 0,00
Gastrocnemio izquierdo 3,00 0,00
Gastrocnemio derecho 3,00 0,00
Tibial izquierdo anterior 2,50 0,00
Tibial derecho anterior 2,50 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 0,50
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Correccion del empalme alternativo

[0365] Para evaluar el efecto del ISIS 190401 en el empalme alternativo de Sercal, se analizé el ARN total purificado
del tibial anterior gastrocnemio y el musculo cuadriceps en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 13.

[0366] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal esta desregulado como lo demuestra la exclusion del
exon 22, como un resultado de la desregulacion de MBLN1. El tratamiento con ISIS 190401 resulté en la inclusion
completa y la normalizacion del empalme alternativo del exén 22 del gen Sercal en los tres tipos de musculos.

[0367] Por lo tanto, la inhibicién antisentido de la actina alfa 1 corrigid la desregulacién de empalme de Serca1, lo que
indica que el tratamiento con oligonucleétido antisentido redujo la acumulacion de CUGexp en los focos nucleares. La
acumulacion reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo asi que ocurra
el empalme normal.

Ejemplo 18: Duracion de la accion de la inhibicion antisentido por un oligonucleétido dirigido a la actina alfa
1 humana en ratones transgénicos

[0368] Se evalud la duracion de la accion de la inhibicion antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por
ISIS 445236 en ratones HSALR.

Tratamiento

[0369] Los ratones HSA'-R recibieron inyecciones subcutaneas de ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibio inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana
durante 2 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvi6 como el grupo de control con el que se comparé el grupo
tratado con oligonucledtidos. Los ratones fueron analizadoSssemanas después de la administracion de la ultima dosis.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0370] Seis semanas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisld tejido de los musculos
cuadriceps, musculos gastrocnemios y musculos tibiales anteriores. EI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo
real de la actina alfa 1 y se normalizé a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 31, el tratamiento con ISIS 445236
redujo la expresion del transcripto de ARN de actina alfa humana, y este efecto se mantuvo al menos durante 6
semanas. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito de actina alfa1, en relacion con el
control PBS.

[0371] El tratamiento con ISIS 445236 dio como resultado una inhibicidon significativa de los niveles de ARNm de alfa-
actina en el musculo cuadriceps, el musculo gastrocnemio y el musculo tibial anterior en las condiciones especificadas
anteriormente.

Tabla 31: Inhibicién antisentido del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

Tipo de musculo % de inhibicién
Cuadriceps 88
Gastrocnemio 76
Tibial anterior 67

Evaluacién de miotonia por electromiografia

[0372] Se realiz6 electromiografia en cuadriceps izquierdo y derecho, musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
tibial izquierdo y derecho, musculos anteriores tibiales y musculos paraespinales lumbares. Como se describié
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de
calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la Tabla 32 como
el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccion significativa de
la miotonia en ratones tratados con ISIS 445236. Por lo tanto, el efecto de la inhibicién antisentido de alfa actina por
ISIS 445236 se mantuvo al menos durante 6 semanas.
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Tabla 32: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucledtidos

antisentido
PBS ISIS 445236
Cuadriceps izquierdo 3,00 0,00
Cuadriceps derecho 3,00 0,00
Gastrocnemio izquierdo 3,00 0,00
Gastrocnemio derecho 3,00 0,00
Tibial izquierdo anterior 2,50 0,00
Tibial derecho anterior 2,50 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 0,00

Ejemplo 19: Efecto in vivo de la inhibicion antisentido de ARNm con repeticiones CUG mediante
administracion intramuscular en ratones transgénicos

[0373] Se evalud el efecto de la inhibicion antisentido de transcripciones de ARNm que contienen multiples
repeticiones CUG sobre la miotonia en ratones HSA'R. Tres oligonucledtidos antisentido dirigidos a las repeticiones
CUG y con longitudes variables se analizaron para determinar su eficacia en la inhibicion de la miotonia en los ratones.
ISIS 444745 (AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA (SEQ ID NO: 789) es un oligonucledtido 2’-O-metoxietil
uniforme, de 25 nucledtidos de longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 444746
(AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG (SEQ ID NO: 790-0) es un uniforme -metoxietiloligonucleétido, 20 nucledtidos de
longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 444749 (GCAGCAGCAGCAGCA (SEQ ID NO: 791) es un
oligonucledtido uniforme 2’-O-metoxietil, *Nucleotidos de longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 445236
fue incluido en el ensayo como control positivo.

Tratamiento

[0374] Los ratones HSAMR se dividieron en tres grupos de tratamiento. Los grupos recibieron inyecciones
intramusculares directas de ISIS 444745, ISIS 444746 o ISIS 444749 a una dosis de 0,4 nM en el musculo tibial
anterior. el musculo tibial anterior contralateral en cada raton recibiéd una dosis Unica de inyeccion intramuscular de
PBS. El musculo inyectado con PBS actué como control.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0375] Veinticuatro horas después de la administracion final, los animales fueron sacrificados y se aislo6 tejido del tibial
anterior (izquierdo y derecho). ElI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizé
a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 33, solo el tratamiento con ISIS 444745 redujo la expresion de
transcripcion de ARN de actina alfa humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito
de actina alfa1, en relacién con el control PBS.

Tabla 33: Porcentaje de inhibicion del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSAR

ISIS N° % de inhibicion
444745 51
444746 0
444749 12

Ejemplo 20: Inhibicion dependiente de la dosis in vivo de ARNm con repeticiones CUG por administracion
intramuscular en ratones transgénicos

[0376] ISIS 444745 e ISIS 444746 se evaluaron adicionalmente para determinar su capacidad. para reducir el ARNm
de la actina alfa 1 humana in vivo.

Tratamiento

[0377] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con
pienso de ratén Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.
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[0378] Los ratones se dividieron eNggrupos de tratamiento. Tres de los grupos recibieron inyecciones intramusculares
directas de ISIS 444745 a dosis de 0,2 nM, 0,5 nM o 1,0 nM en el musculo tibial anterior en un lado. Otros tres grupos
dirigen inyecciones intramusculares de ISIS 444746 a dosis de 0,2 nM, 0,5 nM o 1,0 nM en el musculo tibial anterior
en un lado. El musculo tibial anterior contralateral en cada ratén recibié una dosis Unica de inyeccion intramuscular de
PBS. El musculo inyectado con PBS actué como control para el musculo correspondiente tratado con el oligonucledétido
ISIS.

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0379] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realiz6 como se
describié anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja
concéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la
Tabla 34 como el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccion
significativa de la miotonia en ratones tratados con ISIS 444745 o ISIS 444746. El efecto de la inhibicion antisentido
de alfa actina por ISIS 444745 y 444746 fue sostenido al menos durante 6 semanas.

Tabla 34: Reduccion dependiente de la dosis de miotonia en musculos de ratones HSAR tratados con
oligonucledtidos antisentido

0,2nM 0,5nM 1,0 nM
PBS 3,00 3,00 2,33
ISIS 444745 1,67 1,00 0,33
PBS 2,50 2,00 3,00
IS1S444746 2,00 0,00 1,00

Ejemplo 21: Efecto in vivo de la inhibiciéon antisentido del ARNm con repeticiones CUG por administracion
subcutanea en ratones transgénicos

[0380] Se evaluo el efecto de la inhibicion antisentido de las transcripciones de ARNm que contienen multiples
repeticiones CUG sobre la miotonia en ratones HSAR. ISIS 445236 se incluyo en el ensayo como control positivo.

Tratamiento

[0381] Los ratones HSAWR se dividieron en cinco grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron
inyecciones subcutaneas de ISIS 444745, ISIS 444746 o ISIS 444749 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por semana
durante 4 semanas. El cuarto grupo recibié inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana durante 4
semanas. El quinto grupo recibié inyecciones subcutaneas de ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvié como el grupo de control al que se comparé el grupo
tratado con oligonucledtidos.

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0382] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realizd como se
describié previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja
concéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la
Tabla 35 como el grado promedio de miotonia observado en cuatro ratones de cada grupo.

[0383] El tratamiento con ISIS 445236 condujo a una reduccion significativa en la miotonia. El tratamiento con ISIS
444745 e ISIS 444746 también dio como resultado una reduccion de la miotonia en algunos de los tejidos analizados.
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Tabla 35: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucledtidos

antisentido
PBS ISIS 444745 | ISIS 444746 | ISIS 444749 | ISIS 445236
Cuadriceps izquierdo 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
Cuadriceps derecho 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
Gastrocnemio 3,00 2,75 3,00 3,00 0,00
izquierdo
Gastrocnemio derecho 3,00 2,75 2,75 3,00 0,00
Tibial izquierdo 3,00 2.25 275 275 0,00
anterior
Tibial derecho anterior 3,00 2,25 2,50 2,75 0,00
Daracninalac himharac 2 NN 2 NN 2 NN 2 NN Nn NN

Ejemplo 22: Inhibicion dependiente de la dosis de ARNm larga repeticion CUG (ratones HSA'R) y una repeticion
corta CUG (HSA SR ratones) por administracion subcutanea en ratones transgénicos

[0384] la inhibicion dependiente de la dosis de transcritos de ARNm que contienen una repeticion larga CUG (ratones
HSAR) y una repeticion CUG corta (ratones HSASR) se evalud. Los ratones de repeticion corta HSA (HSASR) expresan
el transgen idéntico que los ratones HSAR, excepto que se insertan 5 repeticiones en lugar de 250 CUG en la 3’ UTR.
Los ratones HSASR no tienen miotonia, cambios de empalme ni ningln otro fenotipo de miotonia observable. Se uso
ISIS 445236 en este ensayo.

Tratamiento

[0385] Los ratones HSAWR se dividieron en cuatro grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron
inyecciones subcutaneas de I1SIS 445236 a dosis de 2,5 mg/kg, 8,5 mg/kg o 25,0 mg/kg dos veces por semana durante
4 semanas. El cuarto grupo recibié inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El
grupo inyectado con PBS sirvié como el grupo de control con el que se compardé el grupo tratado con oligonucleétidos.
Los ratones HSASR también se dividieron en cuatro grupos y se trataron de manera similar.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0386] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se extrajo tejido de los musculos
cuadriceps (izquierdo y derecho), musculos gastrocnemios (izquierdo y derecho) y musculos tibiales anteriores
(izquierdo y derecho) se aislé. EI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizé
a ARN de 18s. Los resultados se presentan en las Tablas 36 y 37 y se expresan como porcentaje de inhibicion de la
transcripcion de actina alfa1, en relacién con el control. Se logré una mayor inhibicién de la repeticién larga retenida
nuclearmente en el musculo de los ratones HSAR en comparacion con la repeticion corta no retenida nuclearmente
en el musculo de los ratones HSASR,

Tabla 36: Porcentaje de inhibicion del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSAR

Dosis (mg/kg) Cuadriceps Gastrocnemio Tibial anterior
25 24 36 46
8,5 53 66 59
25 86 86 90

Tabla 37: Porcentaje de inhibicion del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSA SR

Dosis (mg/kg) Cuadriceps Gastrocnemio Tibial anterior
25 15 14 0
8,5 30 11 0
25 59 48 54

Ejemplo 23: Inhibicién antisentido in vivo de DMPK humana en ratones transgénicos

[0387] Los ratones LC15, Linea A, son ratones transgénicos que contienen la DMPK 3'UTR humana completa
(desarrollada por Wheeler et al, Universidad de Rochester). Los ratones son la segunda generacion de ratones
retrocruzados a un fondo FVB. El transgen se expresa en los ratones como un ARN de repeticion CUG, que se retiene
en el nucleo, formando inclusiones nucleares o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes
con distrofia mioténica (DM1). Hay 350-400 repeticiones CUG en el transgen DMPK. Estos ratones muestran signos
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tempranos de DM1 y no muestran ninguna miotonia en sus tejidos musculares. ISIS 445569, ISIS 444404, ISIS 444436
e ISIS 473810, que demostraron una inhibicién dependiente de la dosis estadisticamente significativa in vitro (ver
Ejemplo 5), se evaluaron su capacidad para reducir el transcrito de ARN DMPK humano in vivo.

Tratamiento

[0388] LC15, los ratones Linea A se mantuvieron en un 12 horas de luz/oscuridad ciclo y alimentados ad libitum de
pienso normal de ratéon Purina. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucledétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.

[0389] Los ratones se dividieron en cinco grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones
subcutaneas de ISIS 445569, ISIS 444404 o ISIS 444436 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por semana durante 4
semanas. El cuarto grupo recibi6 inyecciones subcutaneas de ISIS 473810 a una dosis de 12,5 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. El quinto grupo recibié inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana durante
4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvid como el grupo de control con el que se compard el grupo tratado con
oligonucledtidos.

Inhibiciéon del ARN DMPK

[0390] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisl6 el tejido de los musculos
cuadriceps. EI ARN se aislo para el analisis por PCR en tiempo real de DMPK y se normalizé a ARN de 18s. Como se
presenta en la Tabla 38, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo la expresion del transcrito de ARN
DMPK humano. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién de la transcripciéon DMPK, en relacién con
el control PBS.

Tabla 38: Inhibicion antisentido del transcrito de ARN DMPK humano en ratones LC15

ISIS N° mg/kg/semana % de inhibicién
444404 50 20
444404 50 55
444436 50 41
473810 25 56

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0391] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibial anterior izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realizd6 como se describio
previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de
calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Dado que los ratones LC15 no tienen miotonia,
ni el grupo de control ni los grupos de tratamiento mostraron miotonia en ningiin musculo probado.

Ejemplo 24: Inhibicién antisentido in vivo de DMPK humana en ratones transgénicos

[0392] Los ratones LC15, Linea D, son ratones transgénicos que contienen la DMPK 3'UTR humana completa
(desarrollada por Wheeler et al, Universidad de Rochester). Los ratones son la tercera generacion de ratones
retrocruzados a un fondo FVB. El transgen se expresa en los ratones como un ARN de repeticion CUG, que se retiene
en el nucleo, formando inclusiones nucleares o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes
con distrofia mioténica (DM1). Hay 350-400 repeticiones CUG en el transgen DMPK. Estos ratones muestran signos
tempranos de DM1 y no muestran ninguna miotonia en sus tejidos musculares.

[0393] ISIS 445569, ISIS 444404, ISIS 444436 e I1SIS 473810 se evaluaron adicionalmente por su capacidad para
reducir el transcrito de ARN DMPK humano in vivo.

Tratamiento

[0394] Los ratones LC15, Line D se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum
con comida normal para ratones Purina. Los animales se aclimataron durante al menos 7 dias en las instalaciones de
investigacion antes del inicio del experimento. Los oligonucleétidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se
esterilizaron por filtracion a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleétidos se disolvieron en PBS al 0,9% para
inyeccion.

[0395] Los ratones se dividieron en seis grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones
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subcutaneas de ISIS 445569, ISIS 444404 o ISIS 444436 a una dosis de 25,00 mg/kg dos veces por semana durante
4 semanas. El cuarto grupo recibi6 inyecciones subcutaneas de ISIS 473810 a una dosis de 12,50 mg/kg dos veces
por semana durante 4 semanas. El quinto grupo recibioé inyecciones subcutaneas de I1SIS 473810 a una dosis de 6,25
mg/kg dos veces por semana durante 4 semanas. El sexto grupo recibié inyecciones subcutaneas de PBS dos veces
por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvié como el grupo de control con el que se comparo
el grupo tratado con oligonucledtidos.

Inhibicién del ARN DMPK

[0396] Veinticuatro horas después de la dosis final, los animales fueron sacrificados y se aisl6 el tejido de los musculos
cuadriceps. El ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo real de DMPK y se normalizé a ARN de 18s. Como se
presenta en la Tabla 39, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo la expresion del transcrito de ARN
DMPK humano. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion de la transcripcién DMPK, en relaciéon con
el control PBS.

[0397] Los resultados indican que el tratamiento con los oligonucleétidos antisentido dio como resultado la inhibicion
de DMPK ARNm en los ratones.

Tabla 39: Inhibicion antisentido del transcrito de ARN DMPK humano en ratones LC15

ISIS N° mg/kg/semana % de inhibicién
444404 50,00 24
444404 50,00 30
444436 50,00 17
473810 25,00 7
473810 12,50 18

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0398] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realizd como se
describié anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja
conceéntricos de calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Dado que los ratones LC15 no
tienen miotonia, ni el grupo de control ni los grupos de tratamiento mostraron miotonia en ningin musculo probado.

Ejemplo 25: Inhibicién antisentido in vivo de DMPK humana en el modelo de ratén transgénico SXL

[0399] Utilizando ASOs 444401 y 299471 dirigidos a hDMPK en el musculo séleo se midio en ratones SXL. El raton
SXL es transgénico para todo el gen DMPK y el promotor y contiene una secuencia de repeticion de 1000 CUG en el
3'UTR del gen DMPK. Los ratones recibieron una dosis de 50 mg/kg dos veces por semana durante 4 semanas (n =
3 ratones por grupo, excepto n = 2 para los controles inyectados con solucion salina). Los resultados de los ensayos
Tagman demostraron que el tratamiento con ISISI 444401 o ISIS 299471 redujo significativamente los niveles de
ARNmM de mut-hDMPK pero tuvo un efecto insignificante sobre los niveles de ARNm de Dmpk de ratén enddégeno.

[0400] Por lo tanto, ISIS 444401 e ISIS 299471 se dirigen selectivamente a la transcripcion de ARNm DMPK humano.

Ejemplo 26: Duracion de la accion de la inhibicion antisentido por un oligonucleétido dirigido a la actina alfa
1 humana en ratones transgénicos

[0401] Se evaluo la duracion de la accion de la inhibicion antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por
ISIS 190401 en ratones HSALR.

Tratamiento

[0402] Los ratones HSA'-R recibieron inyecciones subcutaneas de ISIS 190401 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibio inyecciones subcutaneas de PBS dos veces por semana
durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvi6 como el grupo de control con el que se comparé el grupo
tratado con oligonucleétidos. Los ratones fueron analizados 15 semanas después de la administracion de la ultima
dosis.

Inhibicién del ARN de actina alfa 1

[0403] Quince semanas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aislo tejido de los musculos
cuadriceps, musculos gastrocnemios y musculos tibiales anteriores. EI ARN se aisl6 para el analisis por PCR en tiempo
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real de la actina alfa 1y se normaliz6 a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 40, el tratamiento con ISIS 190401
redujo la expresion del transcripto de ARN de actina alfa humana, y este efecto se mantuvo al menos durante 15
semanas. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del transcrito de actina alfa1, en relacion con el
control PBS.

[0404] EI tratamiento con ISIS 190401 dio como resultado una inhibicion significativa de los niveles de ARNm de alfal
actina en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 40: Inhibicién antisentido del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

Tipo de musculo % de inhibiciéon
Cuadriceps 74
Gastrocnemio 81
Tibial anterior 75

Evaluacién de la miotonia por electromiografia

[0405] La electromiografia en los cuadriceps izquierdo y derecho, los musculos gastrocnemios izquierdo y derecho,
los musculos tibial anterior izquierdo y derecho y los musculos paraespinales lumbares se realizd6 como se describio
previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de
calibre 30 y un minimo de 10 inserciones de aguja para cada musculo. Los datos se presentan en la Tabla 41 como
el grado de miotonia promedio observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reduccion significativa de
la miotonia en ratones tratados con ISIS 190401. Por lo tanto, el efecto de la inhibicién antisentido de alfa actina por
ISIS 190401 se mantuvo al menos durante 15 semanas.

Tabla 41: Reduccion promedio de la miotonia en varios musculos de ratones HSAR tratados con oligonucleétidos

antisentido
PBS ISIS 190401
Cuadriceps izquierdo 3,0 0,0
Cuadriceps derecho 3,0 0,0
Gastrocnemio izquierdo 2,5 0,0
Gastrocnemio derecho 2,5 0,0
Tibial izquierdo anterior 2,5 0,0
Tibial derecho anterior 2,5 0,0
Paraspinales lumbares 2,5 0,0

Correccion del empalme alternativo

[0406] Para evaluar el efecto de ISIS 190401 sobre el empalme alternativo de Sercal, ARN total purificado del tibnecro
anterior gastrocnemio y musculo cuadriceps analizado en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 13.

[0407] En ratones HSA'=R tratados con PBS, el empalme sercal esta desregulado como se demuestra por exclusion
del ex6n 22. El tratamiento con ISIS 190401 resultd en la inclusién completa y la normalizacion del empalme alternativo
del exdn 22 del gen Sercal en los tres tipos de musculos, que se mantuvo incluso después de 15 semanas.

[0408] Por lo tanto, la inhibicién antisentido de la actina alfa 1 corrigié la desregulacion de empalme de Sercal, lo que
indica que el tratamiento con oligonucleétido antisentido redujo la acumulacién de CUGexp en los focos nucleares. La
acumulacion reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo asi que ocurra
el empalme normal.

Ejemplo 27: Analisis de micromatrices del efecto transcriptomico de la inhibicion antisentido de la actina
humana

[0409] La expresion de ARNm de actina con repeticiones CUG expandidas provoca una remodelacion extensa del
transcriptoma muscular. Para evaluar los efectos transcriptomicos generales de ISIS 190401 e ISIS 445236, se
utilizaron analisis de micromatrices en ratones HSAR,

Tratamiento

[0410] Los ratones HSA'-R recibieron inyecciones subcutaneas de I1SIS 190401 o ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg
dos veces por semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibid inyecciones subcutaneas de PBS dos veces
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por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvié como grupo de control con el que se comparo el
grupo tratado con oligonucleétido.

Anélisis de transcriptoma por micromatriz

[0411] Se aisl6 ARN del musculo cuadriceps de ratones de tipo salvaje o HSA'R. La integridad del ARN se verifico
utilizando un bioanalizador Agilent (nimero de integridad del ARN>7,5). EI ARN se proces6 en ARN complementario
(ARNC) y se hibridé en microperlas utilizando los kits MouseRef-8 v2,0 Expression BeadChip (lllumina, San Diego), de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los datos de imagen se cuantificaron utilizando el software
BeadStudio (lllumina). Las intensidades de sefial fueron cuantiles normalizadas. Se utilizaron compensaciones
especificas de fila para evitar cualquier valor de menos de 2 antes de la normalizacién. Los datos de todos los
conjuntos de sondas con 6 o mas nucleétidos de repeticiones CUG, UGC o GCU se suprimieron para eliminar la
posibilidad de que las repeticiones expandidas en la mezcla de hibridacion (Repeticiones CAG en ARNc que se
originan a partir de repeticiones CUG en el ARNm) pudieran hibridarse con secuencias repetidas en las sondas para
eliminar los genes cuya expresion no se cuantificé facilmente en las matrices, se suprimieron las sondas que
mostraban un valor de p para la probabilidad de deteccién de <0,1 en todas las muestras. Las comparaciones entre
grupos se resumieron y ordenaron por rango mediante cambios de pliegue del nivel de expresion medio y las pruebas
t. El paquete de software R(Butler et al. Diabetes. 2002; 51: 1028-34) se utilizd para realizar analisis de componentes
principales (Levin et al. En Antisense Drug Technology: Principles, Strategies, and Applications, ST Crooke, Ed. (CRC
Press, Boca Raton, 2008), pp 183-215; Geary et al. Drug Metab. Dispos,2003; 31: 1419-28) en muestras de
microarrays de tipo salvaje, tratados con oligonucledétidos ISIS y tratados con PBS. Los componentes principales
permitieron la captura de la mayoria de la variacion de expresion en cada muestra dentro de 3 dimensiones. Se
trazaron los primeros tres componentes principales de cada muestra.

[0412] EI analisis del componente principal de ratones de tipo salvaje y HSAR no tratados demostro la segregacion
de HSALR |ejos de los ratones de tipo salvaje, en grupos ampliamente separados. En contraste, los ratones HSA-R
tratados con oligonucleétidos antisentido se agruparon mas estrechamente con los ratones de tipo salvaje, lo que
sugiere una tendencia general a la normalizacion del transcriptoma. Las comparaciones de ratones transgénicos
HSALR con ratones de tipo salvaje identificaron 93 transcripciones cuyos niveles de expresion se alteraron mas de dos
veces (P <0,0001), como se presenta en la Tabla 42 a continuacion. El grado de desregulacion para estas
transcripciones se redujo o normaliz6 para los oligonucleétidos antisentido (el 88% de las transcripciones desreguladas
respondieron a ISIS 445236, p <0,05 para ISIS 445236 frente al control de PBS, mientras que el 90% respondio a ISIS
190401).

[0413] Para considerar las transcripciones que tienen una caida fuera del objetivo, se identificaron todas las
transcripciones cuya expresion se redujo en ratones HSAR tratados con oligonucleotidos antisentido (>reduccion de
dos veces por cualquiera de los oligonucleétidos, p < 0,0001, n = 41 transcripciones). Todas las transcripciones que
fueron reguladas negativamente por estos criterios demostraron una regulacion positiva en ratones HSA'R. La Unica
excepcion, el colageno 6 alfa2, es poco probable que resulte de la escision fuera del objetivo porque estaba regulada
por los dos oligonucleétidos antisentido con secuencias no superpuestas.

[0414] Estos resultados indican que el tratamiento con oligonucleétidos antisentido durante 4 semanas dio como
resultado una mejora general del transcriptoma muscular sin ninguna evidencia de efectos fuera de la diana.
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LISTA DE SECUENCIAS

[0415]

<110>C. Frank Bennett
Susan M. Freier
Robert A. MacLeod
Sanjay K. Pandey
Charles A. Thornton
Thurman Wheeler
Seng H. Cheng
Andrew Leger

Bruce M. Wentworth

<120> MODULACION DE LA DISTROFIA EXPRESION DE MIOTONICA-PROTEINA QUIINASA (DMPK)
<130>BIOL0134WO

<140>PCT/US2011/044555
<141>2011-07-19

<150>61/365,775
<151>2010-07-19

<150>61/365,762
<151>2010-07-19

<150>61/478,021
<151>2011-04-21

<160>837

<170>FastSEQ para Windows Versién 4,0
<210>1

< 211>2877

<212>ADN

<213>Homo sapiens

<400>1
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aggggggctg
agtggccaga
ggcctggaca
ggggccatgg
gctggtgttg
ccaccaggag
gtgggcggag
gattctgaag
gacgggccag
ggtgtcgtge
gcagctgcac
gggcggggac
gcgcettctac
gcacagggac
cgacttegge
gggcacccca
aggcagctac
ctatgggcag
ctacaaggag
cttcattcag
cttceggaca
cccctttaca
cgggctcact

cctgecetttt
ccccacaccce
cctggagceccee
ccctgeggea
ggaggtgctce
gaacttcgcec
ccggcagttg
ggtccccagt
tgtgggccag
tgccagggtce
tctgtetegt
cgcagtctgg
tcecggggece
ctgeccagtte
gcccgecccee
aagggtcctt
tgctgetget
gaggccctga
tgttccatcc
gcatgacgce
tgcttttgee
tcggageccce
cgactcgetg
gaccccgaca
tcgecgaataa

<210>2
<211>14411
<212>ADN

<213>Homo sapiens

<400>2

gaccaagggg
gaggcccagg
ggggctgecca
tgctgeccetgt
gacccgggcet
ctgggegect
cccategtgg
gtgatcggac
gtgtatgcca
ttcegtgagg
ttcgecttcee
ctgctgacac
ctggcggaga
atcaaacccg
tcttgectca
gactacctgt
gggcccgagt
acgcccttcet
cacctctcecte
cggttgetgt
catcccttcet
ccggatttceg
gccatggaga

gtgggctact
atggaactgg
tcggtgtccee
gaggctgagg
acccggcaga
agtcaactac
caggagcgga
ccecegggeca
tgceegetgg
cctaggectg
gccgecgece
cgcecgeccag
cgttggaaga
acaaccgctce
tagecggeegg
gtagccggga
gctgetgetg
cgtggatggg
tccacgecacce
ctgectctggg
aaacccgcett
agccggetce
acaggctaca
ttccteggta
aaggccctcee
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tggggagaag
ggacagccag
ggccctgtga
ccaacatgtc
tcectggggcet
ccgaactgge
tgaggcttaa
gcggggegtt
tgaagatcat
agagggacgt
aggatgagaa
tgctgagcaa
ttgtcatgge
acaacatcct
agctgcggge
cccccgagat
gtgactggtg
acgcggattc
tgcegetggt
gtcceceegga
tctttggect
aaggtgccac
cactgtcgga

cctactcectg
aggccgagca
cacaggatga
ccgaggtgac
gcctgagecg
gcgaggcaga
tggagttgcet
cggatccacc
tggggccagg
gcctatcgga
tgggctgcat
gagccgcccg
ctgagtgccce
cgagcgtggg
ggagggaggyg
atgctgctge
ctggggggat
caaactgcag
cccacctatce
gagcgtctgg
tttcggggat
gccegetteg
ggacccccaa
tttattgtct
atctgcccaa
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gggaggaggc
ggacaggcag
caggaggacc
agccgaggtg
ggagcccectg
ccaggacaag
ggaggtccga
cagcgaggta
gaacaagtgg
gttggtgaat
ctacctgtac
gtttggggag
catagactcg
gctggaccge
agatggaacg
cctgecagget
ggcgctgggt
cacggcggag
ggacgaaggg
gacacggctg
cgactgggat
cgacacatgc
cattcgggaa

catggcccte
gctgcecttgag
aacagctgaa
gctgcgggag
ggagatggag
ggctcggaac
gcaggcagag
ttcccatcta
ccccatgecac
ggcgctttcee
tgggttggtg
cgctecectga
ggggcacggce
tctecegecca
gccgggteeg
tgctgetget
cacagaccat
gcctgggaag
gttggttcgce
cgcgatctcet
ccecgegeccee
gcggtttgga
caaccccaat
gtccceccacct
aaaaaaaaaa

ctecggecgge
acatgcagcc
ccgagccccce
cggctgaggce
ctcgaccttce
tacgtggccg
ctgcagaggg
gcggtagtga
gacatgctga
ggggaccggce
ctggtcatgg
cggattcegg
gtgcaccgge
tgtggccaca
gtgcggtege
gtgggcggtyg
gtattcgcecet
acctatggca
gtcecctgagg
ggccggggtyg
ggtcteceggg
aacttcgact
ggtgcgecge

agggacagtg
ccacacgtge
gtggcagttc
ctccaggaag
gccatccgea
cgggacctag
ggagccacag
gatggcccce
cgcecgecacce
ctgctectgt
gcccacgcecg
accctagaac
acagaagccg
gctccagtce
cggceggega
gctgetgcetg
ttctttettt
gcagcaagcc
aaagtgcaaa
gcectgettac
cctecteact
tatttattga
ccacgttttg
aggaccccca
aaaaaaaaaa

cgcagagaga
agggctccag
ggcccgggga
ggctccagca
tcctgggegt
acttcttgea
acgacttcga
agatgaagca
agaggggcga
ggtggatcac
agtattacgt
ccgagatgge
ttggctacgt
tcecgeetgge
tggtggctgt
ggcctgggac
atgaaatgtt
agatcgtcca
aggctcgaga
gagcaggcga
acagcgtgece
tggtggagga
taggggtcca

aggtcccagg
aagcgcccag
cagcggctgt
ccctggagga
cggacaacca
aggcacacgt
ctgtcacggg
cggccgtgge
tgctgetcecce
tcgeegttgt
gccaactcac
tgtcttcgac
cgcccaccge
tgtgatccgg
acggggctcg
ctgetgetge
cggccaggct
gggccgteeg
gctttettgt
tcgggaaatt
tgcgetgete
cctegtecte
gatgcactga
cceceecgaccee
aaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2877
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ctceccagece
aacggacctg
ggggagaaga
aattatcaga
ccttgectee
gaggccccga
ttggctctceg
ttectgtttet
attttggggt
tgggcagcag
caccccttece
agagagcctg
aagctgccct
aaccccceage
ttgctactgg
aaattcatca
cagctgagat
gaaggaggga
ctggaccaag
agagaggccce
acaggggctg
tggtgctgcece
ttggaccecgg
gagctgggcg
gagtgcctac
gcacagaggc
atcctgggge
cactctggag
gcttaggagt
ctcagggtca
gtgggctcta

agcgcectccee
cgagtcacac
gcatcctgee
actgcccagg
tagtttctca
cttccactct
gagccgcagg
aatcccagcece
ctegtttgee
gtcacccctg
ccacctecctg
agggctaaat
ggccteceegt
cctcacccecece
gtcactcage
cacctgtgge
tctccatgea
gcttgggggg
gggtggggag

aggggacagc
ccaggccctg

tgtccaacat
gcttectggg
cctccgaact
cctecggggcet
ctggctgttg
tcagagtgtg
gggcagagta
cacagcaggc

gggtcagggt
tggccctcte
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acccctttte
aactggtgac
cgcagccagyg
accacgtttc
ggcctggcece
ggagaaccgt
gagtgtgtct
tgggcaggaa
cagggagggc
ttcaggctct
ggaaaaaaaa
ttaactgtce
ccecttececa
tagcccccag
ctcaattggce
ttcctetgtg
ttceceectac
ctggcttgtg
aaggggagga
cagggacagg
tgacaggagg
gtcagccgag
gctggagcecce
ggcccaggac
cctgcagatg
ggggggcagg
gacctgggcce
aggtcagcag
taggctgceca
catgctggga
ccectggttte
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atagcaggaa
ccacaccagce
gcccctcecate
ccaggccctg
tctcaaggcece
ccaccctgga
tcecegegeca
tgtggctcce
ttggctccac
gagggtgcce
aaaaaaaaaa
gagtcggaat
ggcctcaacc
ttctggagcet
cctgtttcag
ctctaccttt
tctagcactg
aggggttaag
ggcctecggece
cagacatgca
accccgagece
gtgcggcectga
ctgctcgace
aagtacgtgg
gggtgggggt
atggcaggat
ctggggcaac
aggctagggt
acagcctcce
gctcectete
ctgtggcctg

aagccggage
ggctggagca
aaagtcctcg
cccagetggg
caggcaccce
aagaagagct
cccteccacece
cggccagggg
cactttecctce
cctectggte
aaaaaaagct
ccatctctga
cctttetecce
tgtcgggage
caatgggcag
ttattggggt
aagggttctg
gctgggagge
ggccgcagag
gccagggcetce
cceggeceegg
ggcggctcca
ttctectggg
ccgacttctt

ggggcaggag

gggcatgggg
atttctctgt

ggctgtgact
atggcctctce
ctaggaccct
gggcaagcca

ccagggaggg
ggaccctctt

gtgtttttta
actccteggt
aggccggttg
cagattcctce
cccgaaatgt
ccaaggagct
cceccagectt
ctgtcctcac
ggtataaagc
gtcacccaag
acccagcecce
aagggggtgg
gttcttcttg
gacagtgtga
aagggccctg
g99agggggg
agaagtggcc
cagggcctgg
ggaggggcca
gcagctggtg
cgtccaccag
gcagtggggt
acaggtctgg
agatcctcce
cctatgccac
cagagccatg
tgcacccege
cccceccaaaa

ggagggccag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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catggggcag
tgceoccoccaaca
ccagetttge
tgggttctte
cccaaagtct
cctgegtoct
ccttettgea
ctgecagetg
ctggtttett
actggtgttt
cteoegecotte
ccctoctact
cctctggaaa
tagtagagga
cgcteceeggyg
caggcctggy
ggcteotetee
coocggaacce
cocectoocat
aggcctecct
caggctgece
catctgtaaa
accoggagcoac
tteoceoccage
atctagaggt
aacgtggggyg
gaagaactgy
cecgttacece
ccgcaaaggyg
ttacacggtyg
aggcagagag
ttetggtgac
gettaaggag
ggogttoage
cataggggtt
tgggctggag
getgggtgca
ccactectgte
ggtgtatgce
ctgggeggac
gbgecctgea
ggtggatcac
cggggtgact
ggaagcteta
agagggtygtg
ctgecegttt
tettacetgg
gtgteotggga
tcagggggag
ttgaggggcg
ttatctctgy
gkcccageca
ccttctecagt
aagtttgggg
gecatagact
gatagcaage
ctggagaggyg
ctgtagaagce
aggggcggag
cteoegtgeag
tggccgactt
gccacagagce
tggatttgga

ctgcecagggg
ggtgeccagg
agacaggcgc
tgggtgtgtec
cggttectat
ttagttectec
agggettteco
cottgtetge
tcatteoeccag
ggtttttgge
coctgotteco
cocattteac
aaccttctecc
tgaagttggg
aggagcactc
gcgggggagyg
tccecteocecec
cccggaacec
acccatceet
gtcoccacag
agtttaacat

taaggggtag
ttgagtetgg
ccocaaatoca
actggataca
tggggecctg
gtcttattte
accctaacca
cttctcaggc
tttatgtggg
aaggggagac
coteoggttet
gtecocgactgo
gaggtaageoco
ggggcggggce
goggggettg
gaagegggtg
tcactatctc
atgaagatca
gtgggggget
ggtgtegtge
gecagetgeac
aggaagaggg
ggattggggg
tcaggtggat

ctggggtgat
aatgggataqg

cotattetet
tgaatctgec
ggggegggIy
gctggggctg
tccgtgatgg
acctggtcat
agcggattec
cggtgoaceg
ttgttecotg
accttottgg
cotacagggg

cetgotyggga
ggacatcaaa

cggctecttge
aactggggct
ggggaaaaga
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cgcagccgac
cactgggagyg
caccagtgce
tccttetttt
gagccgtgtyg
tggcccaggg

agggectyggyg
ccaccteocte

cacceotgece
octgtgtgtaa
tettgtgtece
agatgggaag
caacctccca
ttggcagggt
cttttgtgge
gggccagggt
gktcctcagee
ctctetttee
ctctecatee
tcocctgagece
tcctagteat
gactaaagca
gatatgtgac
gggtttteca
accccacgte
getgoacety
cttctceceocecct
tectgcacac
atctcacctc
gaagcccetyg
agacagaggg
tttececcac
agagggacga
gaaccgggceg
cttagaaatt
ggaccaatgg
gagttgggtc
gacctcaggt
tgaacaagtg
ttgaggatce
ttcegtgagy
ttcgocttee
acaagagccc
tgetgecegyg
gaggggectt
ctgggggact
gteottcagga
gggtgttggy
cagtgacatc
ccgecaggtgy
caggtctetyg
atcagggcct
ggagtattac
ggccgagatg
gettggetac
geogggttot
ttggggocceca
cggaaccocega
ccacagaagqg
cccgacaaca
ctcaagctge
gctgatgagg
ggtggtgtga

aggcaggtgt
gegghtgacte
coctectetyg
gtaggttctyg
ggtcagccac
cctccaacct
gecagggetyg
cocaagocca
ctetggecet

caaactgtgt
atcteotttet

gtggaggoca
cagcccctaa
aaactgagac
ccgagctgeca
tcctgetgec
ctggetggtt
tccagaacee
tgccteocact
acaagcctoco
aggaccttga
ctcecteetgg
catgetaccet
aagtgtggtt
tgggecgtta
aactgtcacc
tgttetttag
ccttggagec
tatgggagygyg
ggaagcagac
tggggettte
cacoooooca
cttogagatt
ggagccotgac
gatgaatgac
gegtoggtgtyg
tgggegagec
agcggtagtg
ggacatgectg
gogoecogte
agagggacgt
aggatgagaa
gtgetgteac
aaacgtcetgt

cectatetga
cttataaaga
attctaacgg
tggeectetgg
ccaggaaagt
tctetgattt
coccaaggatyg
caggggacta
gtgggcggygyg
gcgogettet
gtgeacaggt
tggaaggteca
ceggggagtyg

ggaagtygay
gaggttcatt

tecctgetgga
gggcagatgg
gatggaaggc
cccaggetta
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teggogecag
acgegggece
cgatccagga
cacccaccce
cattccecgee
tccagetgte
gaaggaggat
ggacteggge
catatgtetg
gtgacacttg
gaccocaggoc
agaagggcca
tgactctect
cgggtggggt
tctecgeggece
ttaaaagggc
cgtccetget
actgtetect
tettecaceoe
accccagcetg
cttetgagag
aggactgaga
ttgteteccot
caagaaccac
cccaggacat
tggagtcagg
ggtctgtect
ctctgggeca
catttttgge
agtcctaggg
cccettgtet
goggagocoa
ctgaaggtga
ttgactegtg
cgagecttag
gcaggtgggyg
cttttgtttt
aagatgaagc
aagaggygygcy
tecggetgea
gttggtgaat
ctacctggtyg
tggacgagga
gggaaagtcot
gacggggatg
tgtetetgtt
ggcocactgoc
gtteotettte
ttttttgttt
ggcecggeay
gggtgtctct
ccaaccacce
acctgctgac
acctggcgga
gggtgcagca
gagoocagag
cctgggagta
toeccaggtgg
tatceocaceoce
cegetgtgge
aacggtgagc
acagagtgtg
agtgtgecatc

cctectcoccage
tgtgggagaa
gggacaactt
caccecccagc
acccegggtc
ccacaaaacc
gcttecogett
tcactggtea
geceoteoagtyg
ttteoctgttt
tggtteoettt
ggccatteoag
ggccteeoctt
aggggtctgg
cctoccecetge
tcaatgtectt
ggcccactet
ctcectteoecet
cocgggagtec
gtceococace
goectgattgt
gatgggctgg
gtectgtteco
ctgeoatetga
tctacatgag
gtggaaggtg
tctgeagact
atgcectgtce
ccccagaacc
tgaagctgag
ccagtgeeoct
tegtggtgag
toggacgegy
gtgggcggyyg
aacctagggce
cggggcocacg
cccgecgtet
agacgggcca
aggtgagggg
gctecteoegg
ggggacoegygco
agctecocggge
ggtggggaga
gtgtgoeggta
gtgtecttea
geggggggte

tagggaagga
ccagaacate

gtgttttttt
atctetatgg
gggaggggtt
atgacgaacc
actgctgage
gattgtecatg
tggeegaggyg
aggocagggce

ggggtcoagaa
cactgocogg

ttetetttte
cacatcocgec
cagtgccctg
ggagegggac
tgtgtggcgg

1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
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agtattagac
agagctggty
cggtegetgy
ggcggtggge
ttcogoctaty
tatggcaaga
taggcogeoteco
ggtggacgaa

ggagacacgg
cctegactgg

caccgacaca
cggggtaggt
agttggagta
ctgectetgty
gggaacacaq
agtgcagggy
ggggagctat
taggccgtct
ccocttttget
tcatccagtt
ggaagcaaca
cccagcaatt
ctgggcaatg
gtggegeaty
tcaaggctge
ctetgkctea
tggetcacge
gagatcgaga
ttagoccagge
aatggegtga
gcotgggega
ctggacogeg
gceggtgggt
tctetactaa
tactggggaa
caagatcatg
aaaaaaaaaa
tgaggcaggc
ccoctgkbgtet
agctactcag
agtgggctgy
aaaaaaaaca
ggctgaggtt
gatcacttga
ccaaaaatat
gacgctgagy
gcaccactge
agaaaaaatg
acatgtaage
tgtgtgtett
cctgeckttt
ggcctocagy
gagttgcagy
gagttggagy
aacctcagag
agtacacaga
agttgtaaaa
attaatttag
gcaggtggat
ctctactaaa
acttgggagy
agatcatgce
aaaaaaaagt

caggcagagyg
ggcccagagy
tggctgtggg
ctgggacagg
aaatgttcta
tcgtecacta
caggctateg
ggggtococotg
ctgggooggyg
gatggtectec
tgcaactteg
acctgtggec
aggacagtgc
cccatctact
agcagtette
gtgggggact
ctgagctgag
ctecttcaceg
gaacaatact
geagtotaga
ggatacaaga
tggcaggeeg
tggtgagacoe
cotgtatact
agtgagctgt
aaaataagat
ctgtaatcte
ccatettgge
gtggtggogg
acccgggagy
cagagcgaga
geegggeget
catgagatca
aaatacaaga
gctgaggeag
ccactacact
aagggttggg
agatcactgg
actaaaaata
gaggctgagg
ggttgtgceca
gaactggget
ggaggactge
ggtcagaaga
aaaaaattag
caggagaatc
actccageet
ctggagggge
caagatcaaa
gcgcaggaga
gtgggctact
ggccacgagy
atcagtettg
accttaaatt
tcacagactyg
gccacaggac
gaatgcaaat
gcgggocgeyg
catgaggtca
aatacaaaaa
cgaggcagga
actgcactcec
atttatttag
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gaggggctaa
ggtgggceca
caceccagac
cagetacggy
tgggcagacg
caaggtgage
cetectetee
aggaggcteg
gtggagcagy
gggacagcgt
acttggtgga
cctgetogge
ctaccttetg
actgaggace
agacagtaag
cctgactcag
acttggaggyg
tgtaacaage
ggggatccag
gaattagaga
aaaaatgatg
aagtgggtgg
ccogteteta
cagcetactag
gattgtgcca
aaactgaaat
agcactttgy
taacacggtyg
gegectgtag
cagagtttge
ctotgteotea
gtggeteatg
ggagttttga
aaattagctg
gagaattgcet
ccagtetggy
caaggtggtt
aagtcaggag
caaaatttag
caggagaate
ctgeactcta
gggcacagtyg
ttgagcocag
tggagaccag
ccaggegtgg
gcctgaaccet
gggtaacaga
cactttagat
aagcagtgag
cactgtcgga
cctactoctyg
ctgettgage
gaaccttact
ttcagatcta
ggottcoocag
tteocagaactt
tetttgaate
gtggetcacg
ggagatcgag
aattageoegyg
gaatggcatg
agocctgggcyg
gccgggtgtg

gocatttgggg
ageectogete
tacctgtecce
cccgagtgtyg
cocttctacyg
acggeccgcag
ctetgageag
agacttcatt
cgacttcegyg
gocccecttt

ggacgggcetce

tgegggaace
gggtcoctgaa

cagcagtgac
gocccagagt
caaggaaggt
atgagaagca
tgtcatggeca
cacggaccaqg
attatggaga
gggccaggcea
attgettgag
caaaaatgtt
ggtggeoegac
ctgcactceca
taaaaaatag
gaggecgagy
aaaccccate
tcccagetac
agtgagccga
gaaaaaaasaa
cotgtaatec
gactaggctg
ggtgtggtet
tgaacctggg
tgacagagtg
cacgcctgta
ttcaagacca
ccaggettgg
gettgattga
ggctgggaga
gettatattt
agtttgggac
cotggocage
tagagggege
gggaggcgga
gcgagactcoce
aagecctgag
gggcecgeec
cattcgggaa
catggoccte
ttectgggte
gttttgggee
tgtacttcaa
aatcttgtaa
ggaaaatatg
agccatataa
cctgtaatcec
accatcctgg
geatggtgge
aacccgggag
acagagcaag
gtggetcacyg
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agtggttgga
tgeteootttt
cogagatect
actggtggge
cggattocac
ggagacctgy
gagcaccteot
cageggttge
acacatcecct
acaccggatt
actgecatgg
teocccatget
tecactcatte
ctagacttac
gatcaggget
cctggaggge
ggagaggact
tgettgctcg
atgagectetyg
gtgtggeagyg
cggtggetea
cccaggagtt
ttaaaaattg
gtgggettga
goctgggeaa
gctgggctgy
cgggtggatc
tectectaaaa
tecaggagget
gatecgtgeca
asaaaaaaaa
cagcactttyg
gocaacacgyg

cgggtgectyg
aggcagagtt
agactcetgte
atcccagaac
goctggocaa
tggegtatge
acctgggagy
cagcaagact
gtaatcgoecag
tacaacaget
gtggogaaac
ctgtaatete
ggttgcagty
gtatcaaaga
ttggggetgyg
tgacgactgec
ggtgcgcege
aggtaagcac
ctgetecttyg
caaagactcc
aatgttagat
ccattaactt
aagtttagac
caataaggece
tagcactttg
ctaacacggt
gggegcettge
goggagcettg
acteccogtete
cctgtaatte

aggagggecc
ggtccaggtyg
gcaggctgtyg
goctgggtgta
ggcggagace
cctetoccogyg
ctetgeeget
tgtgtecece
tettetttgyg
tcgaaggtge
tgageggggy
coctecataa
cccagageac
agtccagtgg
gagacaatgg
tttetggagt
cctectceoet
gctectgggtyg
gtcectgeoee
tgcectgaag
cgectgtaac
cgagaccagce
gttgggegtyg
goccaggagyg
cggagagaga
ccgggegtgg
acgaggtcag
atacaaaaaa
gaggecaggayg
ctgecactecca
aaaaaatagg
ggagtcocaag
tgaaacceeg
taattccagt
tgcagtgage
tcaaaaaaaa
tttgggagge
catggtgaaa
ctgtaatgee
cagagtttge
ccatctaaaa
cactttggga
gaggtaggeqg
cocgtoteota
agctacteag
agctgagatt
daaagaaaaa
tttgggggga
tgctcacate
taggggtcca
tgeccetggac
goagecaatyg
taagaggcca
tgaattttaa
ttacgtetgt
ttttacaate
atttaaaagt
ggaggccaag
gaaacccegt
ggtceccoaget
cagtgageccg
aaaaaaaaaa
cagtgeotttg

5700
5760
5820
5880
5940
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7880
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
g§520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
%000
9060
9120
9180
5240
9300
9360
9420
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ggaggatgag
gagaaacctec
teccagetac
gagctgagat
aaaaaaaaaa
agcactttgg
agcaacataa
tetgtgectyg
gtttgagget
tcaacaaaag
cagataagga
cacacgtgta
ttccecttce
actggacaac
cgctgegggy
atgtccagga
ggacagccac
ctgacctcaa
tggcocagage
aggggtotge
octggaccococa
gagaggggca
ctettegete
ccacaggaoca
ccctecectect
cgagcagctg
ggatgaaaca
ggtgagggcet
cagacagaaa
gtggggecatt
gagegetggt
ccetecaggge
gctgaatcat
ttgtecgtgag
ttagtgtttg
tggggetgag
ccagaaatgt
gtgeccaagt
aggctgaagt
tgcgggaget
agatggagge
cgygggccgygyg
actcaccgte
tagaggcoaca
caggtgagte
ccgeggggeg
caccgoocta
cgggggtece
cctgecteag
cagatatagg
cccagatcte
ccccaaccte
gatcgggtca
cagtgecccge
gtacgteoegyg
ccacoogett
cagccaatca
cgtgegagty
gtgegggece
ccgggtgttg
tccectgetee
gtggcccacy
tgaaccctag

gtgggtggat
atctctacta
tcaggagget
cgtgecattg
aaaaagtact
gaggctgaag
tgagacccetg
cagtccotage
tcagtgageco
tattaattac
aaaggaagtt
ctgacacatyg
tcatgectact
attacacata
cctgaacggt
tagctaggtc
ttecataccece
gttgccatet
caagcagtet
ageggtcoaca
agtocotgea
gggcttttec
tgetgeotece
gaagttctgg
ctcececcaggyg
cttgagccac
gtaagttggt
tcecgggtgg
ccacggagag
aagtaagggt
gaaggagaaa
aaaggccettg
teoctgagaaqg
ggcattaggg
agcaccoagaoco
ggaggtaggyg
tgaggggacg
cctgagtett
ggcagttcca
ccaggaagcc
catccgcacyg
atgcgggeeyg
cttacctece
cgtocggoag
cotcatgtgt
tgtatagaca
cttogocoot
cagtccocogyg
acctgectgec
gcectcaccecta
cctecegttea
gattcceccte
cctgtcectt
tggtggggec
ctgoccacge
agctgogeat
acacaggcocg
gactaacaac
acctatggge
acctegeecet
tgttecgeegt
ccggccaact
aactgtette
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cacctgaggt
aaaaacaaaa
gaggcaggay
cattccagec
aatttacagyg
tggacggatt
tctetacaaa
tactcaggag
atgatagatt
acaaataatg
gatatotegt
tttaaatagt
ttgtctaaga
ctatacctta
dgggtcaggat
ctgageegtg
agggaggagae
tggggtcecca
ccccatocagg
tgtecaaggga
gaaggtttag
taagragagyg
cttectcaaa
ttotecacea
acagtgaggt
acgtgcaagc
ggaggggagy
cgtgcactgt
acgaggttac
gtgtgtgttyg
caagccatgg
ggcaggtggyg
gctggagagyg
agctggaggyg
ctotggteeoe
aagggagggyg
gaggagtagg
ccaggagcca
geggetgtee
ctggaggagyg
gacaaccaga
gtggcaaccc
cacagtcaac
ttgcaggage
afalalal b fulalulal
cctggaggag
ccacgaogaooe
gocacggate
cattctgcag
cgtetttgeg
ggcctcacca
gctgtcectete
ctctctececag
aggececatg
cococteoege
ttgegggget
ctaggaagca
agctgtagge
gtaggegggyg
cteoccecegeag
tgttctgtct
cacecgeagte
gactcegggg

caggagtteg
ttagecagge
aatcagaacc
tgggcaacaa
ctgggcatgg
gcttcageee
aaattgaaaa
totgaagtag
ccagcectagyg
cattgottat
gagcoctoacca
ggagaacagg
gaacagttgg
tcattaatga
tgaacccatc
tteoccacagg
tgtcceette
tgeccagtet
teggecoctece
ggagatgage
aaagagcagco
aggggctatt
tecaggaggte
gagaatcagc
cccaggcoccco
gcccagectyg
gggtccgtea
agagccectet
ttcagacatg
ctggggatet
aaggaaaggt
aatcctgatt
coagcaggaa
attttgagca
tgtgtagatt
gettggatcea
ggataaacaa
caggecagect
ctgcggecaga
aggtgctcac
acttcgecag
ttggcatcecc
tacgecgagge
ggatggagtt
ggaggaccgg

ggaagggaco
tatgeootott

caccttecea
atcccctece
actttagagg
gattcecetec
gccccaccge
ctagatggecc
caccgcogec
cgtogogoco
gggccoacgyg
gocaatgacg
tgttggggeg
cgagtoccag
gtecctagge
cgtgccgeeg
tggcgecegec
ccecgbtgga
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agaccagcct
gtggtggecat
caggagggygy
gagtgaaact
tggectecacge
aggagttcaa
aatcgtgccea
gagaatcact
caacaaagtg
cacaagtaaa
gatggcagty
tgtttttttg
ttttctagte
actccagett
ctctattaga
agggactgct
ccacagctga
taggaccaca
tgtecctgagg
tgaccctaga
teccagggge
ggoetacetg
ttggaagcag
attetgtete
acacccatgg
gagccctegg
gggacaattg
agggacttce
ggacggtcete
gagaagtcga
gecaagtggt
tgttectgaa
acaaaaccca
gcagagggac
tagaggacca
ttgecaggage
ggattectag
taagecetggt
ggctgaggcoe
ccggcagage
gtegggatcyg
ctctegtecg
agaggctegg
goetgoaggea
gaggaggtgg
cacgcetgggg
tetteotoott
tgtaagacce
tggectectgy
gcagaagcoce
gggatctcce
tgagggctgy
ccceggeagt
acctgetget
cgegetocac
caggagggcg
agttcoggacyg
ggggcggggce
gagccaatca
ctggectate
cecctgggetyg
caggagcege
agactgagtg

gaccaacgtg
atacctgtaa
aggttgtggt
tcatctcaaa
ttggaatccc
gaccagectg
ggcatggtgg
tgagccotgga
agacctggte
ttagaaaata
gteoctgget
gtttgttttt
agcttttatt
gattctgaac
acccaggcge
gggttggagg
gtggggtgtyg
tctgtggagg
coctgagaag
acatggggyt
cocaaggocag
ggactotgtt
ctgeceoctac
cotococact
aactggagge
tgtcececaca
ggagagaaaa
tgaacagaag
tgtagttaca
tetttgaget
caggcogagaqg
aggtagtttyg
gcaaggcectt
ataggttgtg
gactcaggga
tatggggatt
cctggaacca
ccccatacac
gaggtgacge
ctgagceggg
gggccggggc
gecocggacgyg
aaccgggaco
gagggagcca
geegtetget
cacgoogoge
coagetgtea
ctetettteo
tecteecoegte
tttattcage
tagataacct
gctgggetce
ggctgtgggc
ccetgecagyg
cogococttyg
gatotteggg
ggattcogagy
gcagggaaga
gaggccocatyg
ggaggegett
cattgggttg
ccgegetece
ccoggggeac

9480

9540

2600

9660

9720

9780

9840

93900

9960

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
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ggcacagaag
ccagctccag
ccgeggeegyg
gctgetgetg
catttctttce
aaggcagcaa
cgcaaagtgc
tctgeetget
cceccectecte
ggatatttat
aatccacgtt
cctaggaccce
gactccacag
aggcgtgtgg
agggttgggg
gcgggeccace
gagaagaggg
cgccacgege
ccgtteeceeg
gggcggagcg
gcgtgcagaa

<210>3

ccgegeccac
tcctgtgatce
cgaacggggc
ctgctgctge
tttcggecag
gccgggecgt
aaagctttct
tactcgggaa
acttgcgcetg
tgacctcgtce
ttggatgcac
ccaccececga
tgtcegeggt
aggcggccga
gaggaaaagc
cggaggcacce
ggctgggcetg
atcecgetect
cccctectece
caggccgaga
g

ES 2756 326 T3

cgecctgecag
cgggeccgcece
tcgaagggtce
tgctgetget
gctgaggcece
ccgtgttcca
tgtgcatgac
atttgetttt
ctctcggage
ctccgacteg
tgagaccccg
ccctecgegaa
ttgcgttgtg
aggtctggga
cacggggcgyg
gcceeegecee
gcagcgcgeg
gggacgcaag
cggccagacce

tggggaatgt

ttcacaaccg
ccctagegge
cttgtagceceg
gctgetgetg
tgacgtggat
tcctecacge
gcecctgetet
gccaaacccqg
cccageegge
ctgacaggct
acattcctceg
taaaaggccce
ggccggaggce
ggagctagcg
ggctttggeg
agctgtggece
cggccatcct
ctcgagaaaa
cgcecceeccecct

gggggcctge

ctcecgagegt
cggggaggga
ggaatgctgce
ctgctggggg
gggcaaactg
acccccacct
ggggagcgte
cttttteggg
tcegeeceget
acaggacccce
gtatttattg
tccatectgee
tccgecagegg
ggatgcgaag
tccggecaat
cagctgtgcece
ccttccactg
gttgctgcaa
gcggagccgg
agaggaccct

gggtctcege
ggggccgggt
tgctgetget
gatcacagac
caggcctggg
atcgttggtt
tggcgcegatce
gatceccgege
tcggeggttt
caacaacccce
tctgtceccca
caaagctctg
gccaatcecgg
cggccgaatce
aggagggcga
accgagcgtce
cgectgegea
actttctage
gaattccgag

ggagacggag

13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14411

<211>15000
<212>ADN
<213>Mus musculus
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cagtgtcccce
acacacagtt
ccecgtacceeg
gggccggaga
cacacccagce
cattcagcat
agaaggaaca
atagcagcaa
tgctgggcac
gcaagaagat
ctgcctgececa
acctgcccaa
cagaaaggtc
ctgectggececce
ggaaatctga
ggcccactte
gggaattagc
ggtctcacag
cctggtcagg
cagtcccttg
ccactgccag
tcectagtte
acccagcaag
cttttectete
agtgctactc
ttaggecctgg
tctecegggtt
ccagggcatc
tgtcccatgt
ttaacaagac
ggtcccctag
tccacccact
gtcccagcecat

agggcagggc
attttgaaag

actgcccaag
ctgcctgtgg
cacccttceceg
gacaggtgca
tggtggtgge
tggcegettt
caaacgctac
tgacaagctc
ggcactgtgce
tgctcaggaa
agagggcctce
gcgctgaggg
aggtatagga
atatggctca
agtgtagatg
tggcectgect
cagggtccag
atgggctgtg
cttgagcatg
ctttggaagg
gctagtaggg
acagacgagg
tcagttgtag
cactgtcgtce
tgggtcagtg
ggggcagatc
ctggcagaag
tccteccaac
tceceggecte
taatcatgat
gttggcccag
gccaagtaca
gtgactgttc
aggggccatc
tgttaaatta
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gctggectcca
gacctcacag
ggcacacctg
ggccceccetge
aaggctggtg
gccacactga
catagecectgg
agtggtcctg
cctcggatce
cgecctgacceg
atctgcacct
gcaccagttc
gacagaatgg
tccttagtac
gtgaaacttt
cttagacact
gcectgecactt
cagtggctgt
tggtctcagt
ctagagtcca
ctgcgggagt
agaccgaggce
aggtaggaca
ccectgtatge
gagacggccg
ccagctgggg
cccaggtgcet
caggcagctc
ctagccataa
ggaaggactg
ccatggggat
atgacctgtt
actcctggga
cccactecctg
tggaagccct
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tcacgtaccg
aagatgtgct
gtgccaccce
cccgetecct
ggcctagtge
ccctgcagga
gaaacatcag
ccececcgaag
atgaggtgcc
tgctactgtt
gggcccggec
tgtcecctace
ggggaaccac
ttcacactca
attcaggtct
gtttctgage
cctcttgetg
gctcttagtt
gtctaggacc
gaagccttag
tgactgagtt
ccaggcaggg
acccctgaag
ccaggacacce
agctgtttgt
cagcagctcce
gtctaatcca
ccccagtgge
ccecteeceege
ctccaagcecce
gtagtgtcct
ctctgaaaca
gagacttagce
cccaaactcc
gagggccctce

ctttggectca
ctcccecteat
accagcttct
gtctegttee
atcgatggag
gcggcgggac
ccgeggtgge
ccgattggac
actgctggag
cctggaggat
aggcaaggcg
ggatgccagt
agctaacgtc
aggcagaacc
agggatgtga
cagctgctga
ctgtgtggtc
ggtgaggtge
ctactctgee
aacgtcaggce
ctcacagaca
caagcaagtt
ctgcaagtgg
tggggccaca
tcctagcectag
aaggcctttg
cctttetect
actgtggtgt
tgacctcaag
cacgctgcac
gtgtggcctt
tcagtgttaa
ccacagtacc
accccttgcet
cttgttecccece

gctggccagg
ccgtctcetgg
ggtagttctc
aacagtctcc
cctggcatac
cggggagctg
agtgggggca
ccagctaagg
cctctegtgt
tgtatcatca
gtgagtccge
tatccgtceag
tttagagcct
tgtgtttata
ttgagctggg
aggcctggat
ctggtcattg
aggcctgtca
ctcagtcctt
agttgcagag
ccectetgte
ggcccaggtce
accccagttt
ttactgtgga
gacagcagct
ggtggctcct
cttgttctce
gaaatgtgga
aatcactgta
acatactggg
ggccctgtee
ccatatccct
cctgggtgag
atggtctgtg
tggacctctt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
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atttatacta
ggttgcagta
tcecececatece
aagaggctga
ccaggactat
cctgeectect
tctagtgcoca
ctaacttgte
gteoctotaate
ttggggttot
gocageaggt
ctectgocaa
cccaaagtbcg
actaccccct
tgagtctata
tctttatggg
gacattggge
aggaggggtt
aggaggcctt
catgcagecta
cgagcetoegyg
gctgaggcag
cgaccttete
tgtggccgac
cagaggtggg
tttttgtaag
cagggtcagt
gectatcteag
aaactggett
ctgccagggt
gtgtecagga
cagacaggog
gettotgagt
gteocatcocte
tgctgactta
ttatetgete
aacgacctgt
tctgocccatg
ggttgaggce
tagtgtctece
aactggggtg
geageoatect
gctgocttaa
cctagetgta
tecteceeget
aagggagate
ctgeteteoe
ataagaagac
tgctggaggy
cagttegagy
ctgatcatca
tgccctgcaa
aaagcagaat
cttacegeta
ccattgoage
tgategggoy
ttgatgtggg
atttaaggcet
cggggctaag
tcecetgecac
acagacgggc
cgaggtgagy
tectetactac

aagtccttgt
cttggectee
tagcecocegag
gatggecctte
ccaagcatge
ctgaacatgc
gotggaggte
goectggettyg
ctagcoocagg
cttttgetta
cacocotgge
aaaatggggyg
gaatccattg
caccceectgt
gactggetect
tgggtagagt
tectgaagagt
aaaaactggg
aagcatagaa
gggttetggg
ceccggggagg
ctccagcage
ctgggoegtac
ttettgeagt
tetacaggge
ggagccaagec
gaggccacct
cacccacact
catagcectce
gtggcccata
getatgaggg
cgaccgagea
gtgoccoateoco
ctggettote
aatgcoctte
ctgoccaaca
tttgttgcte
tgtgtgaccc
atecggttaga
ctcaaccttt
ggggcagyggy
gtgggcccet
aagggctcaa
tettececgg
tececeocacacyg
tgacctecet
c¢tetggetga
tetoctteace
cagtgaccect
ttgtggecceg
catgggagtg
ceoctgbggaa
cctaaageceg
gtgttctgat
aaggcttaaqg
tggggegtte
tggggcoataa
ggaggggtag
gttgggtgga
ctettgetgt
caagtgtatg
gccagggatt
ctecacaggtyg
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ttgecacagtyg
aagctgbget
cagagagcce
ctactaggtc
tctecttggg
ctttgcagte
atgattteceot
ctgtccagge

caggaatgtg
aggagggoect
ccetggegget
ggcogggtaat
ctgagtcacg
tgcccaggea
cctgggcact
caatgggggy
tttgagggge
aggcegggagd
ctggocagag
goeotggacag
ggccatggtyg
tggtgctgga
accaggagcet
ggggtgagta
aagaatggge
agagctcatg
atgactcage
aggacctgge
cccagtttce
ggcaggtgtt
cactgtgact
ccectttotgt
ctagcactet
atoctgetttt
cccagaggte
ttgagccaaa
tgtgcctatt
tagtgcattc
ctgetaagee
cttttgaagy
gtectgaceet
cccctgocag
cgoettgget
ctgeccactt
tcoctectece
ctgoccacee
accaccotag
cctttggaaa
cccecactte
agacattaag
aaaggcctga
acaggcagtt
atttaagggg
gacccttggt
gaggtccogadc
agcgaggtga
cagetgggge
gggeggaget
gataagggtyg
catcteggtt
ccatgaagat
agggcagcgc
tcgtgecttee

tttetgttee
ctgaccaaag
tctgaaagat
cttggagatg
gagaggagga
tgctgeecect
coccagagaa
agctoogooo
gotgeccocogyg
ggatccacca
gagcaaactec
acagcaggca
aagaagctge
tcagccettt
gacacctcce
gggcaaccect
cctggaagaa
ggggetggge
agacccaagg
gggcagccag
ttgeetgeee
coccaggcette
gggtgoctaet
tggataggaa
tatggagggg
acctgaccec
cagtgcagge
agctttcoctet
cagagtgtgg
tggcgtctge
cacagaggaoc
tococaaatt
gateoccogoaoo
gtggttetag
ttectecaggeco
goteocagett
attaagggtc
tcceectecte
tgtgaaagac
atggggtttg
ctgggaagga

gcctgggcgg
ctetocteoct

toccaaaccoo
atccttacte
cgcacoceca
cacaggaccet
ccaagaaage
ttettogtge
tgagagccec
tgegecaget
ctgggtccca
cagaaggaag
tcttetteee
tgcagaggga
gtetteagtg
agagccttaa
tgtggtcagt
gagtecotgte
cegtatttag
tatgaataag
cctecatctet

gggaagaaayg
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ctggggcagg
gaagcccaat
gagtctcogac
tttgaaactt
tgctggaatt
ggcccattta
ctggocacoe
tcaacococta
cctgtggeca
cttgootaoce
tetectgate
caggggctaa
cectggectt
cccccaacce
acctgtaact
ggagtattac
gggagttggg
caaggggtgg
gatagteagyg

gecctgtgac
aacatgtcag

ctgggactgg
cacctagcoe
geetggggtt
caggagygyce
aagcteccct
tggggtgggc
tttaggacce
ggagggacay
ctcecccaget
ctgggggaga
aagaggaagg
agoctttgtyg
ctocaagacct
tagtggacaa
accccagett
caggtcttga
cccegtttca
tttttetect
ggctggcagg
gecagtecttt
gggagggggc
coccacocoe
ctttettete
cceggectta
gtogeccagee
tataccctgg
ccettocaaca
tggetgtget
gggtgacctg
teteccactyg
caaacatcac
gaggctataa
ccacccocege
tgattttgag
gectgggaat
aaattgatga
gggeggtgtyg
tgggtgagee
gtageggtgg
tgggacatge
ccaacktcacc
ggatgtatta

gtagggtggg
cttagetgtt
ccccaaagte
gttttaaaca
gactgcactc
tgactggceca
tagaaagaaqg
aaatgtttet
aggagctatt
ccaggetgyyg
ttecttetac
atttaactgt
tgceecceceeee
ctceecagetc
ccctgtgete
tctgtcecet
gtgttggete
agaaaagagg
gacgggcaga
gggaagacac
ccgaagtgeg
agcecectget
aggacaagta
gggtgceaagyg
tggaaagggc
ggtgaggcac
atagectceet
ttggeteccte
cgtggggcag
gccctgacag
accagooogyg
aacaacttca
ggccoagattyg
ctaatteocte
gottggageco
cettacaagt
ttcttggectyg
cagatggaaa
ctcecagtett
gtaaactgag
tgtggecctga
ctgggttecece
cagocttgge
tgtgacceoca
gaacttceet
tcagacctag
agetttggtt
gtgtccagga
gacacagctc
acttagcacc
cctececttte
agaggttttg
agtcactacc
ccagtggagc
attttgaagg
ggaactttac
atgagottga
cacgtgagyyg
ttgotggttt
tgaagatgaa
tgaagagagg
tcctgtaget
gtgaaagggg

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
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accggegetyg
cogggttcag
gaagggagaa
gyggacgygy
tatctggttt
gaacggdgty
gtacctggte
ggageggatce
cteoegtgeac
cagaatttgt

ggtetagaat

gggaaggttt
agataacatt

caaactgcag
gaccggatta
ctgcgcacca
aggtgaggtc
ccgttggtgg
gegtgttege
agacatatge
ttagtggett
ttotgtgtat
cctggaactyg
ttgatcacte
ggctaactgt
ttgtcccega
taggtcgagy
agggtetecyg
gecaatttega
cctgecagtte
tggecaggty
tetetggtaa
gatcoteect
ctagagcact
cagtgagtga
acccagoctyg
atgcaggaga
agagagaagt
gtggagtttg
gataactgct
gaagacatgc
ttcaggtgag
attgaaggct
tgotgegatg
tteocacatgg
cogtggagetyg
cctoagootyg
tgggcotgage
cttcagtttt
ttctttcttt
tagtctttta
gaccaggctg
cacaccagaa
gggaattgaa
tecttoatgaa
gacataagac
gactgggtcot
gtataaccta
actccataga
acacaattgg
ttttttgagg
gggcatgtac
tggtgccaca

gatcacacag
gtgactagga
getgetgtag
gtaggattgt
ggcckttgga
tctttgggag
atggaatact
cocgoogaga
cggetggget

gtgggaagga
tgtagaateco

tocaagaaageo
ctgctggace
cctgatggaa
gIg9g4cgggy
tatttggaca
gectggtgget
agggectggyg
c¢tatgagatg
caagattgtyg
gtgotoccoag
gtatatectgt
gagtcacaga
tgcaagagcea
tgecttttctt
ggaagctcag
tggggcaggt
agacagtgta
tgtggtggag
ctgatcogtt
tggtggtgca
atcaaggcoca
tgaaaaataa
gctatgtatce
ggcctcacte
gaaagtgetg
tecttteteg
ctggtgtggg
ttagtggggg
agccacaaga
cccttggggt
cacgactgec
cagtcttcaa
aacoctgact
gagcoccatca
atgoagagge
tttocttgta
totecatetat
tgaggcactt
ctttctttet
gagacagggt
gtcttattta
gagggcatca
ctcaggacet
ggctgteteco
taggaaagca
cteocatetea
agaatctgag
atccaggatce
agcacataac
caggagctcc
caccatgeet
aacctgtaat
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ctgcacttty
aagagtgaca
atcggggggg
gtctcaagta
tggggcgctce
tcttggggge
acgtgggcgg
tggetegett
acgtgcacag
agggtacctg
tgggtggggt
acacttteocoe
gatgtgggeca
tggtaagaag
ctgggttgag
gtcaagggaa
gtgggcaccc
gcaggcagct
tteotatggge
cactacaggg
actgtetttt
gcactgagta
ctattgtgtg
gccagtgeac
tctaaatagg
gacctcattc
gatttccaga
ccccececttta
gaceggctca
gaggggactt
tacetttaat
tettggteta
aaaagggggt
cactcaggta
ttggcagtac
gagggcttoe
ggtgagtget
cagagccceca
cagttatgee
gecectgtetyg
goegoectgece
ccctgetggyg
accaagtatt
aaaagcaage
ctgaaggaag
aatggagggg
gagoacagga
gatcactagt
tccttectte
ttctttettt
ctttctatgt
tttattttat
gatcccatta
ctggaagagc
tectetgatga
getacacatg
tagetetgge
actcagecett
ttagaaaaac
aataatacaa
ttaatatagt
agtcaataaa
cccageactt
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ccttecagga
gttacatege
tgggggtggg
taggagagac
tctcactgtg
taccaaaccc
ggacctgcta
ctacctggeco

gtgggcegtgyg
aaggtcagat

ggaagtggat
tettetetet
cattegectg
agccktggega
gagcagygagyg
aggttttaag
cggactacect
acgggccaga
agacccocett
tgagcacaag
ttaaaagata
ggtgtgegaa
ctgocatget
tgaaacgaca
aacacttgtc
gtgggctget
aacatccttt
caccagactt
ctgcecatggt
cocctagecte
cgtagaactt
catagtgact
gttgacctte
tgaggacaca
taaaattgat
tggaggagga
ctecageoattt
atagaaagca
gtgaacatag
tettectagg
ttegtggget
gcectgbgtge
cctaggaget
tggggaggaa

ccaggacagyg
agetgettac

coaccaggaoc
tatgaaaatyg
cttccttect
ctttctttect
agctctgget
gtatgtgagt
cagatggetyg
agccagtget
cttgatgact
cactttgttt
catcctgoet
goagaatcct
aaacctgaaqg
cttttecagtt
ctaagccgec
gcctttaaaa
agaaggtaga

tgagaactac
cccaagtcaa
ggggacacac
cttecttgag
cgggggtcct
ctgtgacaca
acgctgetga
gagattgtca
cggggeccett
cccattgggg
cgagetgacg
atgecacaggyg
geagacttcyg
aactctccte
ggagcottggt
cattcaggte
gtctcctgag
gtgtgactgg
ctacgeggac
caccatgeag
tttatttata
ggtecagaggy
gagtgetggyg
gagccagete
gctgecegetg
gtgtcctget
cttetttgge
cgagggtgce
gagcyggggygc
ttccataaaa
cataggeoaga
tectaggecag
ctgggtecea

caggtgacca
tgtagggggae
gactagectga
taacaagecte
acaagataga
aggggegaad
agacgetgte
actcctactg
aggcccacca
gtctaagtta
aaggcttate
aactcacage
tgacttgate
agtgagggot
cccgatagge
tccttectte
ttctttcttt
gtcttggaat
ccactatcac
tgagccacca
cctgeectgt
ctagettgtt
atttttgttt
ggtgacatte
gctattaacg
tgtgacagtt
ttaaaaagtt
ctgegagtge
agcatccgtt
ggcaagatta

ctggtaaget
gaaggctgga
acaggggatg
acaggagtga
ctgtgcttgg
ceoegetececa
gcaagtttgg
tggcocataga
ggagggttag
acagaatecgg
ggcoctaaga
acatcaaacc
gecteoctgeet
attggtgaag
ctgggatgtc
tgattggecac
attctgcagyg
tgggcactgg
tocacageeg
gggggetgac
tgtgtgtgtt
catgggatec
aaacagaacc
tgcagccecag
gcagacacag
gagataaggc
cttgattggyg
acggacacat
ggggtacgta
ttggggtgat
ggcaggtgge
tcaggagtga
aattattatce
gtcccaaaga
tgggctettyg
goccagaagy
taggecctge
agagaaaatg
ggccatcteg
agacatgcag
ctgcatggec
cagccactca
ggctttetge
gggcttacgt

ggggcaggaa
cttatgtott

ccactcacaa
ttgoctgeoag
ctteccttect
ctttetttet
tcattctgta
tgtcctcaga
tgtggttgect
agaggecattt
gtgtcaagtg
tgetttttga
cagtccagtt
ggtctaggac
tattttaaga
ttetgtettyg
tgtgattgat
atgctggetyg
tcagaaattc

5840
€000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
B10O
Ble0
8220
8280
B340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
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aaggeccatce
aaagaaacaa
cattgaggag
aagtcccaga
ttatgagggt
taggagtgaa
atcaggecatg
atceccatget
caggcagcaa
acctecttta
ccotettocte
octgcagttge
gatcaagtgy
gecaactgee
ctgtagtcag
tgagatcctg
gctectectgyg
actgccaace
ggtgggatge
ggggttgcag
ctgaagceact
cctgttgact
gtacgggact
tgacctagtyg
gctccaggaa
ggccatcegg
gagaggagag
ttceocageeca
agctacagga
gettocagee
gggcagggga
cteoccacacte
gggccacgga
gatatgctac
cagaagaaag
tttecaggett
actagattce
tcteteoteca
caggceccat
accacgggce
ggagctcgge
ctaagtagce
tgocgggetgt
ctoccaggag
ccctaggect
tgocegecaca
gtgttteoceog
aggcctoecta
gcceccoceco
ctcecgetect
gcccagecace
cgcecgacctt
tcacttttte
gggacatecce
ttggettegg
gecactotaac
attgatcttyg
actcgacatt
gcgaataaaa
aaccgeoceyg
agaggggagy
ggagagaagc
cccagetgtyg

tgggetatac
aagataaata
goctgaggctyg
gectggecatag
azaataaaaat
ctgggaagca
ccteocaggeet
cottagageg
ggcagocaag
getttageet
ttetcagaga
ctgtgtcaga
tgagtagact
aggctgttaa
gaggcacagyg
tcttggagta
catgggggtyg
acctggagga
tggtttetta
aaagtgacaa
gtyggagetyy
acactgtocco
gatccagete
gctgtecctyg
gcectggaag
accgccaacec
cagcaaccct
actacaggag
acggatggag
aagyggyggeac

ggagteocagg
catacaccte

tccacetteco
ccacagccet
ctgocettea
ctegecaaat
cgcactgeoet
gectagatgge
gocacegeogt
tectgectage
ccaccgcagg
aatgacgagt
ggggaccaga
ccagtgggec
ggcotateeg
ctgggeotgea
ggagcocacct
ggaaggtcga
cccccoccace
gtgatccagg
cchtggttcct
gctttactca
actctcccag
attcecatag
acageotcoac
aacggagoca
ttatetgact
cotoggtatt
tacttetggt
caggccaatg
caaagcgcac
aacaagccac
ccactcaagt
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agtaatctaa
gcacccacta
gagcatcact
aggaactctyg
ttaccattgc
gggaacactt
gcacagggaa
ggttgggece
gtgetgagge
aggagccotgg
caatcaggte
cttgcoaaggg
gagaggtggg
ttcagtagga
cagaaaaatc
aaaaacaaag
gggtcagaaa
gtctggggta
aaagccacag
gacacaaact
gaggaacacyg
cagggaccca
caggtcccaa
ccectgbtgge
aagaggttct
agaacttete
cgcagtctcee
gecgaggtee
atgctgeagy
tgggtggaga
ctggggrace
tetettetee
catgtaagac
tectecegtece
ctcatccatt
ccteccoaag
cteoegeectge
ccceoocggecy
cacctgetge
tetgeccact
Jgaggggaggt
tccaacagga
gatgcgetcea
cctgtagect
aggegegttyg
ctgggttggt
tegeccocotyg
gcgaccaggyg
getecgetee
cctgocacct
gcagagctgg
gccccgacgt
ccatcagtta
tgatggatca
tectgggggt
cagotgoact
cactgacaga
tattgtotgt
ctgccctaaa
gagagtccaa
gaatcaggtt
cagagacacec
ttggaaaaaa

ggctagecctyg
ttgctaggeca
gcaaatttga
tctcaacaat
cacaaaaaat
agaggatgct
ggacaacttg
ageccaceet
cetggoagte
cetggtgeee
coggaccoca
cttgacttge
caaagcttcc
cactgtccce
ccaaattcaa
aagagaacta
gcaacaccaa
gacttggtga
ataggtggot
ggggaggcot
ctaaacttet

gggatgggya
ctetgatece
tgaggcagag
cacccggcag
caggtcaggyg
tcaccgatag
gaaaccgaga
ccccaggage
tggggggcat
goagoogoge
ttecagecat
cecteteteco
acgtttaggg
cagcatgeac
ggaactccet
tgctgggete
tggctgtggg
teccctgecag
gagtgtcace
attecgggcgg
gctectttctt
gaggcccate
agtgctaate
coetgetectg
ggccotatace
aaccoctaaga
agogacccoaa
acacttctgt
gycggecggy
tagccaccge
ggatgggcaa
caagccataa
gcaagacctc
tgetgoaact
alalalalala) Aalalsl
ctecgggace
coeccaccetac
tecogegeaa
tagagacaac
gaagggtggyg
accgcccceco
gtagggggtt
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gtctacaaga
atataaccct
ggccaggatyg
aaagagaact
gtaaatgaag
cactcacaca
tttecatgatt
ctgtggagtt
tgototette
acaggctagg
cacctatgga
agoaococcagt
tgggtgggtyg
aactggccca
ggcttgctcee
gggatagecte
ceggggoecty
acaaagttca
agcattggaa
aagggtaaag
gacttcoagoe
gaggtggacy
caccgacagyg
accacggtaa
agcectgagee
tcacagtgct
gtcocggecteac
cctggaggeg
cgcaggcgag
gttgggtgtyg
cactgeccttt
cacgggggtce
ccteccogat
toccattcocteco
tatctaccag
atactccegt
cgatcgggte
ccagtgcocoy
ggtatgteece
actgcttget
ccaatcaaca
gocgagceagac
tatgggtata
caaccttete
ttogoegetyg
ggoggtetea
ctocaageca
agcgtetetyg
gagcctgggt
gagggaggaa
tgctgcageca
actgctcage
gcatgagecce
tgccagcaca
cottoceoegt
ccaaageagt
cacgttttag
gacctcocact
tatctetgtt
caatggettg
gcttaggcat
acccteccecce

gggccagcag

gactctgtet
ataaccccac
gtcaacaaat
tatctagcat
agactgcttt
ggtatccacc
tgcaagcagc
atecgetcage
totgetetga
gagtcoctag
actagaggeoco
gtcooccoaceg
tacctgcagt
actgcacatc
cgttatgtaa
agaggtagat
ggagggaggyg
gaggccateca
agaggagtgg
coagggttgt
cttoagtteco
ggggagggaa
ctgaagagge
cgetgoagea
gcgagctgga
ggggtgaggg
tcecctatet
catgttecgge
tcecctcacet
tgaacccteg
ctecteocate
cocagteceo
cocccatetta
ttgggggtte
ctetecocteg
totggocteg
acctgtcocet
ctggtggggc
acgtecgece
gtgecctotgt
caggctgctyg
caactttagc
ggctgggegg
toctgoagat
ctotggetge
coccagtotyg
totttoattt
tgeocateoge
ccccacccag
cagggctcgt
gctgggeatt
tcatccgatt
cctatttececa
cacggagtet
gtacacgtet
gtoggtattt
atgcattgag
cocgaccott
gtggaaagga
agtgggaget
ccagccagta
ccagctgtga
cgggcacacco

9720

9780

9840

9500

9560

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10e&80
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
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atcttcccac
aagttgctgce
taccecgeggg
gcccttcaag
attaccttet
gggaaggcca
ggggggcgga
gagggggcca
ggagggggct
caaacatggc
cggcggegac
ccgaggggga
cceccgagtgg
tctcgececga
gcttgagecg
tgctgegege
ttctcgagag
gcgcgcegceta
accggcetgeg
attgcttcaa
ccacgcectga
gcaactggtt
gcaaaaggtg
gacccttcac
aggcacaccc
tctaagctgg

tgcgeetgeg
aaactttcta
gccgggaatt
ggacccggga
ccgttgetcet
aaagcgcggce
cacacaggga
gaagactgca
ggggaagccce
tacctecgect
cgaggagcag
ggcggcggceg
cceggggtcet
acaggtggca
cttecctggge
gcgggceccta
ccgececttte
ccacgaggcce
caagaagttc
ggagcgctcg
cgagaagcgce
caagaaccgg
aggggggaac
atccctcettce
tgggttctct
gaacgcagtg
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caagccacgce
gcgecgattcece
ccgaggggcg
gatgggagcg
gatagggaaa
cagagacgga
caaggacaga
aggggaccgg
gcgggaggcg
gcggagccga
gaggaggaag
gccggggcgyg
ccecgggaga
tgcgtgtgeg
gcgetgecce
gtggeccttcece
ccegecgece
gagcgggccc
cctectgececca
cgagcggege
cgecctggeca
cgacagcegeg
cgaccctcect
ggtggcgtcg
gggcatcact
ccaggaatgg

gcatccgett
ccgecccectee
gagcacggcg
gcttegegee
ctgaggcecct
gggaaaacaa
cccgagtgea
g9g9g9g9g9gggc
gcaaaggagg
gcgcggggcec
cgcgccagcet
gagatgcggc
ccgtgaccga
aggcgctgcet
cggcecgageg
agcggggtga
accacgcctt
gtggccgtge
agaccatctg
tcaaggcctg
cgctcaccgg
accgecactgg
tcecteggtgg
gcgagtgcat
gcctcagggg
g9g9g9g9g9gggc

tttggaccga
tcccagcetag
cggagatggg
cttaaccctce
gagtcagagg
agaatcctga
gagctgggtc
ggcgaggagg
gaggaacttt
cgcggctegg
tctgcagact
ggcggcggcg
ggtgcccact
gcaggcgggce
cctacgtgge
atacgccgag
cctgcaggac
gctgggcgcet
ggatggcgag
ctaccgcgge
cctctegett
gaccggeggt
ccgctggagt
aggctgagcg
cagaggttgt
gggggcggga

cactccagaa
atccaccgece
aagggagggg
cggacggcecce
cacacaaggg
cagccecggga
tagtctttgg
actgggcgga
ccaaagttge
ggggaggcgg
ctgcaggcag
gactctgggt
ggcctteget
cacgcecggcece
agcgatcegg
ctctaccaac
ctctacctge
gtggacaaat
gagaccgtct
aaccgctatce
acacaggtca
ggagcegecett
ctgcgcaagt
tggagagacc
tccagctact
cgggcagtga

13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000

<210>4

<211>1896
<212>ADN
<213>Mus musculus

<400>4
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65
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atgtcagccg
ggactggagc
ctagcccagg
cttaaggagg
gcgttcageg
attatgaata
gatgtattag
gagaactacc
agcaagtttg
atggccatag
attctgetgg
cagcctgatg
gagattctgce
tggtgggcac
gactccacag
ctggcagaca
gctgagataa
ggccttgatt
gccacggaca
ggcggggaga
gtgggctact
atggaactag
ccagtgtccce
gtggctgagg
gttctcaccce
ttcteccagee
cagctacagg
cccagtecccee
ggccagtgcce

aggatcccta
gctgetgecg
gtctggtgtt

aagtgcggct
ccectgetcega
acaagtatgt
tccgactgea
aggtagcggt
agtgggacat
tgaaagggga
tgtacctggt
gggagcggat
actccgtgceca
accgatgtgg
gaatggtgag
aggccgttgg
tgggcgtgtt
ccgagacata
cagttgtccc
ggctaggtcg
gggagggtct
catgcaattt
cgctgtcaga
cctactgcectg
aggccctgceca
caccggatca
cagagaccac
ggcagagcct
aactacagga
aacggatgga
gggccacgga
cgctggtggg

ggcctggcect
ccacactggg
tcececgggage

<210>5

<211>771
<212>ADN
<213>Mus musculus

<220>
<221>misc_feature
<222>89, 238, 506
<223>n=A,T,Co G

<400>5
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gaggcagctc
ccttctectg
ggccgacttce
gagggatgat
ggtgaagatg
gctgaagaga
ccggegetgg
catggaatac
cceegecgag
ccggetggge
gcacattcge
gtcgctggtg
tggagggcct
cgcctatgag
tgccaagatt
cgaggaagct
aggtggggca
ccgagacagt
cgatgtggtg
catgcaggaa
catggecctte
gttgecctgtg
agtggctgaa
ggtaacgctg
gagccgcgag
ggccgaggtce
gatgctgcag
tccaccttcee
gccaggceccece

atccgaggeg
ctgcactggg
caccttcgee
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cagcagctgg
ggcgtccacce
ttgcagtggg
tttgagattt
aaacagacgg
ggcgaggtgt
atcacacagc
tacgtgggcg
atggctcgcet
tacgtgcaca
ctggcagact
gctgtgggea
ggggcaggca
atgttctatg
gtgcactaca
caggacctca
ggtgatttce
gtacccccct
gaggaccggc
gacatgccce
agagacaatc
tcagacttgce
gaggccgace
cagcagctcc
ctggaggcca
cgaaaccgag
gccccaggag
catctagatg
atgcaccgcece

cgttgeetge
ttggtggcct
ccctga

tgctggacce
aggagctggg
tggagcccat
tgaaggtgat
gccaagtgta
cgtgctteeg
tgcactttge
gggacctgct
tctacctgge
gggacatcaa
tcggcetectg
cceccggacta
gctacgggcce
ggcagacccce
gggaacactt
ttcgtgggcet
agaaacatcc
ttacaccaga
tcactgccat
ttggggtgcg
aggtcccgga
aagggcttga
tagtggctgt
aggaagccct
tcecggaccge
acctggaggce
ccgcagccat
gcceeceegge
gtcacctgcet

tcetgttege
ataccggcgg

aggcttcctg
tgcctetcac
tgcagcaagg
cgggcgtggg
tgccatgaag
ggaagaaagg
cttccaggat
aacgctgcectg
cgagattgtc
accagataac
cctcaaactg
cctgtctcect
agagtgtgac
cttctacgeg
gtcgetgecg
gctgtgtcect
tttettettt
cttcgagggt
ggtgagcggg
cctgecectte
ccccaccect
cttgcagcecce
ccectgeccect
ggaagaagag
caaccagaac
gcatgttcgg
cacgggggtc
cgtggctgtg
gctceectgece

cgctgetcetg
tctcacceccceca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800
1860
1896
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cctgcceectg
gaagaagagg
aaccagaact
catgttcgge
cctcacctge
aaccctcggg
ctccatccte
gtcceeggge
agtgccecgcet
ttcctaggee
gcgccacact
gtttececegtyg
ccttctagga

tggctgagge
ttctcaccceg
tcteccagceca
agctacagga
ttccagccaa
gcaggggagg
cacactccat
cacggatcca
ggtggggcca
tggctatccg
gggctgcact
agcacccttce

aggtcgageg

<210>6

<211>434
<212>ADN
<213>Mus musculus

<400>6

gagagaccca
caggggcagce
gtgttgcctg
ggacccaggce
gctgggtgece
gcccattgea

ggtgatcggg
tttggectteg

aggggtagtc
caggccctgt

cccaacatgt
ttcctgggac
tctcacctag
gcaaggctta
cgtggggegt
gaca

<210>7

<211>2688
<212>AND
<213>Mus musculus

<400>7

ccacgcegtcee
gggcagccag
ttgcectgece
cccaggcette
gggtgcctct
cattgcagca
gatcgggegt
gtatgccatg
ccgggaagaa
tgccttccecag
gctaacgcetg
ggccgagatt
caaaccagat

gcccacgcegt
gccctgtgac
aacatgtcag
ctgggactgg
cacctagccce
aggcttaagg
ggggcgttca
aagattatga
agggatgtat
gatgagaact
ctgagcaagt
gtcatggcca
aacattctgce

ES 2756 326 T3

agagaccacg
gcagagctng
actacaggag
acggatggag
gggggcactg
agtccaggct
acacctctct
ccttececatce
ggacantgtc
aggcgegttg
gggttggttg
gcccectgaaa

acaggggagc

agggacgggc
gacgggaaga
cagccgaagt
tggagcccct
cccaggacaa
aggaggtccg
tcagcgaggt

ccggggcaga
gggaagaccc

ccgaagtgcg
agcccecetget
aggacaagta
aggtccgact
gcgaggtage
ataagtggga
tagtgaaagg
acctgtacct
ttggggagcg
tagactccgt
tggaccgatg
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gtaacgctgce
agccgcegage
gccgaggtec
atgctgcagg
ggtggagatg
ggggcaccgce
cttctectte
tagatggcce
accgccgtca
ctgctecetgt
gctataccgg
cctaagactt
gacccaaagc

agacatgcag
ccccgagcete
gcggctgagg
gctcgacctt
gtatgtggcce
actgcagagg
agcggtggtg

catgcagcta
cgagctccgg
gctgaggcag
cgaccttcte
tgtggccgac
gcagagggat
ggtggtgaag
catgctgaag
ggaccggcgce
ggtcatggaa
gatcceccgece
gcaccggctg
tgggcacatt

agcagctcca
tggaggccat
gaaaccgaga
ccccaggage
gggggcatgt
gccgegecac
cagccatcac
cccggeggtyg
cctgectgete
tcgeegetge
cggtcttcac
caagccatct
gtctctgtge

ctagggttct
cggcecgggyg
cagctccage
ctecectgggeg
gacttcttge
gatgattttg
aagatgaaac

gggttctggg

cceggggagyg
ctccagecagce

ctgggegtcecce
ttcttgcagt
gattttgaga
atgaaacaga
agaggcgagyg
tggatcacac
tactacgtgg
gagatggctc
ggctacgtge
cgecctggecag

ggaagccctg
ccggaccegcece
cctggaggeg
cgccggantce
tgggtgtgtg
tgcctttcte
gggggtccca
gctgtgggec
cctgccagga
tctggetget
ccagtctggt
ttcatttagg
c

ggggcctgga
aggggccatg
agctggtgcect
tccaccagga
agtgggtgga
agattttgaa
acacggagtc

gcctggacag
ggccatggtg
tggtgctgga
accaggagct
gggtggagcce
ttttgaaggt
cgggccaagt
tgtcgtgett
agctgcactt
gcggggacct
gcttctacct
acagggacat
acttcggcectce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
771

60

120
180
240
300
360
420
434

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ctgcctcaaa
ctacctgtct
gccagagtgt
ccecttetac
cttgtegetg
gctgectgtgt
tcctttette
agacttcgag
catggtgagc
gcgcectgece
ggaccccacce
tgacttgcag
tgtcecetgee
cctggaagaa
cgccaaccag
ggcgcatgtt
tccctaggece
ctgccgecac
ggtgtttcce
taggcctcct
cceececcececee
ctcegetect
gcccagcace
cgccgaccett
tcactttttce
gggacatccce
ttggcttegg
gcactctaac
attgatcttg
actcgacatt
gcgaataaaa
aaaaaaaaaa

ctgcagecctg
cctgagattc
gactggtggg
gcggactcca
ccgetggecag
cctgctgaga
tttggeccttg
ggtgccacgg

g99999cgggg
ttcgtgggcet

cctatggaac
ccecccagtgt
cctgtggcetg
gaggttctca
aacttctcca
cggcagctac
tggcctatcece
actgggctgce
gggagccacce
aggaaggtcg
cceecccace
gtgatccagg
cctggttect
gctttactca
actctcccag
attcccatag
acagcctcac
aacggagcca
ttatctgact
cctcggtatt
tacttctggt
aaaaaaaaaa
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atggaatggt
tgcaggccgt
cactgggcgt
cagccgagac
acacagttgt
taaggctagg
attgggaggg
acacatgcaa
agacgctgtc
actcctactg
tagaggccct
cceccaccgga
aggcagagac
ccecggcecagag
gccaactaca
aggaacggat
gaggcgegtt
actgggttgg
ttcgeeccecect
agcgaccagg
gctcegetee
cctgccacct
gcagagctgg
gccccgacgt
ccatcagtta
tgatggatca
tcetgggggt
cagctgcact
cactgacaga
tattgtctgt
ctgccctaaa
aaaaaaaaaa

gaggtcgetg
tggtggaggg
gttcacctat
atatgccaag
ccccgaggaa
tcgaggtggg
tcteccgagac
tttcgatgtg
agacatgcag
ctgcatggce
gcagttgecet
tcaagtggct
cacggtaacg
cctgagcecege
ggaggccgag
ggagatgctg
gcectgetect
tggcctatac
gaaccctaag
gagcgaccca
acacttctgt
ggcggccggyg
tagccaccge
ggatgggcaa
caagccataa
gcaagacctc
tgctgcaact
ccccecectecece
ctccgggace
ccccacctac
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

gtggctgtgg
cctggggcag
gagatgttct
attgtgcact
gctcaggacc
gcaggtgatt
agtgtacccc
gtggaggacc
gaagacatgc
ttcagagaca
gtgtcagact
gaagaggctg
ctgcagcagce
gagctggagg
gtccgaaacce
caggccccag
gttegeeget
cggcggtctce
actccaagcce
aagcgtctct
gagcctgggt
gagggaggaa
tgctgcagca
actgctcagce
gcatgagcce
tgccagcaca
cctteceecegt
ccaaagcagt
cacgttttag
gacctccact
aaaaaaaaaa
aaaaaaaa

gcacccecgga
gcagctacgg
atgggcagac
acagggaaca
tcattegtgg
tccagaaaca
cctttacacc
ggctcactge
ccecttggggt
atcaggtccc
tgcaagggcet
acctagtggce
tccaggaage
ccatccggac
gagacctgga
gagccgcaga
gctctggetg
accccagtct
atctttcatt
gtgcccatceg
ccccaccceag
cagggctcgt
gctgggcatt
tcatccgatt
cctatttceca
cacggagtct
gtacacgtct
gtgggtattt
atgcattgag
cccgaccecett
aaaaaaaaaa

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2688

<210>8
<211>2862
<212>ADN
<213>Mus musculus

<400>8

50

55

60

65
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gggatagtca
aggccctgtg
ccaacatgtc
tcectgggact
ctcacctage
caaggcttaa
gtggggcgtt
tgaagattac
aaagggatgt
aggatgagaa
tgctgagcaa
ttgtcatgge
ataacattct
aactgcagcce
ctcctgagat
gtgactggtg
acgcggactce
tgccgetgge
gtcctgectga
tctttggect
agggtgccac
cgctgtcaga
cctactgcectg
aggccctgcea

caccggatca
cagagaccac
ggcagagcct
aactacagga
aacggatgga
gggccacgga
ctcecegttcet
tcgggtcacce
gtgccegetg
ccctaggect
tgccgeccaca
gtgtttcecg
aggcctceccta
cceecececececee
tcegetectg
cccagcaccee
gccgaccttg
cactttttca
ggacatccca
tggcttcgga
cactctaaca
ttgatcttgt
ctcgacattce
cgaataaaat

<210>9
<211>18 <
212>ADN

gggacgggca
acgggaagac

agccgaagtg
ggagcccctg
ccaggacaag
ggaggtccga
cagcgaggta
gaataagtgg
attagtgaaa
ctacctgtac
gtttggggag
catagactcc
gctggaccga
tgatggaatg
tctgcaggee
ggcactgggc
cacagccgag
agacacagtt
gataaggcta
tgattgggag
ggacacatgc
catgcaggaa
catggccttce
gttgecetgtg

agtggctgaa
ggtaacgctg
gagccgcegag
ggccgaggtce
gatgctgcag
tccaccttece
ggcctcgact
tgtccettcet
gtggggccag
ggcctatccg
ctgggctgceca
ggagccacct
ggaaggtcga
cceeccacceg
tgatccagge
ctggttecctg
ctttactcag
ctctcecage
ttcccatagt
cagcctcact
acggagccac
tatctgactc
ctcggtattt
acttctggtc

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

ES 2756 326 T3

gacatgcagce
ccecgagetee
cggctgaggce
ctcgacctte
tatgtggeccg
ctgcagaggg
gcggtggtga
gacatgctga
ggggaccggce
ctggtcatgg
cggatccceceg
gtgcaccgge
tgtgggcaca
gtgaggtcge
gttggtggag
gtgttcacct
acatatgcca
gtccececgagg
ggtcgaggtg
ggtctccgag
aatttcgatg
gacatgccce
agagacaatc
tcagacttgce

gaggctgacc
cagcagctcce
ctggaggcca
cgaaaccgag
gccccaggag
catgcttcte
agattcccge
ctctccaget
gccccatgeca
aggcgcgttg
ctgggttggt
tcgeecceccectg
gcgaccaggg
ctcegetceca
ctgccacctg
cagagctggt
cceccgacgtg
catcagttac
gatggatcag
cctgggggtt
agctgcactce
actgacagac
attgtctgtce
tgccctaaaa
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tagggttctg
ggcccgggga
agctccagca
tcectgggegt
acttcttgceca
atgattttga
agatgaaaca
agagaggcga
gctggatcac
aatactacgt
ccgagatggce
tgggctacgt
ttecgeetgge
tggtggetgt
ggcctgggge
atgagatgtt
agattgtgca
aagctcagga
gggcaggtga
acagtgtacc
tggtggagga
ttggggtgcg
aggtcccgga
aagggcttga

tagtggctgt
aggaagccct
tcecggaccge
acctggaggce
ccgcagccat
gccaaatcct
actgcctctce
agatggcccce
ccgecgtcac
cctgctectg
ggcctatacc
aaccctaaga
agcgacccaa
cacttctgtg
gcggccgggg
agccaccgcet
gatgggcaaa
aagccataag
caagacctct
gctgcaactc
cceccecteecece
tcecgggacce
cccacctacg
aaaaaaaaaa

gggcctggac
ggggccatgg
gctggtgetg
ccaccaggag
gtgggtggag
gattttgaag
gacgggccaa
ggtgtcgtge
acagctgcac
gggcggggac
tcgcettctac
gcacagggac
agacttcggce
gggcaccecceg
aggcagctac
ctatgggcag
ctacagggaa
cctcattegt
tttccagaaa
cccctttaca
ccggctcact
cctgccectte
ccccaccect
cttgcagccecce

ccctgecect
ggaagaagag
caaccagaac
gcatgttcgg
cacgggggtce
ccccaaggga
gcecctgetge
ccggeegtgyg
ctgectgetcece
ttcgeegetg
ggcggtctca
ctccaagcca
agcgtctctg
agcctgggtce
agggaggaac
gctgcagcag
ctgctcagcet
catgagcccce
gccagcacac
cttccecegtg
caaagcagtg
acgttttaga
acctccactc
aa

aggggcagcc
tgttgecctge
gacccaggct
ctgggtgcecct
cccattgcag
gtgatcggge
gtgtatgcca
ttccgggaag
tttgecettee
ctgctaacge
ctggcecgaga
atcaaaccag
tcectgectcea
gactacctgt
gggccagagt
acccccettcet
cacttgtcge
gggctgctgt
catcctttcet
ccagacttcg
gccatggaga
gtgggctact
atggaactag
ccagtgtcce

gtggctgagg
gttctcacce
ttcteccagee
cagctacagg
cccagtecceccee
actccctaga
tgggctcecga
ctgtgggcca
ctgccaggat
ctctggetge
ccececagtcetg
tctttcattt
tgcccatcge
cccaccceage
agggctcgtg
ctgggcattc
catccgattt
ctatttccag
acggagtctt
tacacgtctg
tgggtattta
tgcattgaga
ccgacccttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2862
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<400>9
agcctgagec gggagatg 18

<210>10

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>10
gcgtagttga ctggcgaagt t 21

<210>11

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220><
223>Cebador

<400>11
aggccatccg cacggacaacc 21

<210>12

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>12
ctggctgceat gtctgectgt 20

<210>13

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>13
ccaggagaag gtcgagcagg 20

<210>14

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>14
tctatggcca tgacaatctc 20

<210>15

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>15

atgtccctgt gcacgtagec 20
<210>16

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>16
atgtgtccgg aagtcgectg 20

<210>17

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>17
ctcaggctct gccgggtgag 20

<210>18

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>18
ggcactggec cacagccacg 20

<210>19

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>19
cctggccgaa agaaagaaat 20

<210>20

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>20
aaagaaatgg tctgtgatcc 20

<210>21
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>21
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aagaaagaaa tggtctgtga 20

<210>22

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>22
ggccgaaaga aagaaatggt 20

<210>23

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>23
cctcagectg gccgaaagaa 20

<210>24

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>24
gggcctcagce ctggeccgaaa 20

<210>25

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>25
tcagggcctc agectggeeg 20

<210>26

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>26
ctgcagtttg cccatccacg 20

<210>27
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>27
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ggcctgeagt ttgcccatce 20

<210>28

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>28
ccaggcctgc agtttgccca 20

<210>29

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>29
gccttcccag gectgeagtt 20

<210>30

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>30
gctgecttce caggectgca 20

<210>31

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>31
cttgctgect tcccaggect 20

<210>32

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>32
gcccggcttg ctgecttcee . 20

<210>33
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>33
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acggceccggc ttgetgeett 20

<210>34

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>34
cggacggcecc ggcettgetge 20

<210>35

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>35
acacggacgg cccggcettge 20

<210>36

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>36
gatggaacac ggacggcccg 20

<210>37

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>37
gaggatggaa cacggacggc 20

<210>38

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>38
gtggaggatg gaacacggac 20

<210>39

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>39
gcgaaccaac gataggtggg 20

<210>40

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>40
tttgcgaacc aacgataggt 20

<210>41

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>41
ttgcactttg cgaaccaacg 20

<210>42

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>42
gctttgcact ttgcgaacca 20

<210>43

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>43
aaagctttgc actttgcgaa 20

<210>44

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>44
aagaaagctt tgcactttgc 20

<210>45

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>45
cacaagaaag ctttgcactt 20

<210>46

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>46
gtcatgcaca agaaagcttt 20

<210>47

<211>20

<212>ADN

<213>Se artificial cuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>47
acgctcceca gagcagggeg 20

<210>48

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>48
gcagagatcg cgccagacgc 20

<210>49

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>49
caggcagaga tcgcgccaga 20

<210>50

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>50
aagcaggcag agatcgcgec 20

<210>51

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>51
ccgagtaagc aggcagagat 20

<210>52

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>52
ttcccgagta agcaggcaga 20

<210>53

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>53
gcaaatttcc cgagtaagca 20

<210>54

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>54
aaagcaaatt t cccgagtaa 20

<210>55

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>55
ttggcaaaag caaatttccc 20

<210>56

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>56
ggtttggcaa aagcaaattt 20

<210>57

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>57
gcggoatttgg caaaagcaaa 20

<210>58

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>58
aaagcgggtt tggcaaaagc 20

<210>59

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>59
cccgaaaaag cgggtttgge 20

<210>60

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>60
atccccgaaa aagegggttt 20

<210>61

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>61
cgggatcccec gaaaaagegg 20

<210>62

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>62
gcgcegggate cccgaaaaag 20

<210>63

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>63
gagagcagcg caagtgagga 20

<210>64

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético <

400>64
tccgagagca gcgcaagtga 20

<210>65

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>65
ggctccgaga gcagegcaag 20

<210>66

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>66
aagcgggcegg ageeggetgg 20

<210>67

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>67
ccgaageggg cggageecgge 20

<210>68

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>68
aaaccgccga agcgggegga 20

<210>69

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>69
tccaaaccgc cgaagcggge 20

<210>70

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético <

400>70
atatccaaac cgccgaagcg 20

<210>71

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>71
taaatatcca aaccgccgaa 20

<210>72

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>72
caataaatat ccaaaccgcc 20

<210>73

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>73
cgaggtcaat aaatatccaa 20

<210>74

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>74
ggacgaggtc aataaatatc 20

<210>75

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>75
ggaggacgag gtcaataaat 20

<210>76

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>76
gtcggaggac gaggtcaata 20

<210>77

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>77
cgagtcggag gacgaggtca 20

<210>78

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>78
tgtcagcgag tcggaggacg 20

<210>79

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>79
gcctgtcage gagtcggagg 20

<210>80

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>80
gtagcctgtc agcgagtcgg 20

<210>81

<211>

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>81
cctgtagect gtcagcgagt 20

<210>82

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>82
ggtcctgtag cctgtcageg 20

<210>83

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>83
aaataccgag gaatgtcggg 20

<210>84

<211>20

<21 2>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>84
aataaatacc gaggaatgtc 20

<210>85

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>85
gacaataaat accgaggaat 20

<210>86

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>86
cggggceccecg gagtcgaaga 20

<210>87

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>87
ccaacggggc cccggagtcg 20

<210>88

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>88
ttccaacggg gcc 20

<210>89

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>89
gtcttccaac ggggcceegg 20

<210>90

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>90
cagtcttcca acggggccce 20

<210>91

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>oligonucleo sintético marea

<400>91
ctcagtcttc caacggggeec 20

<210>92

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>92
gcactcagtc ttccaacggg 20

<210>93

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>93
cccegggeac tcagtettce 20

<210>94

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>94
tgcceeggge actcagtett 20

<210>95

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>95
cgtgcecegg geactcagtc 20

<210>96

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>96
gtgccgtgee ccgggeactc 20

<210>97

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>97
tctgtgeegt gececcgggea 20

<210>98

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>98
gcttetgtge cgtgecceegg 20

<210>99

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligo sintético nucleodtido
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<400>99
gcggcttctg tgeegtgece . 20

<210>100

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>100
gcgeggctte tgtgeegtge 20

<210>101

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>101
gggcgceggct tetgtgeegt 20

<210>102

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>102
ggcggatggge geggcettetg 20

<210>103

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>103
ggcaggeggt gggegegget 20

<210>104

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>104
ctggcaggeg gtgggegegg 20

<210>105

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético <
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400>105
aactggcagg cggtgggege 20

<210>106

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligdénucledtido sintético

<400>106
gtgaactggc aggeggtggg 20

<210>107

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>107
ggttgtgaac tggcaggegg 20

<210>108

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial <

220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>108
gcggttgtga actggcagge 20

<210>109

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>109
cggagceggtt gtgaactgge 20

<210>110

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>110
cgctcggagce ggttgtgaac 20

<210>111

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>111
cccacgctcg gageggttgt 20

<210>112

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>112
agacccacgc tcggageggt 20

<210>113

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>113
cggagaccca cgctcggage 20

<210>114

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>114
gggcggagac ccacgctcgg 20

<210>115

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>115
gctgggegga gacccacget 20

<210>116

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>116
ggagctgggce ggagacccac 20

<210>117

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>117
ctggagctgg gcggagacce 20

<210>118

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>118
ggactggagc tgggcggaga 20

<210>119

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>119
caggactgga gctgggecgga 20

<210>120

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>120
atcacaggac tggagctggg 20

<210>121

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>121
gggcgggcecc ggatcacagg 20

<210>122

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>122
gggggcegggce ccggatcaca 20

<210>123

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>123
aggcagcacc atggcccctc 20

<210>124

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>124
ggtccaacac cagctgetgg 20

<210>125

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>125
cgatcacctt cagaatctcg 20

<210>126

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>126
cttgttcatg atcttcatgg 20

<210>127

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>127
ccccattcac caacacgtcc 20

<210>128

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>128
gcgtgatcca ccgeeggtece 20

<210>129

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>129
gtaatactcc atgaccaggt 20

<210>130

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>130
gcagtgtcag caggtccccg 20

<210>131

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>131
caccgagtct atggccatga 20

<210>132

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>132
acgtagccaa gcecggtgcac 20

<210>133

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>133
atgtggccac agcggtccag 20

<210>134

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>134
cttcgtccac cagcggcaga 20

<210>135

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>135
gaccccttcg tccacca gecg 20

<210>136

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>136
cctgctecac cccggeccag 20

<210>137

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>137
cggaagtcgc ctgctccacc 20

<210>138

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>138
cggagaccat cccagtcgag 20

<210>139

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>139
tgagggccat gcaggagtag 20

<210>140

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>140
ctccagttce atgggtgtgg 20

<210>141

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético
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<400>141
gcgcettgcac gtgtggetca 20

<210>142

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>142
gccacttcag ctgtttc atc 20

<210>143

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>143
gcctcagcect ctgecgcagg 20

<210>144

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>144
gcagcgtcac ctcggectca 20

<210>145

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>145
ggctcaggct ctgeeggt 20

<210>146

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>146
ttccgagcect ctgectcgeg 20

<210>147

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>147
ggtceeggtt ccgagectet 20

<210>148

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>148
atccgctect gcaactgecg 20

<210>149

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>149
gcaactccat ccgctectge 20

<210>150

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>150
aggtggatce gtggecccggg 20

<210>151

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>151
cgcggcttet gtgeegtgee 20

<210>152

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>152
ttgctgectt cccaggectg 20

<210>153

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>153
tgctcccgac aagetccaga 20

<210>154

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>154
agaacctgcc cattgctgaa 20

<210>155

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>155
cactgagggc cagacatatg 20

<210>156

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>156
ctctagattc agatgcaggt 20

<210>157

<211>15

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

< 400>157
cgggcecgtcc gt gttt 15

<210>158

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>158
ctttgcactt tgcgaaccaa 20

<210>159

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador
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<400>159
catcctccac gcacccccac ¢ 21

<210>160

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>160
gcctggeage cectgtccag 20

<210>161

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>161
ggcectggeag cecctgtcca 20

<210>162

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>162
gggcctggcea geecctgtce . 20

<210>163

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>163
atggccccte cccgggeegg 20

<210>164

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>164
catggcccct cccecgggeeg 20

<210>165

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>165
ccatggcccc tccececgggee . 20

<210>166

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>166
accatggccc ctcececegeg 20

<210>167

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220><
223>0ligonucledtido sintético

<400>167
caccatggcc cctcceccggg 20

<210>168

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>168
gcaccatggc ccctcceegg 20

<210>169

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>169
agcaccatgg cccctcceeg 20

<210>170

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>170
cagcaccatg gcccctcecec 20

<210>171

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>171
gcagcaccat ggcccectcee . 20

<210>172

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligo sintético nucleodtido

<400>172
ggcagcacca tggccectcc 20

<210>173

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>173
caggcagcac catggccect 20

<210>174

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>174
acaggcagca ccatggcccc 20

<210>175

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>175
ggacaggcag caccatggcc 20

<210>176

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>176
tggacaggca gcaccatggc 20

<210>177

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>177
ttggacaggc agcaccatgg 20

<210>178

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>178
gttggacagg cagcaccatg 20

<210>179

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligo sintético nucleodtido

<400>179
tgttggacag gcagcaccat 20

<210>180

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>180
atgttggaca ggcagcacca 20

<210>181

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>181
catgttggac aggcagcacc 20

<210>182

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>182
acatgttgga caggcagcac 20

<210>183

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>183
gacatgttgg acaggcagca 20

<210>184

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>184
tgacatgttg gacaggcagc 20

<210>185

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>185
ctgacatgtt ggacaggcag 20

<210>186

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>186
gctgacatgt tggacaggca 20

<210>187

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>187
ggctgacatg ttggacagge 20

<210>188

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>188
cggctgacat gttggacagg 20

<210>189

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>189
tcggctgaca tgttggacag 20

<210>190

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>190
ctcggctgac atgttggaca 20

<210>191

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>191
cctcggctga catgttggac 20

<210>192

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>192
acctcggctg acatgttgga 20

<210>193

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>193
cacctcggct gacatgttgg 20

<210>194

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<22 0>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>194
gcacctcggc tgacatgttg 20

<210>195

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>195
cgcacctcgg ctgacatgtt 20

<210>196

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>196
ccgcacctcg getgacatgt 20

<210>197

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>197
gccgceaccte ggetgacatg 20

<210>198

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>198
agccgcacct cggctgacat 20

<210>199

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>199
cagccgcacc tcggectgaca 20

<210>200

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>200
tcagccgcac ctcggetgac 20

<210>201

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<22 0>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>201
ctcagccgca ccteggetga 20

<210>202

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>202
cctcageege accteggetg 20

<210>203

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>203
gcctcagecg cacctegget 20

<210>204

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>204
ccaacaccag ctgctggage 20

<210>205

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>205
tccaacacca gctgetggag 20

<210>206

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>206
gtccaacacc agctgctgga 20

<210>207

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>207
gggtccaaca ccagetgetg 20

<210>208

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>208
ggctccagece ccaggaagec 20

<210>209

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>209
gggctccage cccaggaage 20

<210>210

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>210
caggagaagg tcgagcaggg 20

<210>211

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>211
cccaggagaa ggtcgagcag 20

<210>212

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>212
gcccaggaga aggtcgagca 20

<210>213

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>213
cgcccaggag aaggtcgage 20

<210>214

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>214
acgcccagga gaaggtcgag 20

<210>215

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>215
tcctgggeca gttcggagge 20

<210>216

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>216
gtcctgggec agttcggagg 20

<210>217

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>217
tgtcctgggce cagttcggag 20

<210>218

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>218
ttgtcctggg ccagttcgga 20

<210>219

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>219
cttgtcctgg gecagttcgg 20

<210>220

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>220
actggtcctg ggccagttcg 20

<210>221

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>221
tacttgtcct gggccagttc 20

<210>222

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>222
gtacttgtcc tgggccagtt 20

<210>223

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>223
cgtacttgtc ctgggccagt 20

<210>224

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>224
actgcaagaa gtcggccacg 20

<210>225

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>225
ccactgcaag aagtcggcca 20

<210>226

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>226
cccactgcaa gaagtcggece 20

<210>227

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>227
gcccactgca agaagtcgge 20

<210>228

<211>20 <

212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>228
cgcccactge aagaagtcgg 20

<210>229

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>229
ccgeccactg caagaagtcg 20

<210>230

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>230
tccgcccact gcaagaagtc 20

<210>231

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial <

220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>231
ctccgeccac tgcaagaagt 20

<210>232

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>232
gctecgecca ctgcaagaag 20

<210>233

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>233
ggctccgece actgcaagaa 20

<210>234

<211>20 <

212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>234
gggctccgec cactgcaaga 20

<210 235

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>235
tgggctccge ccactgcaag 20

<210>236

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>236
atgggctceg cccactgcaa 20

<210>237

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>237
gatgggctcc gcccactgca 20

<210>238

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>238
cgatgggctc cgcccactge 20

<210>239

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>239
acgatgggct ccgeccactg 20

<210>240

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>240
cacgatgggc tccgeccact 20

<210>241

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>241
ccacgatggg ctccgeccac 20

<210>242

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>242
accacgatgg gctccgecca 20

<210>243

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia Artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético
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<400>243
caccacgatg ggctccgece 20

<210>244

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>244
tcaccacgat gggctccgee 20

<210>245

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>245
ctcaccacga tgggctccge 20

<210>246

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>246
cctcaccacg atgggctccg 20

< 210>247

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>247
gcctcaccac gatgggetce 20

<210>248

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>248
agcctcacca cgatgggetc 20

<210>249

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>249
aagcctcacc acgatggget 20

<210>250

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>250
taagcctcac cacgatggge 20

<210>251

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>251
ttaagcctca ccacgatggg 20

<210>252

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>252
accacgatgg cttaagcctc 20

<210>253

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>253
ccttaagcct caccacgatg 20

<210>254

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>254
tccttaagec tcaccacgat 20

<210>255

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>255
ctccttaage ctcaccacga 20

<210>256

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>256
cctecttaag cctcaccacg 20

<210>257

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>257
acctccttaa gectcaccac 20

<210>258

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>258
gacctcctta agcctcacca 20

<210>259

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético ide

<400>259
ggacctcctt aagectcacc 20

<210>260

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>260
cggacctcct taagectcac 20

<210>261

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>261
tcggacctcc ttaagectca 20

<210>262

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>262
gtcggacctc cttaagectc 20

<210>263

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>263
cagtcggacc tccttaagec 20

<210>264

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>264
gcagtcggac ctccttaage 20

<210>265

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>265
tgcagtcgga cctecttaag 20

<210>266

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>266
ccttcagaat ctcgaagtcg 20

< 210>267

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>267
accttcagaa tctcgaagtc 20

<210>268

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>268
tcaccttcag aatctcgaag 20

<210>269

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>269
atcaccttca gaatctcgaa 20

<210>270

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>270
gatcaccttc agaatctcga 20

<210>271

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>271
ccgatcacct tcagaatctc 20

<210>272

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>272
tccgatcacc ttcagaatct 20

<210>273

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>273
gtccgatcac cttcagaatc 20

<210>274

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>274
cgtccgatca ccttcagaat 20

<210>275

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>275
cccgtetgct tcatcttcac 20

<210>276

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>276
gcccgtctge ttcatcttca 20

<210>277

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>277
ggcccgtetg cttcatcttc 20

<210>278

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>278
tggcccegtet gettcatett 20

<210>279

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>279
ctggcccgtc tgcttcatct 20

<210>280

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>280
cctggececegt ctgcttcatc . 20

<210>281

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>281
acctggcececg tetgettcat 20

<210>282

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>282
cacctggccc gtctgettca 20

<210>283

<211>

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>283
acacctggcc cgtctgettc 20

<210>284

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>284
tacacctggce ccgtetgett 20

<210>285

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>285
ttgttcatga tcttcatgge 20

<210>286

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético <

400>286
acttgttcat gatcttcatg 20

<210>287

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>287
cacttgttca tgatcttcat 20

<210>288

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>288
ccacttgttc atcttca 20

<210>289

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>289
cccacttgtt catgatcttc 20

<210>290

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>290
tcccacttgt tcatgatctt 20

<210>291

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>291
gtcccacttg ttcatgatct 20

<210>292

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>292
tgtcccactt gttcatgatc 20

<210>293

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>293
atgtcccact tgttcatgat 20

<210>294

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>294
catgtcccac ttgttcatga 20

<210>295

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>295
gcatgtccca cttgttcatg 20

<210>296

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>296
agcatgtccc acttgttcat 20

<210>297

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>297
cagcatgtcc cacttgttca 20

<210>298

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>298
tcagcatgtc ccacttgccc 20

<210>299

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>299
ttcagcatgt cccacttgtt 20

<210>300

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>300
cttcagcatg tcccacttgt 20

<210>301

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>301
tcttcagcat gtcccacttg 20

<210>302

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>302
cctcttcage atgtcccact 20

<210>303

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>303
ccctcttcag catgtcccac 20

<210>304

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>304
cccctettca geatgtccca 20

< 210>305

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>305
gcccctettc agecatgtcece 20

<210>306

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>306
cgcccctctt cageatgtcc 20

<210>307

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>307
tcgccecctcet tcageatgtc 20

<210>308

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>308
ttcagcatgt ctcgccectc 20

<210>309

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>309
cctegececct cttcagcatg 20

<210>310

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>sintético oligonucledtido

<400>310
acctcgececc tettcagcat 20

<210>311

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>311
cacctcgcecc ctcttcagca 20

<210>312

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>312
acacctcgcc cctcttcage 20

<210>313

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>313
gacacctcgc ccctettcag 20

<210>314

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>314
gccaggceg tgtggeccaca 20

<210>315

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>315
accgcaccgt tccatctgcec 20

<210>316

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>316
gaccgcaccg ttccatctge 20

<210>317

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>317
acagcctgca ggatctcggg 20

<210>318

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>318
cacagcctgce aggatctcgg 20

<210>319

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>319
ccacagcctg caggatctcg 20

<210>320

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>320
cccacagcct gcaggatctc 20

<210>321

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>321
gcccacagcc tgcaggatet 20

<210>322

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>322
cgcccacagc ctgcaggatc 20

<210>323

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>323
ccgeccacag cctgcaggat 20

<210>324

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>324
accgcccaca gectgcagga 20

<210>325

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>325
caccgcccac agectgcagg 20

< 210>326

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>326
ccaccgccca cagcectgcag 20

<210>327

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>327
cccaccgecc acagectgca 20

<210>328

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>328
gcccaccgcec cacagectge 20

<210>329

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>329
ggcccaccgce ccacagectg 20

<210>330

<211>20

< 212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>330
aggcccaccg cccacagect 20

<210>331

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>331
caggcccacc gcccacagec 20

<210>332

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>332
ccaggcccac cgeccacage 20

<210>333

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>333
cccaggcecca ccgeccacag 20

<210>334

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>334
tcccaggcecc accgecccaca 20

<210>335

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>335

gtcccaggec caccgeccac 20
<210>336

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>336
tgtcccagge ccaccgecca 20

<210>337

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>337
ctgtcccagg cccaccgece 20

<210>338

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>338
cctgtcccag geccaccgee . 20

<210>339

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>339
gcctgtecca ggeccaccge . 20

<210>340

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>340
tgcctgtcce aggeccaceg 20

<210>341

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>341
ctgcctgtee caggeccace 20

<210>342

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>342
gctgectgtc ccaggeccac 20

<210>343

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>343
agctgcectgt cccaggecca 20

<210>344

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>344
tagctgcectg tcccaggece 20

<210>345

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

168



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

<400>345

gtagctggcct gtcccaptgeec . 20
<210>346

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>346
cgtagctgcec tgtcccagge 20

<210>347

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>347
ccgtagcetge ctgtcccagg 20

<210>348

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>348
cccgtagcetg cctgtcccag 20

<210>349

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>349
gcccgtagcet gectgtccca 20

<210>350

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>350
ggcccgtage tgeetgtcece . 20

<210>351

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>351
tagaacattt cataggcgaa 20

<210>352

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>352
tctccgeegt ggaatcegeg 20

<210>353

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>353
gtctccgeeg tggaatccge . 20

<210>354

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>354
ggtctccgece gtggaatceg 20

<210>355

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>355
cgtggaatcc aggtctccge 20

<210>356

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>356
taggtctccg ccgtggaatc 20

<210>357

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>357
ttgtagtgga cgatcttgcc 20

<210>358

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>358
cttgtagtgg acgatcttgc 20

<210>359

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>359
ccttgtagtg gacgatcttg 20

<210>360

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>360
tccttgtagt ggacgatctt 20

<210>361

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>361
ctecttgetag tggacgatet 20

<210>362

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>362
gctecttgta gtggacgatc 20

<210>363

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético
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<400>363

tgctecttgt agtggacgat 20
<210>364

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>364
gtgctecttg tagtggacga 20

<210>365

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>365
ggtgctectt gtagtggacg 20

<210 366

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>366
aggtgctcect tgtagtggac 20

<210>367

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>367
gaggtgctce ttgtagtgga 20

<210>368

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>368
agaggtgctc cttgtagtgg 20

<210>369
<211> 20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>369
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gagaggtgct ccttgtagtg 20

<210>370

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>370
agagaggtgc tccttgtagt 20

<210>371

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>371
gagagaggtg ctccttgtag 20

<210> 372

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>372
agagagaggt gctecttgta 20

<210>373

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>373
cagagagagg tgctccttgt 20

<210>374

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>374
ggcagagaga ggtgctectt 20

<210>375
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>375
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cggcagagag aggtgctcct 20

<210>376

<211>20

<212>ADN

<213>Artificial S secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>376
gcggcagaga gaggtgetcc 20

<210>377

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>377
agcggcagag agaggtgctc 20

<210>378

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>378
cagcggcaga gagaggtget 20

<210>379

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>379
ccagcggcag agagaggtge 20

<210>380

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>380
ggcccagcecg tgtctccggg 20

<210>381
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>381
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cggcccagcc gtgtctcegg 20

<210>382

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>382
ccggceccage cgtgtctceg 20

<210>383

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>383
cccggceccag cegtgtctece 20

<210>384

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>384
cccecggecca geegtgtete . 20

<210>385

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>385
accccggcecc agecgtgtet 20

<210>386

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>386
caccccggcec cagecgtgtc 20

<210>387
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>387
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ccaccceggce ccageegtgt 20

< 210>388

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>388
tccacccegg cccageegtg 20

<210>389

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>389
ctccaccecg geccageegt 20

<210>390

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>390
gctccaccee ggececcagecg 20

<210>391

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>391
tgctccacce cggeccagec 20

<210>392

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>392
ctgctccace ccggeccage 20

<210>393
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>393
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aagggatgtc tccggaagtc 20

<210>394

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>394
gaagggatgt gtccggaagt 20

<210>395

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>395
agaagggatg tgtccggaag 20

<210>396

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>396
aagaagggat gtgtccggaa 20

<210>397

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>397
gaagaaggga tgtgtccgga 20

<210>398

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>398
agaagaaggg atgtgtccgg 20

<210>399
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>399
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aagaagaagg gatgtgtccg 20

<210>400

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>400
aaagaagaag ggatgtgtcc 20

<210>401

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>401
caaagaagaa gggatgtgtc 20

<210>402

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>402
ccaaagaaga agggatgtgt 20

<210>403

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>403
ggccaaagaa gaagggatgt 20

< 210>404

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>404
aggccaaaga agaagggatg 20

<210>405
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>405
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gaggccaaag aagaagggat 20

<210>406

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>406
cgaggccaaa gaagaaggga 20

<210>407

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>407
tcgaggccaa agaagaaggg 20

<210>408

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>408
gtcgaggcca aagaagaagg 20

<210>409

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>409
agtcgaggcc aaagaagaag 20

<210>410

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>410
cagtcgaggc caaagaagaa 20

<210>411

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>411

ES 2756 326 T3
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ccagtcgagg ccaaagaaga 20

<210>412

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>412
cccagtcgag gccaaagaag 20

<210>413

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>413
tcccagtcga ggccaaagaa 20

<210>414

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>414
atcccagtcg aggccaaaga 20

<210>415

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>415
catcccagtc gaggccaaag 20

<210>416

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>416
ccatcccagt cgaggccaaa 20

<210>417
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>417
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accatcccag tcgaggccaa 20

<210>418

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>418
gaccatccca gtcgaggcca 20

<210>419

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>419
agaccatccc agtcgaggee 20

<210>420

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>420
gagaccatcc cagtcgaggec 20

<210>421

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>421
ggagaccatc ccagtcgagg 20

<210>422

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>422
ttcgaaatcc ggtgtaaagg 20

<210>423
<211>20

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>423
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cttcgaaatc cggtgtaaag 20

<210>424

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>0ligonucledtido sintético
<400>424

ccttcgaaat ccggtgtaaa 20

<210>425

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>425
accttcgaaa tccggtgtaa 20

<210>426

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>426
caccttcgaa atccggtgta 20

<210>427

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>427
gcaccttcga aatccggtgt 20

<210>428

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>428
ggcaccttcg aaatccggtg 20

<210>429

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético <

400>429
tggcaccttc gaaatccggt 20
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<210> 430

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>430
gtggcacctt cgaaatccgg 20

<210>431

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>431
ggtggcacct tcgaaatccg 20

<210>432

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>432
cggtggcacc ttcgaaatcc 20

<210>433

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>433
tcggtggcac cttcgaaatc 20

<210>434

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>434
gtcggtggca ccttcgaaat 20

<210>435

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>435
tgtcggtggc accttcgaaa 20
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<210>436

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>436
gtgtcggtgg caccttcgaa 20

<210>437

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>437
tgtgtcggtg gcaccttcga 20

<210>438

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>438
atgtgtcggt ggcaccttcg 20

<210>439

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>439
catgtgtcgg tggcaccttc 20

<210>440

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>440
gcatgtgtcg gtggcacctt 20

<210>441

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>441
tgcatgtgtc ggtggcacct 20

184



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

<210>442

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>442
ttgcatgtgt cggtggcacc 20

<210>443

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>443
gttgcatgtg tcggtggcac 20

<210>444

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>444
agttgcatgt gtcggtggca 20

<210>445

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>445
aagttgcatg tgtcggtgge 20

<210>446

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>446
gaagttgcat gtgtcggtgg 20

<210>447

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>447
cgaagttgca tgtgtcggtg 20
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<210>448

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>448
gtcgaagttg catgtgtcgg 20

<210>449

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>449
agtcgaagtt gcatgtgtcg 20

<210>450

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>450
aagtcgaagt tgcatgtgtc 20

<210> 451

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>451
caagtcgaag ttgcatgtgt 20

<210>452

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>452
ccaagtcgaa gttgcatgtg 20

<210>453

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>453
accaagtcga agttgcatgt 20
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<210>454

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>454
caccaagtcg aagttgcatg 20

<210>455

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>455
ccaccaagtc gaagttgcat 20

<210>456

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>456
tccaccaagt cgaagttgca 20

<210>457

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>457
ctccaccaag tcgaagttge 20

<210>458

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>458
cctccaccaa gtcgaagttg 20

<210>459

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>459
tcctccacca agtcgaagtt 20

187



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

<210>460

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>460
gtcctccace aagtcgaagt 20

<210>461

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>461
cgtcctccac caagtcgaag 20

<210>462

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>462
ccgtcctcca ccaagtcgaa 20

<210>463

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>463
cccgtecteec accaagtcga 20

<210>464

<211>20

<212>DN A

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>464
gcccgtecte caccaagtcg 20

<210>465

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>465
agcccgtect ccaccaagtc 20
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<210>466

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>466
gagccctcce tccaccaagt 20

<210>467

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>467
tgagcccgtc ctccaccaag 20

<210>468

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>468
ggttccgagce ctetgectcg 20

<210>469

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>469
cggttccgag cctetgecte 20

<210>470

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>470
ccggttccga gectetgeet 20

<210>471

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>471
cccggttceg agectetgee 20
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<210>472

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>472
tcceggttee gagectetge 20

<210>473

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>473
gtcceggttec cgagectetg 20

<210>474

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>474
aggtceeggt tccgagecte . 20

<210>475

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>475
taggtccegg ttccgageet 20

<210>476

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>476
ctaggtcceg gttccgagee 20

<210> 477

<211> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>477
tctaggtcece ggttccgage 20
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<210>478

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>478
ctctaggtce cggttccgag 20

<210>479

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>479
cctctaggte ccggttccga 20

<210>480

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>480
gcctctaggt cceggttceg 20

<210>481

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>481
catccgctee tgcaactgec 20

<210>482

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>482
ccatccgcte ctgcaactge 20

<210>483

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>483
tccatccgct cctgcaactg 20
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<210>484

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>484
ctccatecege tectgcaact 20

<210>485

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>485
actccatccg ctectgcaac 20

<210>486

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>486
aactccatcc getcctgcaa 20

<210>487

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>487
caactccatc cgctectgca 20

<210>488

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>488
agcaactcca tccgetectg 20

<210>489

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>489
cagcaactcc atccgetect 20
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<210>490

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>490
gcagcaactc catccgetecc 20

<210>491

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>491
cagctgtggc tccctetgec 20

<210>492

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>492
acagctgtgg ctcectetge 20

<210>493

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>493
gacagctgtg gcteectctg 20

<210>494

<211>20 <

212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>494
tgacagctgt ggctcectet 20

<210>495

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>495
gtgacagctg tggctcectc 20
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<210>496

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>496
cgtgacagct gtggctccct 20

<210>497

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>497
ccgtgacagc tgtggctcce 20

<210>498

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>498
cccgtgacag ctgtggctce 20

<210>499

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>499
cccecgtgaca getgtggete 20

<210>500

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>500
ccceegtgac agetgtgget 20

<210>501

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>501
acccccgtga cagetgtgge 20
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<210>502

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>502
gacccccgtg acagetgtgg 20

<210>

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>503
ggacccccegt gacagcetgtg 20

<210>504

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>504
gggacccccg tgacagetgt 20

<210>505

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>505
gaaggtggat ccgtggcccg 20

<210>506

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>506
ggaaggtgga tccgtggece 20

<210>507

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>507
gggaaggtgg atccgtggee 20
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<210>508

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>508
tgggaaggtg gatccgtgge 20

<220 509

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>509
atgggaaggt ggatcegtgg 20

<210>510

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>510
gatgggaagg tggatccgtg 20

<210>511

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>511
tagatgggaa ggtggatccg 20

<210>512

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>512
ctagatggga aggtggatcc 20

<210>513

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>513
tctagatggg aaggtggatc 20
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<210>514

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>514
atctagatgg gaaggtggat 20

<210>515

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>515
ccatctagat gggaaggtgg 20

<210>516

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>516
gccatctaga tgggaaggtg 20

<210>517

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>517
ggccatctag atgggaaggt 20

<210>518

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>518
caccagcggg cactggccca 20

<210>519

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>519
ccaccagcgg gcactggece 20
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<210>520

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>520
cccaccagceg ggcactggee 20

<210>521

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>521
ccccaccagce gggcactgge 20

<210>522

<21>20

<212>ADN

<2 13> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>522
ggccccacca gegggceactg 20

<210>523

<211>20 <

212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>523
tggccccace agegggeact 20

<210>524

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>524
ctggccccac cagegggcac 20

<210>525

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>525
cctggeccca ccagegggca 20
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<210>526

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>526
gcctggecce accageggge 20

<210>527

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>527
gggcctggec ccaccagegg 20

<210>528

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>528
aggtggegge ggtgcatggg 20

<210>529

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>529
caggtggcgg cggtgcatgg 20

<210>530

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>530
gcaggtggceg geggtgecatg 20

<210>531

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>531
agcaggtggc ggcggtgcat 20
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<210>532

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>532
cagcaggtgg cggeggtgca 20

<210>533

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>533
gcagcaggtg gcggeggtge 20

<210>534

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>534
agcagcaggt ggcggeggtg 20

<210> 535

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>535
gagcagcagg tggeggeggt 20

<210>536

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>536
ggagcagcag gtggcggegg 20

<210>537

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>537
gggagcagea ggtggeggeg 20
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<210>538

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>538
agggagcagc aggtggegge 20

<210>539

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>539
cagggagcag caggtggegg 20

<210>540

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>540
gcagggagca gcaggtggeg 20

<210>541

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial <

220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>541
ggcagggagc agcaggtgge 20

<210>542

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>542
tggcagggag cagcaggtgg 20

<210>543

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>543
ctggcaggga gcagcaggtg 20
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<210>544

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>544
ccctggcagg gagcagcagg 20

<210>545

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>545
accctggcag ggagcagcag 20

<210>546

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>546
gaccctggca gggagcagca 20

<210>547

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>547
ggaccctgge agggagcage 20

<210>548

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>548
ggcctaggga ccctggcagg 20

<210>549

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>549
aggcctaggg accctggcag 20
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<210>550

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>550
ccaggcctag ggaccctgge 20

<210>5 51

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>551
gccaggcecta gggaccetgg 20

<210>552

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>552
ggccaggcect agggaccctg 20

<210>553

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>553
aggccaggcc tagggaccct 20

<210>554

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>554
taggccaggc ctagggaccc 20

<210>555

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>555
ataggccagg cctagggacc 20
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<210>556

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

< 400>556
gataggccag gcctagggac 20

<210>557

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>557
cgataggcca ggcctaggga 20

<210>558

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>558
ccgataggcec aggectaggg 20

<210>559

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>559
tccgataggc caggcctagg 20

<210>560

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>560
ctccgatagg ccaggectag 20

<210>561

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>561
cctccgatag geccaggecta 20
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<210>562

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>562
gcctccgata ggeccaggect 20

<210>563

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>563
gcgcectecga taggecagge 20

<210>564

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>564
aacaggagca gggaaagcgc 20

<210>565

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>565
gaacaggagc agggaaagcg 20

<210>566

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>566
cgaacaggag cagggaaagc 20

<210>567

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>567
gcgaacagga gcagggaaag 20
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<210>568

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>568
ggcgaacagg agcagggaaa 20

<210> 569

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>569
cggcgaacag gagcagggaa 20

<210>570

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>570
acggcgaaca ggagcaggga 20

<210>571

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>571
aacggcgaac aggagcaggg 20

<210>572

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>572
caacggcgaa caggagcagg 20

<210>573

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>573
gggcggeggce acgagacaga 20
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<210>574

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>574
agggcggegg cacgagacag 20

<210>575

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>575
cagggcggceg gcacgagaca 20

<210>576

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>576
ccagggeggce ggcacgagac 20

<210>577

<211>20

<212>ADN <

213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>577
cccagggegg cggcacgaga 20

<210>578

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>578
gcccagggeg gecggcacgag 20

<210>579

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>579
agcccagggce ggeggcacga 20
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<210>580

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>580
cagcccaggg cggcggcacg 20

<210>581

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>581
gcagcccagg gcggeggcac 20

< 210>582

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>582
ctgcggtgag ttggeeggeg 20

<210>583

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>583
actgcggtga gttggecgge 20

<210>584

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>584
gactgcggtg agttggccgg 20

<210>585

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>585
agactgcggt gagttggccg 20
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<210>586

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>586
cagactgcgg tgagttggec 20

<210>587

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>587
ccagactgcg gtgagttgge 20

<210>588

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>588
gccagactge ggtgagttgg 20

<210>589

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>589
cgccagactg cggtgagttg 20

<210>590

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>590
aagacagttc tagggttcag 20

<210>591

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>591
gaagacagtt ctagggttca 20

209
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<210>592

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>592
cgaagacagt tctagggttc 20

<210>593

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>593
tcgaagacag ttctagggtt 20

<210>594

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>594
gtcgaagaca gttctagggt 20

<210>595

< 210> 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>595
agtcgaagac agttctaggg 20

<210>596

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>596
gagtcgaaga cagttctagg 20

<210>597

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>597
ggagtcgaag acagttctag 20

210
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<210>598

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>598
cggagtcgaa gacagttcta 20

<210>599

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>599
ccggagtcga agacagttct 20

<210>600

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>600
cccggagteg aagacagttc 20

<210>601

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>601
ccceggagte gaagacagtt 20

<210>602

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>602
gccceggagt cgaagacagt 20

<210>603

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>603
ggccccggag tcgaagacag 20

211
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< 210>604

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>604
gggccccgga gtcgaagaca 20

<210>605

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>605
aggceggatggg cgeggcettet 20

<210>606

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>606
caggceggtgg gegeggette 20

<210>607

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>607
gcaggceggtg ggegeggett 20

<210>608

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>608
tggcaggegg tgggegegge 20

<210>609

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>609
actggcaggc ggtgggegeg 20

212
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<210>610

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>610
gaactggcag gcggtgggeg 20

<210>611

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>611
tgaactggca ggcggtggge 20

<210>612

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>612
tgtgaactgg caggecggtgg 20

<210>613

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>613
tggagctggg cggagaccca 20

<210>614

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>614
actggagctg ggcggagacc 20

<210>615

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>615
gactggagct gggcggagac 20

213
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<210>616

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>616
aggactggag ctgggcggag 20

< 210>617

<21 1>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>617
acaggactgg agctgggegg 20

<210>618

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>618
cacaggactg gagctgggcg 20

<210>619

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>619
tcacaggact ggagctggge 20

<210>620

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>620
gcctcagect ggccgaaaga 20

<210>621

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>621
ggcctcagece tggccgaaag 20

214
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<210>622

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>622
tggtggagcc aagccectcece 20

<210>623

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>623
gggcaccctc agagectgaa 20

<210>624

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>624
accccactgce aagaagtcgg 20

<210>625

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>625
gccccaggat gggaggatct 20

<210>626

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>626
cataggacag agaaatgttg 20

<210>627

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>627
tgctgacctt actctgccce 20

215
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<210>628

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>628
taagccatgg ctctgagtca 20

<210>629

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>629
agagaggcca tgggaggcetg 20

<210>630

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>630
ctggccectece tggcettgecece . 20

<210>631

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>631
agctgcccca tgetggeect 20

<210>632

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>632
gcccctggcea getgecccat 20

<210>633

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>633
ctgtcggcetg cgeeectgge 20
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<210>634

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220><
223>0ligonucledtido sintético

<400>634
cgccgaacac ctgectgtcg 20

<210>635

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>635
cctcccagtg cctgggcace 20

<210>636

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>636
gcgcectgtet gcaaagetgg 20

<210>637

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>637
cccaaagttg tccctectgg 20

<210>638

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>638
acacccagaa gaacccaaag 20

210>639

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>639
ctgacccaca cggctcatag 20
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<210>640

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>640
tggccccagg cectggaaag 20

<210>641

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>641
gacaaggcag ctggcagaag 20

<210>642

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>642
aagaaaccag tgaccagtga 20

<210> 643

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>643
ctgtgaaatg ggaggaggag 20

<210>644

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>644
gaaggttttt ccagaggctg 20

<210>645

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>645
ggccaggaga gtcattaggg 20
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<210>646

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>646
ccacaaaagg agtgctcctc 20

<210>647

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>647
ccttttaagg cagcaggaac 20

<210>648

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>648
ctaggactgt ctgcttccca 20

<210>649

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>649
gtcattcatc aatttctaag 20

<210>650

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>650
ggaggagctg cagccggaga 20

<210>651

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>651
gcacccggag gagctgcage 20
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<210>652

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>652
gcacgacacc tgcagggcac 20

<210>65

<210>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>653
agctcaccag gtagttctca 20

<210>654

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>654
gcttectete cccacctect 20

<210>655

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>655
gcagcacccc caatcctaga 20

<210>656

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>656
gcccctcate cacctgacac 20

<210>657

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>657
ttccaggtaa gagacccccec 20

220
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<210>658

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>658
agaataggtc ccagacactc 20

<210>659

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>659
ctcceectga gatgttetgg 20

<210>660

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>660
ccccagecca gagataacca 20

<210>661

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>661
cctgatccat cacggatgge 20

< 210>662

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>662
tactccatga ccaggtactg 20

<210>663

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>663
gctctgacct tccaagaacc 20
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<210>664

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>664
cteccttetg tggtcccace 20

<210>665

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>665
gtcgggtttg atgtccctge 20

<210>666

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>666
agggcactgg ctcaccgttc 20

<210>667

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>667
gggccctect tccaaccact 20

<210>668

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>668
gcccacccect ctgggeccac 20

<210>669

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>669
aggagcagag cgaggcttgg 20
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<210>670

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>670
caccttgtag tggacgatct 20

<210>671

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>671
ctaccccgcece ccegetcace 20

<210>672

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>672
ctaggtcact gctgggtect 20

<210>673

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>673
ctcagatagc tccccactce 20

<210>674

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>674
aattctctaa ttctctagac 20

<210>675

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>675
tacctgaggg ccatgcagga 20
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<210>676

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>676
gttccaagac tgatcctgca 20

<210>677

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>677
aggagggcegg tggegeggeg 20

<210>678

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>678
tgacagctgg aaggagaaga 20

<210>679

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>679
catgggaagg tggatccgtg 20

<210>680

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>680
ggaggttatc tagggagatc 20

<210>681

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>681
gaagggacag gtgacccgat 20
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<210>682

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>682
cgtaccctgg cagggagcag 20

< 210>683

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>683
ggactcgecc cgectacgec 20

<210>684

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>684
ctectgggac tcgececegee . 20

<210>685

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>685
gctectggga ctegececege 20

<210>686

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>686
attggctcct gggactcgecc 20

<210>687

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>687
gattggctce tgggactcgc 20
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<210>688

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>688
gcctctgatt ggctectggg 20

<210>689

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>689
gcatgggcct ctgattgget 20

<210>690

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>690
cacccggcat gggcctctga 20

<210>691

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>691
gccaggcecta gggacctgeg 20

<210>692

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>692
ttcctcceee aaccctgatt 20

<210>693

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>693
aagtttgcag caacttttct 20
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<210>694

<211>20

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>694
gcccctegga attcccgget 20

<210>695

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>695
catctcggec tgegetcege 20

<210>696

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>696
gcaggccccc acattcccca 20

<210>697

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>697
cttctgcacg ccteegtetc 20

<210>698

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>698
tggcccacag ccacggecgg 20

<210>699

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>699
ggcctggecce caccageggg 20
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<210>700

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>700
cctggcaggg agcagcaggt 20

<210>701

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>701
cagccgcact tcggctgaca 20

<210>702

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>702
gcctgggtee agcaccaget 20

<210>703

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>703
gtcccaggaa gectgggtecc 20

<210>704

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>704
cgttagcagg tccccgecca 20

<210>705

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>705
gtctatggcc atgacaatct 20
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<210>706

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>706
gtagcccagce cggtgcacgg 20

<210>707

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>707
gggtgcccac agccaccage 20

<210>708

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>708
tggcccgtag ctgectgece 20

<210>709

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>709
ggaaatcacc tgccccacct 20

<210>710

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>710
ggatgtttct ggaaatcacc 20

<210>711

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>711
gtggcaccct cgaagtctgg 20
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<210>712

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>712
ccccgctcac catggcagtg 20

<210>713

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>713
ggtccgggac ctgattgtet 20

<210>714

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>714
gctgcatgte tgeccegtcce 20

<210>715

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>715
ggccccagaa ccctagetge 20

<210>716

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>716
tcacagggcc tggctgccece 20

<210>717

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>717
ggctgacatg ttgggcagge 20
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<210>718

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>718
tgtccaggcc ccagaaccct 20

<210>719

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>719
ggccaggcect agggatctge 20

<210>720

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>720
cgcctcggat aggccaggee . 20

<210>721

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>721
ggcttggagt cttaggattc 20

<210>722

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>722
tccceggecg ccaggtggeca 20

<210>723

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
223>0ligonucledtido sintético

<400>723
ggtgctggge acgageectg 20
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<210>724

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>724
gcccagcetge tgcagcageg 20

<210>725

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>725
ccgtgtgtge tggcagaggt 20

<210>726

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>726
ataaataccg aggaatgtcg 20

<210>727

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>727
gggacagaca ataaataccg

<210>728

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>728
gtgcagccca gtgtggegge 20

<210>729

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>729
cctggagaag ttctggttgg 20
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<210>730

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>730
ggtgacccga tcggagccca 20

<210>731

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>731
agctggagag agaagggaca 20

<210>732

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>732
gtgagggact cgectgegge 20

<210>733

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>733
gcggcetgegg tgecccagee . 20

<210>734

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>734
gggccatcta gctggagaga 20

<210>735

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>735
ccccactgca agaagtcgge 20
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<210>736

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>736
ttgagccctt ttaaggcage 20

<210>737

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>737
tgaccaggta ctgggagcgg 20

<210>738

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>738
cctggagctg gatcagtcce 20

<210>739

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>739
acatgggaag gtggatcegt 20

<210>740

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>740
gtgggacata ccctggcagg 20

<210>741

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>741
gccaggcecta gggatctgca 20
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<210>742

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>742
ggaagcacga cacctcgect 20

<210>743

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>743
cctcaccatt ccatcagget 20

<210>744

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>744
cggcagcgac aagtgttccc 20

< 210>745

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>745
gtctctgaag gccatgcage 20

<210>746

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>746
cagccacttg atccggtggg 20

<210>747

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>747
cttcagccac aggtcggect 20
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<210>748

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>748
gttggctgga gaagttctgg 20

<210>749

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>749
ccccgtgatg getgeggete 20

<210>750

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>750
aggccaggcc tagggatcct 20

<210>751

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>751
ggcgeggtge cccagectgg 20

<210>752

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>752
gtcctggece caccageggg 20

<210>753

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>753
ccaggcctac gaatcctgge 20
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< 210>754

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>754
gcgectegga tagccaggee . 20

<210>755

<211>20

<212>ADN
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>755
cccagtgtgg cgcagcagee 20

<210>756

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>756
gtgtttcatc ttcaccaccg 20

<210>757

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>757
aggtcagcct cttcagccac 20

<210>758

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>758
ggccatatgg gaaggtggat 20

<210>759

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>759
ggaggatttg gcgagaagca 20
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<210>760

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>760
cgaagtctgc cccacctcga 20

< 210>761

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>761
gtggcaccct cgaagtctge 20

<210>762

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>762
gggtccattg taaggaaget 20

<210>763

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>763
ggtgcccaca gccaccaggg 20

<210>764

<211>20

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>764
tccatggcag tgagecggtc 20

<210>765

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>765
gggaccactt gatccggtgg 20
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<210>766

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>766
ggatcagagt tgggaccact 20

<210>767

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>767
ccccgtgatg getgeggttc 20

<210>768

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>768
gtgtgtccte ataccccgee 20

<210>769

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>769
gcaccctcga agtctcgacc 20

<210>770

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>770
gctctgaagg ccatgcagca 20

<210>771

<211>25

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>771
gacatatgcc aagattgtgc actac 25
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<210>772

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>772
cacgaatgag gtcctgagett 21

<210>773

<211>22

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>773
aacacttgtc gctgccgetg gc - 22

<210>774

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>774
agcgaggctt cacttggecge 20

<210>775

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>775
gggaagcgag gcttcacttg 20

<210>776

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Sintético oligonucledtido

<400>776
gcggtcageg atcccagggt 20

<210>777

<211>20

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>777
gggtgccage geggtgatet 20
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<210>778

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>778
tgttacaaag aaagtgactg 20

<210>779

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>779
cgatggcagc aacggaagtt 20

<210>780

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>780
gtcagtttac gatggcagca 20

<210>781

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>781
cagggctttg tttcgaaaaa 20

<210>782

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>782
ccattttctt ccacaggget 20

<210>783

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>783
atgcttcttc aagttttcca 20
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<210>784

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>784
cagaatgact ttaatgcttc 20

<210>785

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>785
ccaccgcaaa tgcttctagac 21

<210>786

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Cebador

<400>786
ccccceccatt gagaagattc 20

<210>787

<211>24

<212>ADN
<213>Artificial Secuencia

<220>
<223>Cebador

<400>787
ctccacctce agcacgegac ttct 24

<210>788

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>788
gcggtcageg atcccagggt 20

<210>789

<211>25

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>789
agcagcagca gcagcagcag cagca 25
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<210>790

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>790
agcagcagca gcagcagcag 20

<210>791
<211>15

<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>791
gcagcagcag cagca 15

<210>792
<400>792
000
<210>793
<211>2611
<212>ADN

<213>Mus musculus

<400>793

243



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cgggaagacc
gccgaagtge
gagcccctge
caggacaagt
gaggtccgac
agcgaggtag
aataagtggg
ttagtgaaag
tacctgtacc
tttggggage
atagactccg
ctggaccgat
gatggaatgg
ctgcaggccg
gcactgggcg
acagccgaga
gacacagttg
ataaggctag
gtggtggagg
caggaagaca
gccttcagag
cctgtgtcag
gctgaagagg
acgctgcagce
cgcgagctgg
gaggtccgaa
ctgcaggccce
ccttececatce
ggccccatge
gaggcgcegtt
actgggttgg
ttcgeeccecect
agcgaccagg
gctcegetee
cctgccacct
gcagagctgg
gccccgacgt
ccatcagtta
tgatggatca
tcetgggggt
cagctgcact
cactgacaga
tattgtctgt
ctgccctaaa

ccgagctceg
ggctgaggca
tcgaccttcet
atgtggccga
tgcagaggga
cggtggtgaa
acatgctgaa
gggaccggcg
tggtcatgga
ggatcccecge
tgcaccggcet
gtgggcacat
tgaggtcgct
ttggtggagg
tgttcaccta
catatgccaa
tccececgagga
gtcgaggtgg
accggctcac
tgcceettgg
acaatcaggt
acttgcaagg
ctgacctagt
agctccagga
aggccatccg
accgagacct
caggagccgce
tagatggcce
accgccgtca
gcetgetcect
tggcctatac
gaaccctaag
gagcgaccca
acacttctgt
ggcggccggg
tagccaccge
ggatgggcaa
caagccataa
gcaagacctc
tgctgcaact
cceccecteece
ctcegggacce
ccccacctac
aaaaaaaaaa

<210>794
<211>988
<212>ADN
<213>Mus musculus

<220>
<221>misc_feature
<222>531, 942
<223>n=A, T,Co G

<400>794

ES 2756 326 T3

gcccggggag
gctccagcag

cctgggegte
cttettgcag
tgattttgag
gatgaaacag
gagaggcgag
ctggatcaca
atactacgtg
cgagatggct
gggctacgtg
tcgectggea
ggtggctgtg
gcctggggea
tgagatgttc
gattgtgcac
agctcaggac
ggcagacttc
tgccatggtg
ggtgcgectg
cceggaccecece
gcttgacttg
ggctgtccct
agccctggaa
gaccgccaac
ggaggcgcat
agccatcacg
cceggecegtg
cctgctgcetce
gttcgeeget
cggcggtctce
actccaagcce
aagcgtctct
gagcctgggt
gagggaggaa
tgctgcagca
actgctcagce
gcatgagcce
tgccagcaca
cctteceecegt
ccaaagcagt
cacgttttag
gacctccact
aaaaaaaaaa
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gggccatggt
ctggtgetgg
caccaggagc
tgggtggage
attttgaagg
acgggccaag
gtgtcgtgcet
cagctgcact
ggcggggacce
cgcttctacce
cacagggaca
gacttcggct
ggcacccegyg
ggcagctacg
tatgggcaga
tacagggaac
ctcattcegtg
gagggtgcca
agcgggggcyg
ccecttegtgg
acccctatgg
cagcccccag
gcecectgtgg
gaagaggttc
cagaacttct
gttcggecage
ggggtcccca
gctgtgggcece
cctgccagga
gctctggcetg
accccagtcet
atctttcatt
gtgcccatcg
ccccacccag
cagggctcgt
gctgggcatt
tcatccgatt
cctatttceca
cacggagtct
gtacacgtct
gtgggtattt
atgcattgag
cccgaccctt
a

gttgecetgee
acccaggcett
tgggtgcctce
ccattgcagce
tgatcgggcg
tgtatgccat
tccgggaaga
ttgccttceca
tgctaacgct
tggccgagat
tcaaaccaga
cctgcctcaa
actacctgtc
ggccagagtg
ccccectteta
acttgtcgcet
ggctgctgtg
cggacacatg
gggagacgct
gctactccta
aactagaggc
tgtcceccace
ctgaggcaga
tcaccecggea
ccagccaact
tacaggaacg
gtcceeggge
agtgccecgcet
tcecctaggece
ctgccgecac
ggtgtttcce
taggcctcct
cceececcececee
ctcegetect
gcccagcace
cgccgaccett
tcactttttce
gggacatccce
ttggcttegg
gcactctaac
attgatcttg
actcgacatt
gcgaataaaa

caacatgtca
cctgggactg
tcacctagce
aaggcttaag
tggggcgttc
gaagattatg
aagggatgta
ggatgagaac
gctgagcaag
tgtcatggce
taacattctg
actgcagcct
tcctgagatt
tgactggtgg
cgcggactce
gccgetggea
tcectgetgag
caatttcgat
gtcagacatg
ctgctgecatg
cctgcagttg
ggatcaagtg
gaccacggta
gagcctgage
acaggaggcc
gatggagatg
cacggatcca
ggtggggcca
tggcctatce
actgggctgce
gggagccacce
aggaaggtcg
cceecccace
gtgatccagg
cctggttect
gctttactca
actctcccag
attcccatag
acagcctcac
aacggagcca
ttatctgact
cctecggtatt
tacttctggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2611
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gctggacegg tccggaattc tccggatcge cagecetttgt gggceccatatt cgtcatcecet 60
cctggettet catctgettt tgtggtecta getcaagacce tctaattcecet ctgetgactt 120
aaatgccett ccccagaggt cttcetcagge ctagtggaca agettggage cttatctget 180
cctgeccaac attgageccaa agctccaget taccccaget tecttacaat ggaccccatt 240
gcagcaaggce ttaaggaggt ccgactgcag agggatgatt ttgagatttt gaaggtgatc 300
gggcgtgggg cgttcagecga ggtageggtg gtgaagatga aacagacggg ccaagtgtat 360
gccatgaaga ttatgaataa gtgggacatg ctgaagagag gcgaggtgtc gtgcttcegg 420
gaagaaaggg atgtattagt gaaaggggac cggcgctgga tcacacaget gcactttgec 480
ttccaggatg agaactacct gtacctggtc atggaatact acgtgggegg ngacctgeta 540
acgctgctga gcaagttttg gggagecggat cccececgecgag atggceteget tcetacctgge 600
cgagattgtc atggccatag actcegtgca cecggetggge tacgtgcaca gggacatcaa 660
accagataac attctgetgg accgatgtgg gcacattege ctggcagact teggetcetg 720
gcctcaactg cagectgatg gaatggtgga gtcccectggt ggetgtggge acccccecggac 780
tacctgtcecte ctgaaattct gecagggectt ggtgggagge cctggggaag gcaactacgg 840
gccaaaagtt ggaagggggg ggcctggggg gggttcccct atgaaaagtt ctatggggag 900
gacccccettt aagecggaatc ccaggccgaa aaatatgeccce angattggge cctaacaggg 960
aaaacttttc ccctgecect gggacaat 988
<210>795
<211>649
<212>ADN
<213>Mus musculus
<400>795
ggcgtgtteg cctatgagat gttctatggg cagaccccect tctacgegga ctceccacagec 60
gagacatatg ccaagattgt gcactacagg gaacacttgt cgctgececget ggcagacaca 120
gttgtcceceg aggaagctca ggacctcatt cgtgggetge tgtgtcectge tgagataagg 180
ctaggtcgag gtggggcagg tgatttccag aaacatcctt tettetttgg ccttgattgg 240
gagggtctcc gagacagtgt accccccettt acaccagact tcgagggtge cacggacaca 300
tgcaatttcg atgtggtgga ggaccggctce actgccatgg agacgetgtce agacatgcag 360
gaagacatgc cccttggggt gcecgectgece ttegtggget actcectactg ctgecatggec 420
ttcagagaca atcaggtccc ggaccccacce cctatggaac tagaggccct gcagttgect 480
gtgtcagact tgcaagggct tgacttgcag cccccagtgt ccccaccgga tcaagtggtce 540
ccaactctga tccccaccga caggctgaag aggctgacct agtggetgtce cectgeccctg 600
tggctgaggc agagccacgg taacgctgca gcagctccag gaagccectg 649
<210>796
<211>527
<212>ADN
<213>Mus musculus
<400>796
atttcgatgt ggtggaggac cggctcactg ccatggtgag cgggggceggg gagacgctgt 60
cagacatgca ggaagacatg ccccttgggg tgcegeccectgec cttegtggge tactcctact 120
gctgecatgge cttcagagac aatcaggtcc cggaccccac ccctatggaa ctagaggecce 180
tgcagttgcc tgtgtcagac ttgcaagggc ttgacttgca gcccccagtg tccccaccgg 240
atcaagtggc tgaagaggct gacctagtgg ctgtccctge cecectgtgget gaggcagaga 300
ccacggtaac gctgcagcag ctccaggaag ccctggaaga agaggttctce acccggcaga 360
gcctgagecg cgagcetggag gceccatccgga ccgccaacca gaacttctce aggaggecga 420
ggtccgaaac cgagacctgg aggcgcatgt tcggcagcta caggaacgga tggagatget 480
gcaggcccca ggaaccgcag ccatcacggg ggtccccagt ceccecegg 527
<210>797
<211>567
<212>ADN
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<213>Mus musculus

<400>797

10

15

atggtgaggt
gccgttggtg
ggcgtgtteg
gagacatatg
gttgtccecg
ctaggtcgag
gagggtctcce
tgcaatttcg
ggacacacag
aattgaatgt

cgctggtgge
gagggcctgg
cctatgagat
ccaagattgt
aggaagctca
gtggggcagg
gagacagtgt
atgtggtgga
gtgaccagtc
agggggctgg

tgtgggcacc
ggcaggcagc
gttctatggg
gcactacagg
ggacctcatt
tgatttccag
accccccttt
ggaccggctce
cccaagacag
gctcttg

ccggactacce
tacgggccag
cagaccccect
gaacacttgt
cgtgggetge
aaacatcctt
acaccagact
actgccatgg

tgagtgaggce

tgtctecctga
agtgtgactg
tctacgcgga
cgctgecget
tgtgtecctge
tcttetttgg
tcgagggtge
tgagcggggg
ttcactcttg

gattctgcag
gtgggcactg
ctccacagcee
ggcagacaca
tgagataagg
ccttgattgg
cacggacaca

cggggtatga
gcagtactaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
567

<210>798
<211>2474
<212>ADN
<213>Mus musculus

<400>798
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ccgggaagaa
tgccttccag
gctaacgcectg
ggccgagatt
caaaccagat
ctgcctcaaa
ctacctgtct
gccagagtgt
ccecttetac
cttgtegetg
gctgectgtgt
caatttcgat
gtcagacatg
ctgctgecatg
cctgcagttg
ggatcaagtg
gaccacggta
gagcctgage
acaggaggcc
gatggagatg
ggggcactgg
gtccaggcetg
acacctctct
accttcccat
ctcgactaga
cccttetete
gggccaggcc
ctatccgagg
ggctgcactg
gccacctteg
agatcgagcg
cccaccgcetce
tccaggectg
gttcctgecag
tactcagcce
tcccagcecat
ccatagtgat
cctcactect
gagccacagce
ctgactcact

ggtatttatt
tctggtctge

agggatgtat
gatgagaact
ctgagcaagt
gtcatggcca
aacattctgce
ctgcagecctg
cctgagattc
gactggtggg
gcggactcca
ccgetggecag
cctgctgaga
gtggtggagg
caggaagaca
gccttcagag
cctgtgtcag
gctgaagagg
acgctgcage
cgcgagetgg
gaggtccgaa
ctgcaggcecce
gtggagatgg
gggcaccgceca
cttctceette
gcttectegee
ttcecegeact
tccagctaga
ccatgcaccg
cgegttgect
ggttggtgge
ccecectgaac
accagggagce
cgctccacac
ccacctggeg
agctggtage
tgacgtggat
cagttacaag
ggatcagcaa
gggggttget
tgcacteccce
gacagactcc

gtctgtecce
ccta
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tagtgaaagg
acctgtacct
ttggggagcg
tagactccgt
tggaccgatg
atggaatggt
tgcaggccgt
cactgggcgt
cagccgagac
acacagttgt
taaggctagg
accggctcac
tgcceettgg
acaatcaggt
acttgcaagg
ccgacctagt
agctccagga
aggccatccg
accgagacct
caggagccgce
ggggcatgtt
gccgegecac
cagccatcac
aaatcctccece
gcectcectegee
tggcececececeg
ccgtcacctg
gctcctgtte
ctataccggce
cctaagactc
gacccaaagc
ttctgtgage
gccggggagg
caccgcetgcet
gggctaactg
ccataagcat
gacctctgece
gcaactcctt
cctceeccaa
gggacccacg

acctacgacc

ggaccggcgce
ggtcatggaa
gatcceccgece
gcaccggctg
tgggcacatt
gaggtcgctg
tggtggaggg
gttcgectat
atatgccaag
cceccgaggaa
tcgagacttce
tgccatggtg
ggtgcgectg
cceggaccecece
gcttgacttg
ggctgtccct
agccctggaa
gaccgccaac
ggaggcgcat
aggcgagtcc
gggtgtgtga
tgcctttcte
gggggtccce
caagggaact
ctgectgetgg
gccgtggetg
ctgctcectg
gccgcetgete
ggtctcacce
caagccatct
gtctctgtge
ctgggtcccece
gaggaacagg
gcagcagctg
ctcagctcat
gagccccecta
agcacacacg
ccecegtgtac
agcagtgtgg
ttttagatgce

tccactcceeg

tggatcacac
tactacgtgg
gagatggctc
ggctacgtge
cgecctggcecag
gtggctgtgg
cctggggcag
gagatgttct
attgtgcact
gctcaggacc
gagggtgcca
agcgggggcyg
ccettegtgg
acccctatgg
cagccceccag
gcecectgtgg
gaagaggttc
cagaacttct
gttcggcage
ctcacctgcet
accctecgggg
ctccatcectce
agtcceeggg
ccctagacte
gctcecgatceg
tgggccagtg
ccaggatccce
tggctgctge
cagtctggtg
ttcatttagg
ccatcgeccce
acccagctce
gctcgtgece
ggcattcgce
ccgatttcac
tttccaggga
gagtctttgg
acgtctgcac
gtatttattg
attgagactc

acccttgcega

agctgcactt
gcggggacct
gcttctacct
acagggacat
acttcggctc
gcacccecgga
gcagctacgg
atgggcagac
acagggaaca
tcattegtgg
cggacacatg
gggagacgct
gctactccta
aactagaggc
tgtcceccace
ctgaggcaga
tcaccecggea
ccagccaact
tacaggaacg
tccagccaag
caggggagga
cacactccat
ccacggatcc
ccgttetgge
ggtcacctgt
ccegetggtg
taggcectgge
cgccacactg
tttceceggga
cctcctagga
cceececcececee
gctcctgtga
agcacccctg
gaccttgcett
tttttcactce
catcccattc
cttcggacag
tctaacaacg
atcttgttat
gacattcctce

ataaaatact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460
2474

<210>799
<211>2135
<212>ADN
<213>Mus musculus

<400>799

60

65
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ccgggaagaa
tgccttccag
gctaacgcectg
ggccgagatt
caaaccagat
ctgcctcaaa
ctacctgtct
gccagagtgt
ccecttetac
cttgtegetg
gctgectgtgt
tcctttette
agacttcgag
catggagacg
gggctactcc
tgccecetgtg
agaagaggtt
ccagaacttc
tgttcggcag
gggggtccce
gtgggccagt
gccaggatce
ctggctgcetg
ccagtctggt
tttcatttag
cccatcgece
cacccagctce
ggctcgtgee
gggcattcge
tccgatttea
atttccaggg
ggagtctttg
cacgtctgeca
ggtatttatt
cattgagact
gacccttgeg

agggatgtat
gatgagaact
ctgagcaagt
gtcatggcca
aacattctgce
ctgcagcctg
cctgagattc
gactggtggg
gcggactcca
ccgetggecag
cctgctgaga
tttggeccttg
ggtgccacgg
ctgtcagaca
tactgctgca
gctgaggcag
ctcacccgge
tccagccaac
ctacaggaac
agtccecggg
gcecegetggt
ctaggecctgg
ccgccacact
gtttcececggg
gcctectagg
cceececcececee
cgctcecetgtg
cagcacccct
cgaccttgct
ctttttcact
acatcccatt
gcttcggaca
ctctaacaac
gatcttgtta
cgacattcct
aataaaatac

<210>800
<211>2873
<212>ADN
<213>Homo sapiens

<400>800

aggggggctg
agtggccaga
ggcctggaca
ggggccatgg
gctggtgttg
ccaccaggag
gtgggcggag
gattctgaag
gacgggccag
ggtgtcgtge
gcagctgcac

gaccaagggg
gaggcccagg
ggggctgcca
tgctgectgt
gacccgggcet
ctgggecgcect
cccategtgg
gtgatcggac
gtgtatgcca
ttcegtgagg
ttcgecttee
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tagtgaaagg
acctgtacct
ttggggagcg
tagactccgt
tggaccgatg
atggaatggt
tgcaggccgt
cactgggcgt
cagccgagac
acacagttgt
taaggctagg
attgggaggg
acacatgcaa
tgcaggaaga
tggccttecag
agaccacggt
agagcctgag
tacaggaggc
ggatggagat
ccacggatcc
ggggccaggce
cctatccgag
gggctgcact
agccaccttc
aagatcgagc
ccccaccget
atccaggcect
ggttcctgeca
ttactcagce
ctcccageca
cccatagtga
gcctcactcee
ggagccacag
tctgactcac
cggtatttat
ttectggtctg

tggggagaag
ggacagccag
ggccctgtga
ccaacatgtc
tcectggggcet
ccgaactggce
tgaggcttaa
gcggggegtt
tgaagatcat
agagggacgt
aggatgagaa
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ggaccggcgce
ggtcatggaa
gatcceccgece
gcaccggctg
tgggcacatt
gaggtcgetg
tggtggaggg
gttcgectat
atatgccaag
cceccgaggaa
tcgaggtggg
tctcecgagac
tttcgatgtg
catgcccett
agctgaagag
aacgctgcag
ccgcgagetg
cgaggtccga
gctgcaggece
accttcccat
cccatgcacce
gcgegttgece
gggttggtgg
gccccectgaa
gaccagggag
ccgctccaca
gccacctgge
gagctggtag
ctgacgtgga
tcagttacaa
tggatcagca
tgggggttge
ctgcactcecce
tgacagactc
tgtctgtcce
cccta

gggaggaggc
ggacaggcag
caggaggacc
agccgaggtg
ggagcccctg
ccaggacaag
ggaggtccga
cagcgaggta
gaacaagtgg
gttggtgaat
ctacctgtac

tggatcacac
tactacgtgg
gagatggctc
ggctacgtge
cgecctggcecag
gtggctgtgg
cctggggcag
gagatgttct
attgtgcact
gctcaggacc
gcaggtgatt
agtgtacccce
gtggaggacc
ggggtgegee
gccgacctag
cagctccagg
gaggccatcce
aaccgagacce
ccaggagcceg
atggcccccee
gccgtecacct
tgctcetgtt
cctataccgg
ccctaagact
cgacccaaag
cttctgtgag
ggccggggag
ccaccgcectge
tgggctaact
gccataagca
agacctctge
tgcaactcct
cccteecececa
cgggacccac
cacctacgac

ctecggeegge
acatgcagcce
ccgageccecece
cggctgagge
ctcgaccttce
tacgtggcceg
ctgcagaggg
gcggtagtga
gacatgctga
ggggaccggce
ctggtcatgg

agctgcactt
gcggggacct
gcttctacct
acagggacat
acttcggctc
gcaccecegga
gcagctacgg
atgggcagac
acagggaaca
tcattegtgg
tccagaaaca
cctttacacc
ggctcactge
tgccecttegt
tggctgtccece
aagccctgga
ggaccgccaa
tggaggcgca
cagccatcac
ggccgtgget
gctgctecect
cgecegetget
cggtctcacc
ccaagccatc
cgtctetgtg
cctgggtcce
ggaggaacag
tgcagcagct
gctcagctca
tgagcceccect
cagcacacac
tcceegtgta
aagcagtgtg
gttttagatg
ctccactcece

cgcagagaga
agggctccag
ggcccgggga
ggctccagca
tcctgggegt
acttcttgca
acgacttcga
agatgaagca
agaggggcga
ggtggatcac
agtattacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2135

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gggcggggac
gcgcttctac

gcacagggac
cgacttcgge
gggcacccca
aggcagctac
ctatgggcag
ctacaaggag
cttcattcag
cttcecggaca
ccectttaca
cgggctcact
cctgeetttt
cceccacaccee
cctggagceccecce
ccectgeggea
ggaggtgctc
gaacttcgce
ccggcagttg
ggtccccagt
ggccagtgec
agggtcccta
tctecgtgecg
gtctggcgece
gggccccegtt
cagttcacaa
gccccectage
gtccttgtag
gctgetgetg
ccctgacgtg
ccatccteca
gacgccctge
tttgccaaac
agccccagcece
tcgctgacag
ccgacattcce
gaataaaagg

<210>801

ctgctgacac
ctggcggaga
atcaaacccg
tcttgectcea
gactacctgt
gggcccgagt
acgcccttcet
cacctctcte
cggttgetgt
catcccttet
ccggattteg
gccatggaga
gtgggctact
atggaactgg
tecggtgtcece
gaggctgagg
acccggcaga
agtcaactac
caggagcgga
cceegggeca
cgctggtggg
ggcctggcect
ccgeectggg
gcccaggage
ggaagactga
ccgctecgag
ggccggggag
ccgggaatgce
ctgectgetgg
gatgggcaaa
cgcacccecca
tctggggage
ccgettttte
ggctcecgece
gctacaggac
tcggtattta
ccctcecatcet
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tgctgagcaa
ttgtcatgge
acaacatcct
agctgcggge
ccecccgagat
gtgactggtg
acgcggattc
tgccgetggt
gtcceceecgga
tctttggect
aaggtgccac
cactgtcgga
cctactecctg
aggccgagca
cacaggatga
ccgaggtgac
gcctgagecg
gcgaggcaga
tggagttgct
cggatccacc
gccaggecce
atcggaggcg
ctgcattggg
cgececgeget
gtgceccgggg
cgtgggtcte
ggaggggccg
tgctgetget
ggggatcaca
ctgcaggcect
cctategttg
gtctggegeg
ggggatcccg

gctteggegg
ccccaacaac

ttgtctgtce
gcccaaaaaa

gtttggggag
catagactcg

gctggaccge
agatggaacg
cctgcaggct
ggcgctgggt
cacggcggag
ggacgaaggg
gacacggctg
cgactgggat
cgacacatgc
cattcgggaa
catggccectce
gctgcettgag
aacagctgaa
gctgcgggag
ggagatggag
ggctcggaac
gcaggcagag
ttcccatatg
atgcaccgece
ctttceetge
ttggtggcce
ccctgaacce
cacggcacag
cgcccagete
ggtccgegge
gctgetgetg
gaccatttct
gggaaggcag
gttcgcaaag
atctctgect
cgccceccececte
tttggatatt
cccaatccac
ccacctagga
aaaaaaaaaa

cggattccgg
gtgcaccgge
tgtggccaca
gtgcggtcge
gtgggcggtg
gtattcgcect
acctatggca
gtccectgagg

ggccggggtg
ggtctceggg
aacttcgact
ggtgcgecge
agggacagtg
ccacacgtgce
gtggcagttc
ctccaggaag
gccatcecgea
cgggacctag
ggagccacag
gcceeceegge
gccacctget
tcetgttege
acgcecggceca
tagaactgtc
aagccgegcece
cagtcctgtg
cggcgaacgyg
ctgectgetge
ttectttegge
caagccgggce
tgcaaagctt
gcttactecgg
ctcacttgcg
tattgacctc
gttttggatg
cceccaccecee
aaaaaaaaaa

ccgagatggce
ttggctacgt
tcegeetgge
tggtggetgt
ggcctgggac
atgaaatgtt
agatcgtcca
aggctcgaga
gagcaggcga
acagcgtgcecce
tggtggagga
taggggtcca
aggtcccagg
aagcgcccag
cagcggctgt
ccctggagga
cggacaacca
aggcacacgt
ctgtcacggg
cgtggctgtg
gctcectgece
cgttgttctg
actcaccgceca
ttcgactceg
caccgcectge
atccgggecce
ggctcgaagg
tgctgetget
caggctgagg
cgtcegtgtt
tcttgtgcat
gaaatttgct
ctgctctegg
gtcctecgac
cactgagacc
cgaccctcecge
aaa

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2873

<211>1509
<212>ADN
<21 3>Homo sapiens
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<400>801
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ccaccgcage
agccgagagt
gagaccaccg
gatgacgcce
atggtcggta
atcctgaccce
aagatctggce
ctgctcaccg
tttgagacct
gccteeggea
cccatttatg
gatctcaccg
gctgagegeg
gagaacgaga
gacgggcagg
ccctecttea
aagtgtgaca
acgatgtacc
accatgaaga

tccatecctgg
gaggccggcec
cgacttctca
agtcactttc
cgtgtacata
agaaaatgga
aaaaaaaaa

ggacagcgcec
agcagttgta
ccectegtgtg
ctagggeccgt
tgggtcagaa
tgaagtaccc
accacacctt
aggcccceccct
tcaacgtgcce
ggaccaccgg
agggctacgce
actacctgat
agatcgtgcg
tggcgacgge
tcatcaccat
tcggtatgga
tcgacatcag
ctgggatcge
tcaagatcat

cctegetgte
cttccatcgt
ggacgacgaa
tttgtaacaa
cattaactta
aaacttgaag

210>802

<211>19

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>802
gcagcagcag cagcagcag 19

<210>803

<211>19

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>803
gcagcagcag cagcagcag 19

<210>804

<211>20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>804
agcagcagca gcagcagcag 20

ES 2756 326 T3

aagtgaagcc
gctacccgece
cgacaatggce
gttcecegtee
agattcctac
tatcgagcac
ctacaacgag
caatcccaag
cgccatgtac
catcgtgctg
gctgeecgeac
gaagatcctc
cgacatcaag
cgecctectcee
cggcaacgag
gtcggcggge
gaaggacctg
tgaccgcatg
cgeceecgecyg

caccttccag
ccaccgcaaa
tcttctcaat
cttecegttge
ttacctecatt
aagcattaaa

250

tcgettecce
cagaaactag
tcecggectgg
atcgtgggcecce
gtgggcgacg
ggcatcatca
cttecgegtgg
gccaaccgeg
gtggccatce
gactccggeg
gccatcatge
actgagcgtg
gagaagctgt
tccteectgg
cgctteeget
attcacgaga
tatgccaaca
cagaaagaga
gagcgcaaat

cagatgtgga
tgcttctaga
gggggggcgagg
tgccatcgta
ttgttatttt
gtcattctgt

tcecgeggega
acacaatgtg
tgaaagcecgg
gcccccgaca
aggctcagag
ccaactggga
ctcececgagga
agaagatgac
aggccgtgcet
acggcgtcac
gcctggaccet
gctactcctt
gctacgtgge
aaaagagcta
gcccggagac
ccacctacaa
acgtcatgtc
tcaccgeget
actcggtgtg

tcaccaagca
cacactccac
ctgagctcca
aactgacaca
tcgaaacaaa
taagctgcegt

ccagggccceg
cgacgaagac
cttecgeeggg
ccagggcgtce
caagagaggt
tgacatggag
gcaccccace
ccagatcatg
gtccctctac
ccacaacgtg
ggcgggcecgce
cgtgaccaca
cctggacttce
cgagctgcca
gctcttccag
cagcatcatg
ggggggcacc
ggcacccagce

gatcggcgge

ggagtacgac
ctccagcacg
gccacceege
gtgtttataa
gcecctgtgga
aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1509
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<210>805

<211>18

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>805
gcagcagcag cagcagca 18

<210>806

<211>19

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>806
agcagcagcagcag gcagcagca 19

<210>807

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>807
agcagcagca gcagca 16

<210>808

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>808
ctcccgacaa gctcca 16

<210>809

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>809
tcccgacaag ctcc 14

<210>810

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>810
gcttgcacgt gtgget 16
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<210>811

<211>14

< 212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>811
cttgcacgtg tggc 14

<210>812

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>812
ggttgtgaac tggcag 16

<210>813

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>813
gtigtgaact ggca 14

<210>814

<211>16

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<40 0>814
gagcggtigt gaactg 16

<210>815

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>815
agcggtigtg aact 14

<210>816

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>816
gctgecticc caggec 16
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<210>817

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>817
ctgccttccc agge 14

<210>818

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220
223>0ligonucledtido sintético

<400>818
gcactttacg aaccaa 16

<210>819

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>819
cactttgcga acca 14

<210>820

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>820
gaaagctttg cacttt 16

<210>821

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

< 220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>821
aaagctttgc actt 14

<210>822

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>822
cggaggacga ggtcaa 16

253



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2756 326 T3

<210>823

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
< 223>0ligonucledtido sintético

<400>823
ggaggacgag gtca 14

<210>824

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>824 agcctigtcag cgagtc 16

<210>825

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>825
gcctgtcagc gagt 14

<210>826

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>826
tcctgtagec tgtcag 16

<210>827

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

< 400>827
cctgtagcct gtca 14

<210>828

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>828
gaagcgaggc ttcact 16
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<210>829

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

< 400>829
aagcgaggcttcac 14

<210>830

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>830
acctgcccgt ctggca 16

<210>831

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>831
cctgeecgtc tgge 14

<210>832

<211>16

<212>ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>832
ggtcagcgat cccagg 16

<210>833

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>833
gtcagcgatc ccagg 14

<210>834

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>834
attttcttcc acaggg 16
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<210>835

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>835
ttticttcca cagg 14

<210>836

<211>16

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>836
gaatgacttt aatgct 16

<210>837

<211>14

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>0ligonucledtido sintético

<400>837
aatgacttta atgc 14
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido antisentido modificado que consta de 10 a 30 nucledsidos unidos
complementarios a un no de repeticion repetida de un ARN DMPK que contiene repeticion CUG expandida para usar
en un método de tratamiento de un animal que tiene distrofia mioténica tipo 1, en donde el oligonucleétido tiene una
secuencia de nucleobase que es al menos 90% complementaria a la SEQ ID NO: 1 y/o La SEQ ID NO: 2, medida
segun la totalidad de dicho oligonucleétido, en donde el oligonucleétido antisentido modificado, cuando se une al ARN
DMPK que contiene repeticion CUG expandido, activa una ribonucleasa nuclear.

2. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el animal es un humano.

3. El compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde el compuesto reduce la
miotonia en cualquiera de los musculos cuadriceps, el misculo gastrocnemio o el musculo tibial anterior.

4. El compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la secuencia de
nucleobase del oligonucleétido modificado es 100% complementaria a la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

5. El compuesto para usar de acuerdo a la reivindicacion 4, en donde el oligonucleétido modificado es un
oligonucleétido monocatenario, en donde opcionalmente el oligonucledtido modificado monocatenario es un
separador.

6. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde al menos un enlace internucleosidico del
oligonucledtido modificado es un enlace internucleosidico modificado, en donde opcionalmente cada enlace
internucledsido del oligonucleétido modificado es un enlace internucledsido modificado.

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el enlace internucleosidico modificado es un
enlace internucledsido de fosforotioato.

8. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde al menos un enlace internucleosidico del
oligonucledétido modificado es un enlace internucleosidico de fosforotioato y al menos un enlace internucledsido del
oligonucledétido modificado es un enlace internucledsido fosfodiéster.

9. El compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde al menos un nucledsido
del oligonucledtido modificado comprende un azicar modificado, en donde opcionalmente al menos un azucar
modificado es un azucar biciclico.

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el azucar biciclico comprende un puente
quimico entre las posiciones 4’ y 2' del azucar, en donde el puente quimico se selecciona entre: 4’-(CHz)-O-2"; 4'-
(CH2)-S-2'; 4’-(CH>)2-0-2"; 4'-CH(CH3)-0-2', 4'-CH(CH,0CHz3)-0-2', 4’-(CH3) (CH3)-O-2', 4’-H,-N(OCHj3)-2’, 4’-CH2-O-
N(CHj3)-2', 4-CH2-N(R)-O-2’, en donde R es H, C4-C12 alquilo, o un grupo protector, 4’-CHy(H)(CHa)-2', 4'-y CH,-C(=
CHz)-2".

11. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el aztcar modificado comprende un grupo 2’-
O-metoxietilo.

12. El compuesto para usar de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-11, en donde al menos un
nucledsido de dicho oligonucledtido modificado comprende una nucleobase modificada, en donde opcionalmente la
nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.

13. El compuesto para uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente en donde el compuesto es un
compuesto antisentido conjugado.

14. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, para su uso en un método de tratamiento de un animal que tiene distrofia mioténica de tipo 1.
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