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DESCRIPCIÓN

Modulación de la expresión de distrofia miotónica-proteína quinasa (DMPK)

Campo5

[0001] Se describen aquí métodos, compuestos y composiciones para reducir la expresión de DMPK ARNm y proteína 
en un animal. Además, 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 miotonía o 
reducir la escleopatía en un animal. Tales métodos, compuestos y composiciones son útiles, por ejemplo, para tratar, 10
prevenir o mejorar la distrofia miotónica tipo 1 (DM1) en un animal.

Antecedentes

[0002] Distrofia miotónica tipo 1 (DM1) es la forma más común de distrofia muscular en adultos con una estimada15
frecuencia de 1 en 7.500 (Harper PS., Myotonic Dystrophy. Londres: WB Saunders Company; 2001). DM1 es un 
trastorno autosómico dominante causado por la expansión de una repetición CTG no codificante en DMPK1. DMPK1 
es un gen que codifica una serina/treonina quinasa citosólica (Brook JD, et al., Cell., 1992, 68 (4): 799-808). Las 
funciones fisiológicas y sustratos de esta quinasa no se han determinado completamente. La repetición CTG 
expandida se encuentra en la región no traducida (UTR) 3’ de DMPK1. Esta mutación conduce al dominio del ARN, 20
un proceso en donde la expresión de ARN que contiene una repetición CUG expandida (CUGexp) induce disfunción 
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 región no traducida 3’. En la distrofia miotónica 
tipo I, este número se expande significativamente y está, por ejemplo, en el rango de 50 a más de 3.500 (Harper, 25
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] El tracto CUGexp interactúa con las proteínas de unión de ARN incluyendo proteínas de tipo músculo ciego
(MBNL), un empalme del factor, y hace que la transcripción mutante sea retenida en focos nucleares. La toxicidad de 30
este ARN proviene del secuestro de proteínas de unión al ARN y la activación de las vías de señalización. 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). 

35
[0005] En DM1, el músculo esquelético es el tejido más gravemente afectado, pero la enfermedad también tiene 
importantes efectos en el músculo cardíaco y liso, la lente ocular, y el cerebro. Los músculos 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 años, 
generalmente por insuficiencia respiratoria (de Die-Smulders CE, et al., Brain., 1998, 121 (Pt 8): 1557-1563). 40

[0006] La tecnología antisentido está emergiendo como un medio eficaz para modular la expresión de ciertos 
productos génicos y por lo tanto puede resultar ser únicamente útil en un número de, y aplicaciones de investigación 
de diagnóstico terapéutico para la modulación de DMPK1. Se demostró que la inyección intramuscular de 
oligonucleótidos completamente modificados dirigidos con la repetición de CAG en ratones bloquea la formación de 45
complejos CUGexp-MBNL1, dispersa los focos nucleares de las transcripciones de CUGexp, mejora el transporte 
nucleocitoplasmático y la traducción de las transcripciones de CUGexp, libera proteínas MBNL al nucleoplasma, 
normaliza empalme alternativo de exones dependientes de MBNL y eliminar la miotonía en ratones transgénicos que 
expresan CUGexp (Wheeler TM, et al., Science., 2009, 325 (5938): 336-339; WO2008/036406). Los oligonucleótidos 
antisentido complementarios a la repetición CUG expandida en ARN DMPK también se describen en el documento 50
WO2008/018795. 

[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 DM1.55

Sumario de la invención

[0008] La invención proporciona un compuesto que comprende un oligonucleótido antisentido modificado que consta 
de 10 a 30 nucleósidos enlaces complementario a una región de no repetición de un ARN DMPK que contiene 60
repetición CUG expandida para usar en un método de tratamiento de un animal que tiene distrofia miotónica tipo 1, en 
donde el oligonucleótido 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 oligonucleótido, en donde el oligonucleótido antisentido 
modificado, cuando se une al ARN DMPK que contiene repetición CUG expandido, activa una ribonucleasa nuclear. 

65
[0009] La invención también proporciona una composición farmacéutica que comprende un compuesto de la 
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invención, para uso en un método para tratar un animal que tiene distrofia miotónica de tipo 1.

Resumen de la divulgación

[0010] En este documento se describen métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresión de DMPK y 5
tratar, prevenir, retrasar o mejorar una enfermedad relacionada con DMPK y/o un síntoma 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 expresión de DMPK en un animal 
que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un oligonucleótido modificado como se describe 10
adicionalmente en el presente documento dirigido a DMPK. 

[0012] También se describe aquí un método para reducir preferentemente CUGexp DMPK, reduciendo miotonía, o 
reducir spliceopatía en un animal que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un 
oligonucleótido modificado, tal como se describe adicionalmente en este documento, dirigido a CUGexp DMPK. Se 15
cree que las transcripciones CUGexp DMPK son particularmente sensibles a la eliminación antisentido a través de 
ribonucleasas nucleares, debido a su mayor tiempo de residencia en el núcleo, y se cree que esta sensibilidad permite 
la inhibición antisentido efectiva de las transcripciones CUGexp DMPK en tejidos relevantes como el músculo a pesar 
de las barreras de biodistribución para la absorción de oligonucleótidos antisentido en los tejidos. Los mecanismos 
antisentido que no provocan la escisión a través de ribonucleasas nucleares, como los ASO de repetición de CAG 20
descritos en, por ejemplo, Wheeler TM, et al., Science., 2009, 325 (5938): 336-339 y WO2008/036406, no 
proporcionan la misma ventaja terapéutica. 

[0013] También se describe aquí un método de tratamiento de un animal con la distrofia miotónica tipo 1. En ciertos 
casos, el método incluye administrar al animal una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que 25
comprende un oligonucleótido modificado como se describe adicionalmente en este documento dirigido a DMPK. En 
ciertos casos, el método incluye identificar un animal con distrofia miotónica tipo 1. 

[0014] También se describe aquí un método para tratar, prevenir, retrasar, o aliviar los síntomas y los resultados 
asociados con el desarrollo de DM1 incluyendo rigidez muscular, miotonía, la desactivación de debilidad distal, 30
debilidad en la cara y la mandíbula músculos, dificultad para tragar, caída de la párpados (ptosis), debilidad de los 
músculos del cuello, debilidad en los músculos de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente, hipersomnia, 
desgaste muscular, disfagia, insuficiencia respiratoria, latidos cardíacos irregulares, daño muscular del corazón, 
apatía, resistencia a la insulina y cataratas. También se describe en el presente documento un método para tratar, 
prevenir, retrasar o mejorar los síntomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1 en niños, que incluyen 35
retrasos en el desarrollo, problemas de aprendizaje, problemas de lenguaje y habla y problemas de desarrollo de la 
personalidad. 

[0015] También se describe aquí un método de administración de un oligonucleótido antisentido para contrarrestar 
RNA dominio por la dirección de la escisión de los transcritos de patógenos. 40

[0016] En ciertas realizaciones, el DMPK tiene una secuencia como se establece en GenBank nº 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 Nº de acceso de GenBank NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 
18540696 a 18555106 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia 45
como se establece en el Nº de acceso de GenBank NT_039413,7 truncado de los nucleótidos 16666001 a 16681000 
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el 
número de acceso de GenBank NM_032418,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 4). En ciertas realizaciones, el 
DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank AI007148,1 (incorporado aquí como 
SEQ ID NO: 5). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de 50
GenBank AI304033,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 6). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia 
que se establece en el número de acceso de GenBank BC024150,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 7). En ciertas 
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de GenBank BC056615,1 
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 8). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el 
Nº de acceso de GenBank BC075715,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 793). En ciertas realizaciones, el DMPK 55
tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank BU519245,1 (incorporado aquí como SEQ ID 
NO: 794). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de 
GenBank CB247909,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 795). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia 
que se establece en el Nº de acceso de GenBank CX208906,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 796). En ciertas 
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank CX732022,1 60
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 797). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en 
el Nº de acceso de GenBank S60315,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 798). En ciertas realizaciones, el DMPK 
tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank S60316,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 
799). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank 
NM_001081562,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 800). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que 65
se establece en el número de acceso GenBank NM_001100,3 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 801).
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Descripción detallada

[0017] Debe entenderse que tanto la descripción general anterior como la siguiente descripción detallada son solo 
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invención, como se reivindica. Aquí, el uso del singular incluye el 5
plural a menos que se indique específicamente lo contrario. Aquí, el uso de "o" significa "y/o" a menos que se indique 
lo contrario. Además, el uso del término "incluido", así como otras formas, como "incluye" e "incluido", no es limitante. 
Además, términos como "elemento" o "componente" abarcan tanto elementos como componentes que comprenden 
una unidad y elementos y componentes que comprenden más de una subunidad, a menos que se indique 
específicamente lo contrario. 10

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

Definiciones15

[0019] A menos que se proporcionen definiciones específicas, la nomenclatura utilizada en relación con, y los 
procedimientos y técnicas de, química analítica, química orgánica sintética y química médica y farmacéutica descritas 
en el presente documento son aquellas bien conocidas y comúnmente utilizadas en la técnica. Se pueden utilizar 
técnicas estándar para la síntesis química y el análisis químico. 20

[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(CH2)2-OCH3) se refiere a una modificación de O-metoxi-etilo de la posición 2’ de un anillo 
de furanosilo. Un azúcar modificado con 2'-O-metoxietilo es un azúcar modificado. 

25
[0021] "Nucleótido 2'-O-metoxietilo" significa un nucleótido que comprende un resto de azúcar modificado 2'-O-
metoxietilo. 

[0022] "5-metilcitosina" significa una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posición 5. Una 5-metilcitosina 
es una nucleobase modificada. 30

[0023] "Acerca de" significa dentro de + 7% de un valor. Por ejemplo, si se afirma que "el compuesto afectó al menos 
el 70% de inhibición 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 composición farmacéutica que 35
proporcionan un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un 
oligonucleótido antisentido dirigido a DMPK es un agente farmacéutico activo. 

[0025] "Región diana activa" o "Región diana" significa una región a la que se dirige uno o más compuestos antisentido 
activos. "Compuestos antisentido activos" se refiere a los compuestos antisentido que reducen los niveles de ácido 40
nucleico o los niveles de proteína diana. 

[0026] "Administrado concomitantemente" se refiere a la co-administración de dos agentes de cualquier manera en 
donde los efectos farmacológicos de ambos se manifiestan en el paciente al mismo tiempo. La administración 
concomitante no requiere que ambos agentes se administren en una sola composición farmacéutica, en la misma 45
forma de dosificación o por la misma vía de administración. Los efectos de ambos agentes no necesitan manifestarse 
al mismo tiempo. Los efectos solo necesitan superponerse por un período de tiempo y no necesitan ser coextensivos.

[0027] "Administración" significa proporcionar un agente a un animal, e incluye, pero no se limita a la administración 
por un profesional de la medicina y la auto-administración. 50

[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 oligonucleótido antisentido dirigido a DMPK. "Segundo agente" significa un segundo 
compuesto terapéutico descrito en el presente documento (por ejemplo, un segundo oligonucleótido antisentido 55
dirigido a DMPK) y/o un compuesto terapéutico no DMPK.

[0029] La "mejora" se refiere a una disminución de al menos un indicador, signo o síntoma de una enfermedad, 
trastorno o afección asociada. La gravedad de los indicadores puede determinarse mediante medidas subjetivas u 
objetivas, que son conocidas por los expertos en la materia. 60

[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 chimpancés.

[0031] "Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridación de un 65
antisentido compuesto a su ácido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una disminución 
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en la cantidad o expresión de un ácido nucleico o proteína diana codificada por dicho ácido nucleico diana. 

[0032] "Compuesto antisentido" significa un compuesto oligomérico que es capaz de experimentar la hibridación a una 
diana de ácido nucleico a través de enlaces de hidrógeno. Los ejemplos de compuestos antisentido incluyen 
compuestos monocatenarios y bicatenarios, tales como oligonucleótidos antisentido, ARNsis, ARNshs, snoARN, 5
ARNmi y repeticiones satelitales. 

[0033] "Inhibición antisentido" se refiere a la reducción de los niveles de ácido nucleico diana o los niveles de proteína 
diana en presencia de un compuesto antisentido complementario a un ácido nucleico diana en comparación con los 
niveles diana de ácido nucleico o niveles diana de proteína en ausencia del compuesto antisentido. 10

[0034] "Oligonucleótido antisentido" significa un oligonucleótido de una sola hebra que tiene una secuencia de 
nucleobases que permite la hibridación a una región correspondiente o segmento de un ácido nucleico diana. 

[0035] "Azúcar bicíclico" significa un anillo de furanosilo modificado por el puente de dos átomos de anillo de carbono 15
no geminal. Un azúcar bicíclico es un azúcar modificado.

[0036] El "ácido nucleico bicíclico" o "BNA" se refiere a un nucleósido o nucleótido en donde la porción de furanosa 
del nucleósido o nucleótido incluye un puente que conecta dos átomos de carbono en el anillo de furanosa, formando 
así un sistema de anillo bicíclico. 20

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

[0038] "Región químicamente distinta" se refiere a una región de un compuesto antisentido que es de alguna manera 25
químicamente diferente que otra región del mismo compuesto antisentido. Por ejemplo, una región que tiene 
nucleótidos de 2'-O-metoxietilo es químicamente distinta de una región que tiene nucleótidos sin modificaciones de 2'-
O-metoxietilo.

[0039] "Compuesto antisentido quimérico" se refiere a un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones 30
químicamente distintas.

[0040] "Coadministración" significa la administración de dos o más agentes a un individuo. Los dos o más agentes 
pueden estar en una única composición farmacéutica, o pueden estar en composiciones farmacéuticas separadas. 
Cada uno de los dos o más agentes se puede administrar a través de las mismas o diferentes vías de administración. 35
La coadministración abarca la administración paralela o secuencial. 

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

40
[0042] "Nucleobases contiguas" significa nucleobases inmediatamente adyacentes entre sí. 

[0043] "CUGexp DMPK" significa ARN DMPK mutante que contiene una repetición CUG expandida (CUGexp). El gen 
DMPK de tipo salvaje tiene 5-37 repeticiones CTG en la región no traducida 3’. En un "CUGexp DMPK" (como en un 
paciente con distrofia miotónica tipo I) este número se expande significativamente y está, por ejemplo, en el rango de 45
50 a más 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 composición que carece de actividad farmacológica, pero es 
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composición inyectada puede ser un 50
líquido, por ejemplo, solución salina. 

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

55
[0046] "Expresión DMPK" significa el nivel de ARNm transcrito a partir del gen que codifica DMPK o el nivel de proteína 
traducida a partir del ARNm. La expresión de DMPK puede determinarse mediante métodos conocidos en la técnica, 
tales como una transferencia Northern u Western. 

[0047] "Ácido nucleico DMPK" significa cualquier codificación de ácido nucleico DMPK. Por ejemplo, un ácido nucleico 60
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 genómico 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 proteína DMPK. 

[0048] "Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionado en una única 65
administración, o en un determinado período de tiempo. Se puede administrar una dosis en uno, dos o más bolos, 
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tabletas o inyecciones. Por ejemplo, cuando se desea la administración subcutánea, la dosis deseada requiere un 
volumen que no se acomoda fácilmente con una sola inyección, por lo tanto, se pueden usar dos o más inyecciones 
para lograr la dosis deseada. En ciertos casos, el agente farmacéutico se administra por infusión durante un período 
prolongado de tiempo o de forma continua. Las dosis se pueden indicar como la cantidad de agente farmacéutico por 
hora, día, semana o mes. 5

[0049] "Cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" significa la cantidad de agente farmacéutico activo 
suficiente para efectuar un resultado fisiológico deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad efectiva 
puede variar entre los individuos dependiendo de la salud y la condición física del individuo a tratar, el grupo 
taxonómico de los individuos a tratar, la formulación de la composición, la evaluación de la condición médica del 10
individuo y otros factores relevantes. 

[0050] "totalmente complementario" o "100% complementario" significa cada nucleobase de una secuencia de 
nucleobase de un Cebador ácido nucleico tiene una nucleobase complementaria de una segunda secuencia de 
nucleobase de un segundo ácido nucleico. En ciertas realizaciones, un Cebador ácido nucleico es un compuesto 15
antisentido y un ácido nucleico diana es un segundo ácido nucleico. 

[0051] "Gapmer" significa un compuesto antisentido quimérico en donde una región interna tiene una pluralidad de 
nucleósidos que apoyan la escisión de RNasa H entre las regiones externas tiene uno o más nucleósidos, en donde 
los nucleósidos que comprenden la región interna son químicamente distintos del nucleósido o nucleósidos que 20
comprenden las regiones externas. la región interna puede denominarse "segmento de separación" 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 
o más 2’-desoxirribonucleósidos contiguos colocados entre e inmediatamente adyacentes a segmentos de ala 5’ y 3' 25
que tienen de uno a seis nucleósidos. 

[0053] "Hibridación" significa la hibridación de moléculas de ácido nucleico complementarias. En ciertas realizaciones, 
las moléculas de ácido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un ácido nucleico diana. 

30
[0054] "La identificación de un animal con la distrofia miotónica de tipo 1" significa la identificación de un animal que 
ha sido diagnosticado con una distrofia miotónica, trastorno o afección tipo 1 o identificación de un animal predispuesto 
a desarrollar una miotónica distrofia, trastorno o afección tipo 1. Por ejemplo, los individuos con antecedentes 
familiares pueden estar predispuestos a la distrofia miotónica, trastorno o afección tipo 1. Dicha identificación se puede 
lograr mediante cualquier método, incluida la evaluación del historial médico de un individuo y las pruebas o 35
evaluaciones clínicas estándar.

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

40
[0056] "Individual" significa un ser humano o animal no humano seleccionado para el tratamiento o terapia.

[0057] El "enlace internucleosídico" se refiere al enlace químico entre nucleósidos. 

[0058] "Nucleósidos unidos" significa nucleósidos adyacentes que están unidos o unidos entre sí por un 45
internucleosídico de ligamiento.

[0059] "Falta de coincidencia" o "nucleobase no complementaria" se refiere al caso en que una nucleobase de un 
Cebador ácido nucleico no es capaz de aparearse con la correspondiente nucleobase de un segundo ácido nucleico 
o diana.50

[0060] El "enlace internucleosídico modificado" se refiere a una sustitución o cualquier cambio de un enlace 
internucleósido natural (es decir, un enlace internucleósido fosfodiéster).

[0061] La "nucleobase modificada" se refiere a cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina o 55
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] "Nucleótido modificado" significa un nucleótido que tiene, independientemente, un resto de azúcar modificado, 
modificado enlace internucleosídico o nucleobase modificada. Un "nucleósido modificado" significa un nucleósido que 60
tiene, independientemente, un resto de azúcar modificado o una nucleobase modificada. 

[0063] "Oligonucleótido modificado" significa un oligonucleótido que comprende al menos un nucleótido modificado.

[0064] "Azúcar modificado" se refiere a una sustitución o cambio de un azúcar natural. 65
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[0065] "Motivo' significa que el patrón de regiones químicamente distintas en un compuesto antisentido. 

[0066] “Miotonía” significa una relajación anormalmente lenta de una muscular después de la contracción voluntaria o 
estimulación eléctrica. 

5
[0067] “Ribonucleasa nuclear” significa una ribonucleasa encontrada en el núcleo. ribonucleasas nucleares incluyen, 
pero no se limitan a, la RNasa H incluyendo RNasa HI y RNasa H2, el Drosha RNasa de doble hebra y otras RNasas 
de doble hebra. 

[0068] "Enlace internucleosídico de origen natural" significa un enlace fosfodiéster 3' a 5'. 10

[0069] "Resto de azúcar natural" significa un azúcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH). 

[0070] "Ácido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucleótidos monoméricos. Un ácido nucleico incluye 
ácidos ribonucleicos (ARN), ácidos desoxirribonucleicos (ADN), ácidos nucleicos monocatenarios, ácidos nucleicos 15
bicatenarios, ácidos ribonucleicos interferentes pequeños (ARNip) y microARN (miARN). Un ácido nucleico también 
puede comprender una combinación de estos elementos en una sola molécula. 

[0071] Nucleobase significa un resto heterocíclico capaz de emparejarse con una base de otro ácido nucleico. 
20

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

[0073] "Nucleósidos" se refiere a una base nitrogenada unida a un azúcar. 
25

[0074] "Nucleósidos miméticos" incluye aquellas estructuras utilizadas para sustituir el azúcar o el azúcar y la base y 
no necesariamente la articulación en una o más posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo 
miméticos de nucleósidos que tienen morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo, miméticos de azúcar 
biciclo o triciclo, por ejemplo, unidades de azúcar sin furanosa. 

30
[0075] "Nucleótido" significa un nucleósido que tiene un grupo fosfato unido covalentemente a la porción de azúcar 
del nucleósido.

[0076] El "nucleótido mimético" incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el nucleósido y el enlace en una 
o más posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo ácidos nucleicos peptídicos o morfolinos 35
(morfolinos unidos por -N (H)-(=O)-O- u otro enlace no fosfodiéster). 

[0077] "Compuesto oligomérico" o "oligómero" significa un polímero de subunidades monoméricas con enlaces que 
es capaz de hibridarse con al menos una región de una molécula de ácido nucleico. 

40
[0078] "Oligonucleótido" se refiere a un polímero de los nucleósidos ligados cada uno de los cuales pueden ser 
modificados o sin modificar, independientes uno de otro. 

[0079] "Administración parenteral" significa la administración a través de inyección o infusión. La administración 
parenteral incluye administración subcutánea, administración intravenosa, administración intramuscular, 45
administración intraarterial, administración intraperitoneal o administración intracraneal, por ejemplo, administración 
intratecal o intracerebroventricular. La administración puede ser continua, crónica, corta o intermitente. 

[0080] "Péptido" significa una molécula formada uniendo al menos dos aminoácidos por enlaces amida. Péptido se 
refiere a polipéptidos y proteínas. 50

[0081] "Composición farmacéutica" significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo. Por 
ejemplo, una composición farmacéutica puede comprender uno o más agentes activos y una solución acuosa estéril. 

[0082] "Sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales fisiológica y farmacéuticamente aceptables de 55
compuestos antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biológica deseada del oligonucleótido de los padres 
y no imparten indeseados efectos toxicológicos a los mismos. 

[0083] "Enlace de fosforotioato" significa un enlace entre nucleósidos donde el enlace de fosfodiéster se modifica 
reemplazando uno de los átomos de oxígeno no puente con un átomo de azufre. Un enlace de fosforotioato es un 60
enlace internucleósido modificado.

[0084] Por "porción" se entiende un número definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) de un ácido nucleico. 
En ciertas realizaciones, una porción es un número definido de nucleobases contiguas de un ácido nucleico diana. En 
ciertas realizaciones, una porción es un número definido de nucleobases contiguas de un compuesto antisentido. 65
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[0085] "Reducción preferencial de CMP exp DMPK ARN" se refiere a una reducción preferencial de transcripciones 
de ARN de un alelo CMPexp DMPK en relación 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 afección durante 
un período de tiempo desde minutos hasta indefinidamente. Prevenir también significa reducir el riesgo de desarrollar 5
una enfermedad, trastorno o afección. 

[0087] "Profármaco" 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 acción de enzimas endógenas u otros productos químicos 
o condiciones. 10

[0088] "Efectos secundarios" significa respuestas fisiológicas atribuibles a un tratamiento distinto de los efectos 
deseados. En ciertos casos, los efectos secundarios incluyen reacciones en el lugar de inyección, anomalías en las 
pruebas de función hepática, anomalías en la función renal, toxicidad hepática, toxicidad renal, anormalidades en el 
sistema nervioso central, miopatías y malestar general. Por ejemplo, el aumento de los niveles de aminotransferasa 15
en suero puede indicar toxicidad hepática o anormalidad de la función hepática. Por ejemplo, el aumento de la 
bilirrubina puede indicar toxicidad hepática o anormalidad de la función hepática. 

[0089] "Oligonucleótido de cadena sencilla" significa un oligonucleótido que no se hibrida con una cadena 
complementaria. 20

[0090] "Específicamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de 
complementariedad entre un oligonucleótido antisentido y un ácido nucleico diana para inducir un efecto deseado, 
mientras que exhibe efectos mínimos o nulos en ácidos nucleicos no diana bajo condiciones en las que se desea la 
unión, es decir, en condiciones fisiológicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos terapéuticos. 25

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

[0092] "Administración subcutánea" se refiere a la administración justo debajo de la piel.30

[0093] El "sustituto del azúcar" se superpone con el término ligeramente más amplio "mimético de nucleósido", pero 
está destinado a indicar el reemplazo de la unidad de azúcar (anillo de furanosa) solamente. Los anillos de 
tetrahidropiranilo proporcionados en el presente documento son ilustrativos de un ejemplo de un sustituto de azúcar 
en donde el grupo azúcar de furanosa se ha reemplazado con un sistema de anillo de tetrahidropiranilo. 35

[0094] "Orientación" o "dirigido" significa el proceso de diseño y selección de un compuesto antisentido que se hibride 
específicamente con un ácido nucleico diana e inducir un efecto deseado.

[0095] El "ácido nucleico diana", el "ARN diana" y el "transcrito de ARN diana" se refieren a un ácido nucleico capaz 40
de ser blanco de compuestos antisentido. 

[0096] "Segmento diana" significa la secuencia de nucleótidos de un ácido nucleico diana a la que un compuesto 
antisentido está dirigido. "Sitio diana 5’“ se refiere al nucleótido más 5' de un segmento diana. "Sitio diana 3’“ se refiere 
al nucleótido más 3' de un segmento diana. 45

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

[0098] "Tratar" se refiere a la administración de una composición farmacéutica para efectuar una alteración o mejora 50
de una enfermedad, trastorno, o afección. 

[0099] "Distrofia miotónica tipo 1" o "DM1" significa un trastorno autosómico dominante causado por la expansión de 
una repetición CTG no codificante en DMPK. Esta mutación conduce al dominio de ARN, un proceso en donde la 
expresión de ARN que contiene una repetición CUG expandida (CUGexp) induce disfunción celular. El tracto CUGexp 55
interactúa con proteínas de unión a ARN y hace que la transcripción mutante se retenga en focos nucleares. La 
toxicidad de este ARN proviene del secuestro de proteínas de unión al ARN y la activación de las vías de señalización.

[0100] "Nucleótido no modificado" significa un nucleótido compuesto de nucleobases naturales, restos de azúcar y 
enlaces internucleosídicos. En ciertas realizaciones, un nucleótido no modificado es un nucleótido de ARN (es decir, 60
β-D-ribonucleósidos) o un nucleótido de ADN (es decir, β-D-desoxirribonucleósido).

Ciertas instancias

[0101] Se describen aquí métodos, compuestos y composiciones para inhibir la expresión de DMPK. 65

E16153949
14-11-2019ES 2 756 326 T3

 



9

[0102] También se describe en el presente documento un método para reducir la expresión de DMPK en un animal 
que comprende administrar al animal un compuesto que comprende un oligonucleótido modificado dirigido a DMPK. 

[0103] También se describe en el presente documento un método para reducir preferentemente el ARN CMPexp 
DMPK, reducir la miotonía o reducir la escleopatía en un animal que comprende administrar al animal un compuesto 5
que comprende un oligonucleótido modificado dirigido a DMPK, en donde el oligonucleótido modificado reduce 
preferentemente el ARN CMPexp DMPK, reduce la miotonía o reduce la spliceopatía en el animal. 

[0104] También se describe en el presente documento un método para administrar un oligonucleótido antisentido para 
contrarrestar el dominio del ARN dirigiendo la escisión de las transcripciones patógenas. 10

[0105] También se describe aquí un método para reducir la spliceopatía de Serca1. En ciertos casos, los métodos 
descritos en este documento dan como resultado la inclusión en el exón 22. En ciertos casos, el empalme correctivo 
ocurre en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps. 

15
[0106] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatía de m-Titin. En ciertos 
casos, los métodos descritos en este documento dan como resultado la inclusión del exón 5. En ciertos casos, el 
empalme correctivo ocurre en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps. 

[0107] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatía de Clcn1. En ciertos 20
casos, los métodos descritos en este documento dan como resultado la inclusión del exón 7a. En ciertos casos, el 
empalme correctivo ocurre en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps. 

[0108] También se describe en el presente documento un método para reducir la spliceopatía de Zasp. En ciertos 
casos, los métodos descritos aquí dan como resultado la inclusión del exón 11. En ciertos casos, el empalme correctivo 25
ocurre en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps. 

[0109] También se describe en el presente documento un método para tratar un animal con distrofia miotónica tipo 1 
que comprende: a) identificar dicho animal con distrofia miotónica tipo 1, y b) administrar a dicho animal una cantidad 
terapéuticamente efectiva de un compuesto que comprende un oligonucleótido modificado dirigido a DMPK. En ciertos 30
casos, la cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto administrado al animal reduce preferentemente el ARN 
de CUGexp DMPK, reduce la miotonía o reduce la escleopatía en el animal. 

[0110] También se describe en el presente documento un método para lograr una reducción preferencial de ARN 
CMPexp DMPK, que incluye administrar al sujeto sospechoso de tener distrofia miotónica tipo 1 o tener un ARN 35
CUGexp DMPK un oligonucleótido antisentido modificado complementario a una región no repetida de dicho CUGexp 
DMPK RNA. El oligonucleótido antisentido modificado, cuando se une a dicho CUGexp DMPK RNA, logra una 
reducción preferencial del CUGexp DMPK RNA. 

[0111] También se describe en el presente documento un método para lograr una reducción preferencial de ARN 40
CMPexp DMPK, que incluye seleccionar un sujeto que tiene distrofia miotónica tipo 1 o que tiene un ARN CUGexp 
DMPK y administrar a dicho sujeto un oligonucleótido antisentido modificado complementario a una región no repetida 
de dicho CUGexp DMPK RNA. El oligonucleótido antisentido modificado, cuando se une al ARN CUGexp DMPK, 
activa una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, logrando así una reducción preferencial del ARN CUGexp DMPK en 
el núcleo. 45

[0112] También se describe en el presente documento un método para lograr una reducción preferencial de ARN 
CMPexp DMPK, que incluye seleccionar un sujeto que tiene distrofia miotónica tipo 1 o que tiene un ARN mutante o 
CUGexp DMPK y administrar sistemáticamente a dicho sujeto un oligonucleótido antisentido modificado 
complementario a una región de no repetición de dicho CUGexp DMPK RNA. El oligonucleótido antisentido modificado, 50
cuando se une al ARN mutante o CUGexp DMPK, logra una reducción preferencial del ARN mutante o CUGexp DMPK. 

[0113] También se describe en el presente documento un método para reducir la miotonía en un sujeto que lo necesita. 
El método incluye administrar al sujeto un oligonucleótido antisentido modificado complementario a una región no 
repetida de un ARN DMPK, en donde el oligonucleótido antisentido modificado, cuando se une al ARN DMPK, activa 55
una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, reduciendo así la miotonía. En ciertos casos, el sujeto tiene o se sospecha 
que tiene distrofia miotónica 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 escleopatía en un sujeto que lo 60
necesite. El método incluye administrar al sujeto un oligonucleótido antisentido modificado complementario a una 
región no repetida de un ARN de DMPK, en donde el oligonucleótido antisentido modificado, cuando se une al ARN 
de DMPK, activa una ribonucleasa o ribonucleasa nuclear, reduciendo así la spliceopatía. En ciertos casos, el sujeto 
tiene o se sospecha que tiene distrofia miotónica tipo 1 o que tiene un ARN CUGexp DMPK retenido nuclearmente. 
En ciertos casos, el ARN DMPK es nuclear retenido. En ciertos casos, la spliceopatía es spliceopatía dependiente de 65
MBNL. 
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[0115] En ciertos casos, el oligonucleótido antisentido modificado de los métodos es quimérico. En ciertos casos, el 
oligonucleótido antisentido modificado de los métodos es un gapmer. 

[0116] En ciertos casos de los métodos descritos aquí, la administración es subcutánea. En ciertos casos, la 5
administración es intravenosa. 

[0117] En ciertos casos, el oligonucleótido antisentido modificado de los métodos se dirige a una secuencia no 
codificante dentro de la región no repetida de un ARN DMPK. En ciertas realizaciones, el oligonucleótido se dirige a 
una región codificante, un intrón, un 5'UTR o un 3'UTR del ARN mutante DMPK. 10

[0118] En ciertos casos de los métodos descritos aquí, 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. 15

[0120] En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank 
NM_001081560,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 1). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como 
se establece en el Nº de acceso de GenBank NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 18540696 a 18555106 
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 2). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en 20
el Nº de acceso de GenBank NT_039413,7 truncado de los nucleótidos 16666001 a 16681000 (incorporado aquí como 
SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el número de acceso de 
GenBank NM_032418,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 4). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia 
como se establece en el Nº de acceso de GenBank AI007148,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 5). En ciertas 
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de GenBank AI304033,1 25
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 6). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en el 
número de acceso de GenBank BC024150,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 7). En ciertas realizaciones, el 
DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de GenBank BC056615,1 (incorporado aquí 
como SEQ ID NO: 8). En ciertas realizaciones del documento, el DMPK tiene la secuencia establecida en el número 
de acceso de GenBank BC075715,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 793). En ciertas realizaciones, el DMPK 30
tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank BU519245,1 (incorporado aquí como SEQ ID 
NO: 794). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el número de acceso de 
GenBank CB247909,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 795). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia 
que se establece en el Nº de acceso de GenBank CX208906,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 796). En ciertas 
realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank CX732022,1 35
(incorporado aquí como SEQ ID NO: 797). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que se establece en 
el Nº de acceso de GenBank S60315,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 798). En ciertas realizaciones, el DMPK 
tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank S60316,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 
799). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia como se establece en el Nº de acceso de GenBank 
NM_001081562,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 800). En ciertas realizaciones, el DMPK tiene la secuencia que 40
se establece en el número de acceso GenBank NM_001100,3 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 801). 

[0121] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido 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 oligonucleótido modificado tiene una secuencia de nucleobase 45
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, 160-770 y 774 -792. 

[0122] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido 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: 12-50
156, 160-770 y 774-792. En ciertas realizaciones, el oligonucleótido 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 oligonucleótido modificado tiene una secuencia de nucleobase que comprende al 55
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 oligonucleótido 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. 

60
[0124] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido 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 oligonucleótido 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, 160-770 y 774-792. 65
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[0125] En ciertas realizaciones, los oligonucleótidos modificados proporcionados en el presente documento están 
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 oligonucleótidos modificados proporcionados en el presente documento están 5
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 oligonucleótidos modificados proporcionados aquí están dirigidos a cualquiera de 10
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.15

[0129] En ciertos casos, los compuestos o composiciones de la invención se designan como un Cebador agente y los 
métodos descritos aquí comprenden además 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.20

[0130] En ciertos casos, la administración comprende la administración parenteral.

[0131] En ciertas realizaciones, el compuesto es un oligonucleótido modificado monocatenario. En ciertos casos, la 
secuencia de nucleobase del oligonucleótido modificado es al menos 95% complementaria a cualquiera de las SEQ 25
ID NO: 3-8 y 793-801, medida en la totalidad de dicho oligonucleótido modificado. En ciertas realizaciones, la 
secuencia de nucleobase del oligonucleótido modificado es al menos un 95% complementaria a cualquiera de las SEQ 
ID NO: 1-2 medida en la totalidad de dicho oligonucleótido modificado. En ciertos casos, la secuencia de nucleobase 
del oligonucleótido modificado es 100% complementaria a cualquiera de las SEQ ID NO: 3-8 y 793-801, medida en la 
totalidad de dicho oligonucleótido modificado. En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucleótido 30
modificado es 100% complementaria a cualquiera de las SEQ ID NO: 1-2 medida en la totalidad de dicho 
oligonucleótido modificado. 

[0132] En ciertas realizaciones, al menos un enlace internucleosídico de dicho oligonucleótido modificado es un enlace 
internucleósido modificado. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosídico es un enlace internucleósido de 35
fosforotioato. 

[0133] En ciertas realizaciones, al menos un nucleósido de dicho oligonucleótido modificado comprende un azúcar 
modificado. En ciertas realizaciones, al menos un azúcar modificado es un azúcar bicíclico. En ciertas realizaciones, 
al menos uno modificado de azúcar comprende un 2'-O-metoxietilo o un 4’-(CH2)n-O-2' puente, donde n es 1 o 2. 40

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

[0135] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado comprende: a) un segmento de separación que consiste 45
en desoxinucleósidos unidos; b) un segmento de ala 5’ que consiste en nucleósidos unidos; y c) un segmento de ala 
3’ que consiste en nucleósidos unidos. El segmento de separación se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento 
del ala 3' y cada nucleósido de cada segmento del ala comprende un azúcar modificado. 

[0136] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado comprende: a) un segmento de separación que consiste 50
en diez desoxinucleósidos unidos; b) un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucleósidos unidos; y c) un segmento 
de ala 3’ que consta de cinco nucleósidos unidos. El segmento de separación se coloca entre el segmento del ala 5’ 
y el segmento del ala 3', cada nucleósido de cada segmento del ala comprende un azúcar 2'-O-metoxietilo, cada 
enlace internucleósido de dicho oligonucleótido modificado es un enlace de fosforotioato, y cada citosina en dicho 
oligonucleótido modificado es una 5'-metilcitosina. 55

[0137] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado consta de 20 nucleósidos unidos. 

[0138] También se describe en el presente documento un método para reducir preferentemente el ARN CMPexp 
DMPK, reducir la miotonía o reducir la escleopatía en un animal que comprende administrar al animal un compuesto 60
que comprende un oligonucleótido modificado que tiene un segmento de separación que consta de diez 
desoxinucleósidos unidos, un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucleósidos unidos y un segmento de ala 3’ que 
consta de cinco nucleósidos unidos. El segmento de separación se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento 
del ala 3', cada nucleósido de cada segmento del ala comprende un azúcar 2'-O-metoxietilo, cada enlace 
internucleósido de dicho oligonucleótido modificado es un enlace de fosforotioato, cada citosina en dicho 65
oligonucleótido 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 fabricación 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 fabricación de un medicamento para tratar, mejorar o prevenir la distrofia miotónica 5
tipo 1. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como se describe en el presente 
documento en la fabricación de un medicamento para inhibir la expresión de DMPK y tratar, prevenir, retrasar o mejorar 
una enfermedad relacionada con DMPK y un síntoma del mismo. También se describe en el presente documento el 
uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la fabricación de un medicamento para reducir 
la expresión de DMPK en un animal. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como 10
se describe en el presente documento en la fabricación de un medicamento para reducir preferentemente CUGexp 
DMPK, reducir la miotonía o reducir la escleopatía en un animal. También se describe en el presente documento el 
uso de un compuesto como se describe en el presente documento en la fabricación de un medicamento para tratar un 
animal con distrofia miotónica de tipo 1. También se describe en el presente documento el uso de un compuesto como 
se describe en el presente documento en la fabricación de un medicamento para tratar, prevenir, retrasar o mejorar 15
los síntomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1, incluyendo rigidez muscular, miotonía, incapacidad de 
debilidad distal, debilidad en la cara y la mandíbula músculos, dificultad para tragar, caída de los párpados (ptosis), 
debilidad de los músculos del cuello, debilidad en los músculos de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente, 
hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia respiratoria, latidos cardíacos irregulares, daño del músculo 
cardíaco, apatía, insulina resistencia y cataratas. También se describe en el presente documento el uso de un 20
compuesto como se describe en el presente documento en la fabricación de un medicamento para contrarrestar el 
dominio del ARN dirigiendo la escisión de las transcripciones patógenas. 

[0140] También se describe en el presente documento un kit para tratar, prevenir o mejorar la distrofia miotónica de 
tipo 1 como se describe en el presente documento en donde el kit comprende: a) un compuesto como se describe en 25
el presente documento; y opcionalmente b) un agente o terapia adicional como se describe en este documento. El kit 
puede incluir además instrucciones o una etiqueta para usar el kit para tratar, prevenir o mejorar la distrofia miotónica 
tipo 1. 

[0141] También se describe en el presente documento cualquier compuesto o composición como se describe en el 30
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 composición como se describe en el presente 
documento para inhibir la expresión de DMPK y tratar, prevenir, retrasar o mejorar una enfermedad relacionada con 
DMPK y un síntoma de la misma. También se describe en el presente documento un compuesto o composición como 
se describe en el presente documento para su uso en la reducción de la expresión de DMPK en un animal. También 35
se describe en el presente documento un compuesto o composición como se describe en el presente documento para 
su uso en la reducción preferencial de CUGexp DMPK, reducción de la miotonía o reducción de la spliceopatía en un 
animal. También se describe en el presente documento un compuesto o composición como se describe en el presente 
documento para su uso en el tratamiento de un animal con distrofia miotónica tipo 1. También se describe en el 
presente documento un compuesto o composición como se describe en el presente documento para su uso en el 40
tratamiento, prevención, retraso o mejora de los síntomas y resultados asociados con el desarrollo de DM1, incluyendo 
rigidez muscular, miotonía, incapacidad de debilidad distal, debilidad en los músculos de la cara y la mandíbula, 
dificultad para tragar, caída de los párpados (ptosis), debilidad de los músculos del cuello, debilidad en los músculos 
de los brazos y las piernas, dolor muscular persistente, hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia 
respiratoria, latidos cardíacos irregulares, daño del músculo cardíaco, apatía, resistencia a la insulina y cataratas. 45
También se describe en el presente documento un compuesto o composición como se describe en el presente 
documento para su uso en contrarrestar el dominio del ARN dirigiendo la escisión de los transcritos patógenos. 
También se describen en el presente documento compuestos que comprenden un oligonucleótido modificado que 
consiste en 12 a 30 nucleósidos 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. 50

[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 oligonucleótido 55
modificado que consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o 20 nucleósidos 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. 60

[0144] También se describen en este documento compuestos que comprenden un oligonucleótido modificado que 
consta de 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22, o 20, nucleósidos 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 65
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 oligonucleótido modificado 
que consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o 20, nucleósidos unidos que tienen una secuencia 
de nucleobase que comprende una porción 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 más, nucleobases 5
contiguas complementarias a una porción 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. 

10
[0146] También se describen en este documento compuestos que comprenden un oligonucleótido modificado que 
consiste en 10 a 80, 12 a 50, 12 a 30, 15 a 30, 18 a 24, 19 a 22 o 20, nucleósidos unidos que tienen una secuencia 
de nucleobase que comprende una porción 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 más, nucleobases 
contiguas complementarias a una porción de igual longitud de nucleobases 812-831, 3629-3648, 4447-4466, 4613-15
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 oligonucleótido modificado es un oligonucleótido monocatenario.
20

[0148] En ciertos casos, la secuencia de nucleobase del oligonucleótido 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 internucleosídico es un enlace internucleósido modificado.25

[0150] En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosídico es un enlace internucleósido de fosforotioato.

[0151] En ciertas realizaciones, al menos un nucleósido comprende un azúcar modificado.
30

[0152] En ciertas realizaciones, al menos un azúcar modificado es un azúcar bicíclico.

[0153] En ciertas realizaciones, al menos un azúcar modificado comprende un 2'-O-metoxietilo.

[0154] En ciertas realizaciones, al menos un nucleósido comprende una nucleobase modificada.35

[0155] En ciertas realizaciones, la nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.

[0156] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado comprende:
40

un segmento de separación que consiste en desoxinucleósidos unidos;

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

un segmento de ala 3’ que consiste en nucleósidos unidos;45

en donde el segmento de separación se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3' y en donde 
cada nucleósido de cada segmento de ala comprende un azúcar modificado. 

[0157] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado comprende:50

un segmento de separación que consiste en diez desoxinucleósidos unidos;

un segmento de ala 5’ que consta de cinco nucleósidos unidos; y
55

un segmento de ala 3’ que consta de cinco nucleósidos unidos;

en donde el segmento de separación se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3', en donde 
cada nucleósido de cada segmento de ala comprende un azúcar 2'-O-metoxietilo; y en donde cada enlace 
internucleosídico es un enlace fosforotioato. 60

[0158] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado consta de 14 nucleósidos unidos.

[0159] En ciertas realizaciones, el oligonucleótido modificado consta de 16 nucleósidos unidos.
65

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

[0161] Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucleótidos, oligonucleósidos, análogos de 
oligonucleótidos, miméticos de oligonucleótidos, compuestos antisentido, oligonucleótidos antisentido, y ARNsis. Un 5
compuesto oligomérico puede ser "antisentido" para un ácido nucleico diana, lo que significa que es capaz de 
experimentar hibridación con un ácido nucleico diana a través de enlaces de hidrógeno. 

[0162] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se escribe 
en el 5' a 3' dirección, comprende el complemento inverso del segmento diana de un ácido nucleico diana al que está 10
dirigido. En ciertas realizaciones de este tipo, un oligonucleótido antisentido tiene una secuencia de nucleobase que, 
cuando se escribe en la dirección 5’ a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un ácido nucleico 
diana al que se dirige.

[0163] En ciertos casos, un compuesto antisentido dirigido a DMPK como se describe en el presente documento tiene 15
una longitud de 10 a 30 nucleótidos. En otras palabras, los compuestos antisentido son de 10 a 30 nucleobases unidas. 
En otros casos, el compuesto antisentido comprende un oligonucleótido 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 oligonucleótido 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, 20
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 25
(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 oligonucleótido modificado acortado o 
truncado. El oligonucleótido modificado acortado o truncado puede tener un nucleósido único eliminado del extremo 30
5’ (truncamiento 5'), o alternativamente desde el extremo 3’ (truncamiento 3'). Un oligonucleótido acortado o truncado 
puede tener dos nucleósidos eliminados del extremo 5’, o alternativamente puede tener dos subunidades eliminadas 
del extremo 3'. Alternativamente, los nucleósidos eliminados pueden ser dispersos por todo el oligonucleótido
modificado, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene un nucleósido eliminado del extremo 5’ y un nucleósido 
eliminado del extremo 3'. 35

[0165] Cuando un único nucleósido adicional está presente en un oligonucleótido alargado, el nucleósido adicional 
puede ubicarse en el extremo 5’ o 3' del oligonucleótido. Cuando están presentes dos o más nucleósidos adicionales, 
los nucleósidos añadidos pueden estar adyacentes entre sí, por ejemplo, en un oligonucleótido que tiene dos 
nucleósidos añadidos al extremo 5’ (adición 5'), o alternativamente al extremo 3’ (3' Además), del oligonucleótido. 40
Alternativamente, el nucleósido agregado puede dispersarse por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un 
oligonucleótido que tiene un nucleósido 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 oligonucleótido 
antisentido, y/o introducir bases de emparejamiento erróneo sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. 45
(Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89: 7305-7309, 1992), se probó una serie de oligonucleótidos antisentido de 13-25 
nucleobases de longitud para determinar su capacidad para inducir la escisión de un ARN diana en un modelo de 
inyección de ovocitos. Los oligonucleótidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de 
emparejamiento erróneo cerca de los extremos de los oligonucleótidos antisentido pudieron dirigir la escisión 
específica del ARNm diana, aunque en menor medida que los oligonucleótidos antisentido que no contenían 50
emparejamientos erróneos. De manera similar, se logró la escisión específica del objetivo usando oligonucleótidos 
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 
oligonucleótido que tiene 100% de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 desajustes con el ARNm 55
de bcl-xL para reducir la expresión de bcl-2 y bcl-xL in vitro e in vivo. Además, este oligonucleótido demostró una 
potente actividad antitumoral in vivo. 

[0168] Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16: 3341-3358, 1988) probaron una serie de oligonucleótidos antisentido de 
14 nucleobases en tándem, y un oligonucleótido antisentido de 28 y 42 nucleobase compuesto por la secuencia de 60
dos o tres de los tándem oligonucleótidos antisentido, respectivamente, por su capacidad para detener la traducción 
de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucleótidos antisentido de 14 
nucleobases solo fue capaz de inhibir la traducción, aunque a un nivel más modesto que los oligonucleótidos 
antisentido de 28 o 42 nucleobase.

65
Motivos de compuestos antisentido
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[0169] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un ácido nucleico DMPK tienen subunidades 
modificadas químicamente dispuestas en patrones o motivos, para conferir a las propiedades de compuestos 
antisentido tales como una mayor actividad inhibitoria, mayor afinidad de unión para un ácido nucleico diana, o 
resistencia a la degradación por nucleasas in vivo. 5

[0170] Compuestos antisentido quiméricos contienen típicamente al menos una región modificada de modo que 
confieren un aumento en resistencia a la degradación por nucleasas, aumento de la captación celular, aumento de la 
afinidad de unión para el ácido nucleico diana, y/o actividad inhibidora incrementada. Una segunda región de un 
compuesto antisentido quimérico puede servir opcionalmente como sustrato para la endonucleasa celular RNasa H, 10
que escinde la cadena de ARN de un ARN:dúplex de ADN.

[0171] Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido quiméricos. 
En un gapmer, una región interna que tiene una pluralidad de nucleótidos que soporta la escisión de RNasaH se coloca 
entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleótidos que son químicamente distintos de los nucleósidos 15
de la región interna. En el caso de un oligonucleótido antisentido que tiene un motivo gapmer, el segmento de hueco
generalmente sirve como sustrato para la escisión de la endonucleasa, mientras que los segmentos del ala 
comprenden nucleósidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmer se diferencian por los tipos 
de restos de azúcar que comprenden cada región distinta. Los tipos de restos de azúcar que se usan para diferenciar 
las regiones de un gapmer pueden en algunas realizaciones incluir β-D-ribonucleósidos, β-D-desoxirribonucleósidos, 20
nucleósidos modificados en 2’ (tales nucleósidos modificados en 2' pueden incluir 2'-MOE, y 2’-O-CH3, entre otros), y 
nucleósidos modificados con azúcar bicíclico (tales nucleósidos modificados con azúcar bicíclico pueden incluir 
aquellos que tienen un puente 4’-(CH2)n-O-2’, donde n = 1 o n = 2). Preferiblemente, cada región distinta comprende 
restos de azúcar uniformes. El motivo ala-espacio-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", donde "X" representa 
la longitud de la región del ala 5’, “y” representa la longitud de la región del espacio, y "Z" representa la longitud de los 25
3’ región del ala. Como se usa en este documento, un separador descrito como "X-Y-Z" tiene una configuración tal 
que el segmento de separación se coloca inmediatamente adyacente a cada uno de los segmentos del ala 5’ y el 
segmento del ala 3'. Por lo tanto, no existen nucleótidos intermedios entre el segmento de ala 5’ y el segmento de 
separación, o el segmento de separación 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 30
realizaciones son diferentes. En una realización preferida, y tiene entre 8 y 15 nucleótidos. X, Y o Z pueden ser 
cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 o más nucleótidos. 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 o 2-6-2. 

35
[0172] En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido como un motivo "wingmer", que tiene una configuración de 
hueco de ala o ala de hueco, es decir, una configuración X-Y o Y-Z como se describió anteriormente para la 
configuración 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 o 5-13. 

40
[0173] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un ácido nucleico DMPK poseen un motivo 
gapmer 5-10-5. 

[0174] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un ácido nucleico DMPK tiene un motivo 
ensanchado. 45

[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 50
nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase enumeradas en cualquiera de las SEQ NO ID: 12-156, 160-
770 y 774-792.

Ácidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleótidos
55

[0176] Las secuencias de nucleótidos que codifican DMPK incluyen, sin limitación, las siguientes secuencias que se 
establecen en el GenBank Nº de acceso NM_001081560,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 1), GenBank Nº de 
acceso NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 18540696 a 18555106 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 2), 
GenBank Nº de acceso NT_039413,7 truncado de los nucleótidos 16666001 a 16681000 (incorporado aquí como SEQ 
ID NO: 3), GenBank A Nº de acceso NM_032418,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 4), GenBank Nº de acceso 60
AI007148,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 5), GenBank Nº de acceso AI304033,1 (incorporado aquí como SEQ 
ID NO: 6), GenBank Nº de acceso BC024150,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 7), GenBank Nº de acceso
BC056615,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 8), GenBank Nº de acceso BC075715,1 (incorporado aquí como 
SEQ ID NO: 793), GenBank Nº de acceso BU519245,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 794), GenBank Nº de 
acceso CB247909,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 795), GenBank Nº de acceso CX208906,1 (incorporado aquí 65
como SEQ ID NO: 796), GenBank Nº de acceso CX732022,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 797), GenBank Nº 
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de acceso S60315,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 798), GenBank Nº de acceso S60316,1 (incorporado aquí 
como SEQ ID NO: 799), GenBank Nº de acceso NM_001081562,1 (incorporado aquí como SEQ ID NO: 800), y 
GenBank Nº de acceso NM_001100,3 (incorporado aquí 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 
modificación a un resto de azúcar, un enlace internucleosídico o una nucleobase. Como tal, los compuestos antisentido 5
definidos por una SEQ ID NO pueden comprender, independientemente, una o más modificaciones a un resto de 
azúcar, un enlace internucleosídico o una nucleobase. Los compuestos antisentido descritos por Número Isis (Isis Nº) 
indican una combinación de secuencia de nucleobase y motivo. 

[0177] En ciertas realizaciones, una región diana es una región estructuralmente definida del ácido nucleico diana. 10
Por ejemplo, una región diana puede abarcar un 3’ UTR, un 5' UTR, un exón, un intrón, una unión exón/intrón, una 
región de codificación, una región de inicio de traducción, una región de terminación de traducción u otra región 
definida de ácido nucleico. Las regiones estructuralmente definidas para DMPK se pueden obtener mediante el número 
de acceso a partir de bases de datos de secuencias como NCBI. En ciertas realizaciones, una región diana puede 
abarcar la secuencia desde un sitio diana 5’ de un segmento diana dentro de la región diana 5 a un sitio diana 3' de 15
otro segmento diana dentro de la región diana. 

[0178] La orientación incluye la determinación 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 reducción 
en los niveles de ácido nucleico diana de ARNm. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la reducción de los 20
niveles de proteína codificada por el ácido nucleico diana o un cambio fenotípico asociado con el ácido nucleico diana. 

[0179] Una región diana puede contener uno o más segmentos diana. Múltiples segmentos diana dentro de una región
diana pueden superponerse. Alternativamente, pueden no solaparse. En ciertas realizaciones, los segmentos diana
dentro de una región diana están separados por no más de aproximadamente 300 nucleótidos. En ciertas 25
realizaciones, los segmentos diana dentro de una región diana están separados por un número de nucleótidos que 
es, es, no es más que, no es más que aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 o 10 
nucleótidos en el ácido nucleico diana, o es un rango definido por cualquiera de los dos valores anteriores. En ciertas 
realizaciones, los segmentos diana dentro de una región diana están separados por no más de, o no más de, 
aproximadamente 5 nucleótidos en el ácido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los segmentos diana son 30
contiguos. Se contemplan regiones diana definidas por un intervalo que tiene un ácido nucleico inicial que es cualquiera 
de los sitios diana 5’ o sitios diana 3' enumerados aquí. 

[0180] Segmentos diana adecuados pueden encontrarse dentro de una 5' UTR, una región codificante, una 3' UTR, 
un intrón, un exón, o un unión exón/intrón. Los segmentos diana que contienen un codón de inicio o un codón de 35
parada también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir específicamente una 
determinada región estructuralmente definida, como el codón de inicio o el codón de detención. 

[0181] La determinación de segmentos diana adecuados pueden incluir una comparación de la secuencia de un 
nucleico diana ácido a otras secuencias de todo el genoma. Por ejemplo, el algoritmo BLAST puede usarse para 40
identificar regiones de similitud entre diferentes ácidos nucleicos. Esta comparación puede evitar la selección de 
secuencias de compuestos antisentido que pueden hibridarse de una manera no específica a secuencias distintas de 
un ácido nucleico diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o no diana). 

[0182] Puede haber variación en la actividad (por ejemplo, como se define por reducción porcentual de los niveles de 45
ácido nucleico diana) de los compuestos antisentido dentro de una región diana activa. En ciertas realizaciones, las 
reducciones en los niveles de ARNm de DMPK son indicativas de inhibición de la expresión de la proteína DMPK. Las 
reducciones en los niveles de una proteína DMPK también son indicativas de inhibición de la expresión de ARNm 
diana. Además, los cambios fenotípicos, como la reducción de la miotonía o la reducción de la spliceopatía, pueden 
ser indicativos de la inhibición de la expresión de proteínas y/o ARNm de DMPK.50

Hibridación

[0183] En algunos casos, la hibridación ocurre entre un compuesto antisentido descrito en este documento y un ácido 
nucleico DMPK. El mecanismo más común de hibridación implica la unión de hidrógeno (p. ej., Watson-Crick, 55
Hoogsteen o unión de hidrógeno de Hoogsteen invertida) entre nucleobases complementarias de las moléculas de 
ácido nucleico.

[0184] La hibridación puede ocurrir en diferentes condiciones. Las condiciones estrictas dependen de la secuencia y 
se determinan por la naturaleza y composición de las moléculas de ácido nucleico a hibridar.60

[0185] Los métodos para determinar si una secuencia es específicamente hibridable con un ácido nucleico diana son 
bien conocidos en la técnica (Sambrooke y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª Ed., 2001). En ciertas 
realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento son específicamente hibridables 
con un ácido nucleico DMPK.65
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Complementariedad

[0186] Un compuesto antisentido y un ácido nucleico diana son complementarios entre sí cuando un número suficiente 
de nucleobases del compuesto antisentido puede unirse por hidrógeno con las nucleobases correspondientes del 
ácido nucleico diana, de modo que se producirá un efecto deseado (por ejemplo, inhibición antisentido de un ácido 5
nucleico diana, como un ácido nucleico DMPK). 

[0187] Un compuesto antisentido puede hibridarse sobre uno o más segmentos de un ácido nucleico DMPK de tal 
manera que los segmentos intermedios o adyacentes no estén involucrados en el evento de hibridación (por ejemplo, 
una estructura de bucle, desajuste o estructura de horquilla). 10

[0188] En ciertos casos, los compuestos antisentido proporcionados en este documento, o una porción 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 ácido nucleico DMPK, una región diana, un segmento diana o una 
porción específica del mismo. En ciertos casos, los compuestos antisentido son al menos 70%, al menos 80%, al 15
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 ácido nucleico, una región diana, segmento diana o una porción 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 20
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 ácido nucleico diana 
se puede determinar utilizando métodos de rutina, y se mide sobre la totalidad del compuesto antisentido.

25
[0189] Por ejemplo, un compuesto antisentido en donde 18 de 20 nucleobases del compuesto antisentido son 
complementarias a una región diana, y por lo tanto se hibridarían específicamente, 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 sí o con nucleobases complementarias. Como 
tal, un compuesto antisentido que tiene 18 nucleobases de longitud que tiene 4 (cuatro) nucleobases no 30
complementarias que están flanqueadas por dos regiones de completa complementariedad con el ácido nucleico diana 
tendría 77,8% de complementariedad global con el ácido nucleico diana. El porcentaje de complementariedad de un 
compuesto antisentido con una región de un ácido nucleico diana se puede determinar de forma rutinaria utilizando 
programas BLAST (herramientas básicas de búsqueda de alineación 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 35
porcentaje de homología, identidad de secuencia o complementariedad puede determinarse, por ejemplo, mediante 
el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Versión 8 para Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, Madison Wis.), Utilizando la configuración predeterminada, que utiliza algoritmo de Smith y Waterman 
(Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482 489). 

40
[0190] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados aquí, o porciones especificadas de los 
mismos, son completamente complementarios (es decir, 100% complementarios) a un ácido nucleico diana, o una 
porción especificada del mismo. Por ejemplo, el compuesto antisentido puede ser completamente complementario a 
un ácido nucleico DMPK, o una región 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 45
es capaz de emparejar bases precisas con las nucleobases correspondientes de un ácido 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 porción correspondiente de 20 nucleobase del ácido nucleico 
diana que sea completamente complementaria al compuesto antisentido. Completamente complementario también 
puede usarse en referencia a una porción especificada del Cebador y/o el segundo ácido nucleico. Por ejemplo, una 50
porción 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 porción de 20 nucleobase del 
oligonucleótido de 30 nucleobase es completamente complementaria a la secuencia diana si la secuencia diana tiene 
una porción correspondiente de 20 nucleobase en donde cada nucleobase es complementaria a la porción de 20 
nucleobase del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, el compuesto antisentido completo de 30 nucleobases puede 55
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 ubicación 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 60
posición interna del compuesto antisentido. Cuando están presentes dos o más nucleobases no complementarias, 
pueden ser contiguas (es decir, unidas) o no contiguas. En una realización, una nucleobase no complementaria se 
encuentra en el segmento del ala de un oligonucleótido antisentido gapmer. 

[0192] En ciertos casos, los compuestos antisentido que son, o son de hasta 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 65
nucleobases de longitud comprenden no más de 4, no más de 3, no más de 2, o no más de 1 nucleobase(s) no 

E16153949
14-11-2019ES 2 756 326 T3

 



18

complementaria(s) con respecto a un ácido nucleico diana, tal como un ácido nucleico DMPK, o una porción 
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 más de 6, no más de 5, no más de 4, no más 5
de 3, no más de 2 o no más de 1 nucleobase(s) no complementaria(s) en relación con un ácido nucleico diana, tal 
como un ácido nucleico DMPK, o una porción especificada del mismo. 

[0194] Los compuestos antisentido proporcionados en este documento también incluyen los que son complementarios 
a una porción de una diana de ácido nucleico. Como se usa en el presente documento, "porción" se refiere a un 10
número definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) dentro de una región o segmento de un ácido nucleico 
diana. Una "porción" también puede referirse a un número definido de nucleobases contiguas de un compuesto 
antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una porción de 8 
nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al 
menos una porción de 10 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido 15
son complementarios de al menos una porción 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 más porciones de nucleobase de un segmento diana, o un rango definido por 
cualquiera de estos dos valores.20

Identidad

[0195] Los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento también pueden tener un porcentaje de 
identidad definido para una secuencia de nucleótidos particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un número 25
Isis específico, o una porción 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 consideraría 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, así como 30
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 sí o dispersas en todo el compuesto antisentido. El 
porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el número de bases que tienen un 
emparejamiento de bases idéntico en relación con la secuencia con la que se compara. 

35
[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 más de los compuestos antisentido ejemplares o SEQ ID NO, o una porción de los 
mismos, descritos aquí.

40
Modificaciones

[0197] Un nucleósido es una combinación base-azúcar. La porción de nucleobase (también conocida como base) del 
nucleósido es normalmente un resto de base heterocíclica. Los nucleótidos son nucleósidos que además incluyen un 
grupo fosfato unido covalentemente a la porción de azúcar del nucleósido. Para aquellos nucleósidos que incluyen un 45
azúcar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse al resto hidroxilo 2’, 3’ o 5’ del azúcar. Los oligonucleótidos se 
forman a través del enlace covalente de nucleósidos adyacentes entre sí, para formar un oligonucleótido polimérico 
lineal. Dentro de la estructura oligonucleotídica, los grupos fosfato se denominan comúnmente formando los enlaces 
internucleosídicos del oligonucleótido. 

50
[0198] Las modificaciones a los compuestos antisentido abarcan sustituciones o cambios en enlaces 
internucleosídicos, restos de azúcar o nucleobases. Los compuestos antisentido modificados a menudo se prefieren 
las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captación celular mejorada, afinidad 
mejorada por la diana de ácido nucleico, mayor estabilidad en presencia de nucleasas o mayor actividad inhibitoria. 

55
[0199] Los nucleósidos modificados químicamente también pueden emplearse para aumentar la afinidad de unión de 
un oligonucleótido antisentido acortado o truncado por su ácido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se pueden 
obtener resultados comparables con compuestos antisentido más cortos que tienen tales nucleósidos modificados 
químicamente.

60
Enlaces internucleosídicos modificados

[0200] El enlace internucleósido natural de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster de 3’ a 5'. Los compuestos antisentido 
que tienen uno o más enlaces internucleosídicos modificados, es decir, de origen no natural, a menudo se seleccionan 
sobre los compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosídicos de origen natural debido a propiedades 65
deseables tales como, por ejemplo, captación celular mejorada, afinidad mejorada por los ácidos nucleicos diana y 
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aumento de estabilidad en presencia de nucleasas.

[0201] Los oligonucleótidos que tienen enlaces internucleosídicos modificados incluyen enlaces internucleósidos que 
retienen un átomo de fósforo, así como enlaces internucleósidos que no tienen un átomo de fósforo. Los enlaces 
internucleosídicos que contienen fósforo representativos incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres, fosfotriésteres, 5
metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparación de enlaces que contienen fósforo y no 
fósforo son bien conocidos. 

[0202] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un ácido nucleico DMPK comprenden uno o 
más enlaces internucleosídicos modificados. En ciertas realizaciones, los enlaces internucleosídicos modificados son 10
enlaces de fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosídico de un compuesto antisentido es un 
enlace internucleósido de fosforotioato.

Restos de azúcar modificados
15

[0203] Los compuestos antisentido descritos en este documento pueden contener opcionalmente uno o más 
nucleósidos en donde el grupo de azúcar ha sido modificado. Dichos nucleósidos modificados con azúcar pueden 
impartir mayor estabilidad de la nucleasa, mayor afinidad de unión o alguna otra propiedad biológica beneficiosa a los 
compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, los nucleósidos comprenden restos de anillo de ribofuranosa 
químicamente modificados. Los ejemplos de anillos de ribofuranosa modificados químicamente incluyen, sin limitación, 20
la adición de grupos sustituyentes (incluidos grupos sustituyentes 5’ y 2', puente de átomos de anillo no geminal para 
formar ácidos nucleicos bicíclicos (BNA), reemplazo del átomo de oxígeno del anillo de ribosilo con S, N(R), o C(R1)
(R2) (R, R1 y R2 son cada uno independientemente H, C1-C12 alquilo o un grupo protector) y combinaciones de los 
mismos. Ejemplos de químicamente azúcares modificados incluyen 2’-F-5'-nucleósido sustituido con metilo (consulte 
la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 21/08/08 para otros nucleósidos 5', 2'-bis sustituidos 25
descritos) o la sustitución del átomo de oxígeno del anillo ribosilo con S con sustitución adicional en la posición 2’ 
(véase la solicitud de patente de EE.UU. publicada US2005-0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o, 
alternativamente, la sustitución 5' de un BNA (véase la solicitud internacional PCT WO 2007/134181 publicada el 
22/11/07 en donde LNA está sustituido con, por ejemplo, un grupo 5’-metilo o 5'-vinilo). 

30
[0204] Ejemplos de grupos de nucleósidos que tienen restos de azúcar modificados incluyen, sin limitación, 
nucleósidos que comprenden grupos de sustituyentes 5'-vinilo, 5'-metilo (R o S), 4'-S, 2'-F, 2'-OCH3, 2'-OCH2CH3, 2'-
OCH2CH2F y 2’-O(CH2)2OCH3. El sustituyente en la posición 2’ también se puede seleccionar de alilo, amino, azido, 
tio, O-alilo, O-C1-C10  alquilo, OCF3, OCH2F, O(CH2)2SCH3, O(CH2)2-ON (Rm) (Rn), O-CH2-C(=O)-N (Rm)(Rn), y O-CH2-
C(=O)-N (R1)-(CH2)2-N (Rm) (Rn), donde cada R1, Rm y Rn es, independientemente, H o C1-C10  alquilo sustituido o no 35
sustituido.

[0205] Los ejemplos de ácidos nucleicos bicíclicos (BNA) incluyen, sin limitación, nucleósidos que comprenden un 
puente entre los átomos del anillo ribosilo 4’ y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido proporcionados 
en el presente documento incluyen uno o más nucleósidos de BNA en los que el puente comprende una de las 40
fórmulas: 4’-(CH2)-O-2' (LNA); 4’-(CH2)-S-2'; 4’-(CH2)2-O-2' (ENA); 4’-CH(CH3)-O-2’ y 4’-CH(CH2OCH3)-O-2' (y 
análogos de los mismos, véase la Patente de los Estados Unidos 7,399,845, emitida el 15 de julio de 2008); 4’-(CH3) 
(CH3)-O-2' (y análogos de los mismos ver PCT/US2008/068922 publicada como WO/2009/006478, publicado el 8 de 
enero 2009); 4’-H2-N(OCH3)-2' (y análogos de los mismos ver PCT/US2008/064591 publicada como WO/2008/150729, 
publicada el 11 de diciembre de 2008); 4’-H2-ON (CH3)-2' (véase la Solicitud de Patente de Estados Unidos US2004-45
0171570, publicaC2 septiembre del 2004); 4’-H2-N(R)-O-2', en donde R es H, C1-C12 alquilo, o un grupo protector 
(véase la patente US 7,427,672, emitida el 23 de septiembre de 2008); 4’-H2

-(H) (CH3)-2' (ver Chattopadhyaya et al, 
J. Org Chem, 2009, 74, 118-134); y 4’-CH2-C(= CH2)-2' (y análogos de los mismos ver PCT/US2008/066154 publicada 
como WO 2008/154401, publicado el 8 diciembre de 2008). 

50
[0206] Otros nucleósidos bicíclicos 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., 55
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. Nos: US2008-0039618; US2007-0287831; US2004-0171570; Solicitudes de patentes de EE.UU., 
Números 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 60
Internacionales PCT Nos: PCT/US2008/068922; PCT/US2008/066154; y PCT/US2008/064591). Cada uno de los 
nucleósidos bicíclicos anteriores se puede preparar con una o más configuraciones de azúcar estereoquímicas que 
incluyen, por ejemplo, β-1-ribofuranosa y β-D-ribofuranosa (véase la solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393, 
publicada el 25 de marzo de 1999 como WO 99/14226). 

65
[0207] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos comprenden un puente entre los átomos de carbono 4’ y 2' 
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del resto de azúcar pentofuranosilo que incluye, sin limitación, puentes que comprenden 1 o de 1 a 4 grupos unidos 
seleccionados independientemente de -[C(Ra)(Rb)]n-, -C(Ra) = C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRa)-, -C(=O)-, -C(=S)-, -O-, -
Si(Ra)2-, -S(=O)x-, y -N(Ra)-; en donde: x es 0, 1 o 2; n es 1, 2, 3 o 4; cada Ra y Rb es, independientemente, H, un 
grupo protector, hidroxilo, C1-C12 alquilo, C1-C12 alquilo sustituido, C2-C12 alquenilo, C2-C12 alquenilo sustituido, C2-C12

alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, C5-C20 arilo, C5-C20 arilo sustituido, heterociclo radical, heterociclo radical 5
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, C5-C7 radical alicíclico, C5-C7 alicíclico radical sustituido, halógeno, OJ1, 
NJ1J2, SJ1, N3, COOJ1, acilo (C(=O)-H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=O)2-J1) o sulfoxilo (S(=O)-J1); y cada J1 y J2

es, independientemente, H, C1-C12 alquilo, C1-C12 alquilo sustituido, C2-C12 alquenilo, C2-C12 alquenilo sustituido, C2-
C12 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, C5-C20 arilo, C5-C20 arilo sustituido, acilo (C(=O)-H), acilo sustituido, un radical 
heterociclo, un radical heterociclo sustituido, C1-C12 aminoalquilo, C1-C12 sustituido aminoalquilo o una protección de 10
grupo. 

[0208] En ciertas realizaciones, el puente de un resto de azúcar bicíclico es, -[C(Ra)(Rb)]n-, -[C(Ra)(Rb)]n-O-, -C(RaRb)-
N(R)-O- o -C(RaRb)-ON(R)-. En ciertas realizaciones, el puente es 4'-CH2-2’, 4’-(CH2)2-2’, 4’-(CH2)3-2’, 4’-CH2-O-2', 4’-
(CH2)2-O-2', 4’-CH2-O-N(R)-2’ y 4’-CH2-N(R)-O-2’-en donde cada R es, independientemente, H, un protector de grupo 15
o C1-C12 alquilo. 

[0209] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos se definen adicionalmente por configuración isomérica. Por 
ejemplo, un nucleósido que comprende un puente 4’-(CH2)-O-2', puede estar en la configuración -L en la 
configuración β-D. Anteriormente, -L-metilenoxi (4’-CH2-O-2') BNA han sido incorporados en oligonucleótidos 20
antisentido que mostraban actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372). 

[0210] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos incluyen aquellos que tienen un puente de 4’ a 2' en donde 
dichos puentes incluyen, sin limitación, -1-4’-(CH2)-O-2', β-D-4’-CH2-O-2’, 4’-(CH2)2-O-2’, 4’-CH2-O-N(R)-2', 4’-CH2-
N(R)-O-2’, 4’-CH(CH3)-O-2', 4’-CH2-S-2', 4’-CH2-N(R)-2', 4’-CH2

-H(CH3)-2', y 4’-(CH2)3-2’, en donde R es H, un grupo 25
protector o C1-C12 alquilo. 

[0211] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:

30

35

en donde:

Bx es un resto de base heterocíclico;40
-Qa-Qb-Qc- es -CH2-N(Rc)-CH2-, -C(=O)-N(Rc)-CH2-, -CH2-ON(Rc)-, -CH2-N(Rc)-O- o -N(Rc)-O-CH2;
Rc es C1-C12 alquilo o un grupo protector de amino; y
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte. 

45
[0212] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:

50

en donde:55

Bx es un resto de base heterocíclico;
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte;
Za es C1-C6 alquilo, C2-C6 alquenilo, C2-C6 alquinilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C6 alquenilo sustituido, C2-C660
alquinilo sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tiol sustituido. 

[0213] En una realización, cada uno de los grupos sustituidos es, independientemente, mono o poli sustituido con 
grupos sustituyentes seleccionados independientemente de halógeno, oxo, hidroxilo, OJc, NJcJd, SJc, N3, OC(=X)Jc, y 
NJeC(=X) NJcJd, en donde cada Jc, Jd y Je es, independientemente, H, alquilo C1-C6 o alquilo C1-C6 sustituido y X es 65
O o NJc. 
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[0214] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:

5

10

en donde:
15

Bx es un resto de base heterocíclico;
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte;
Zb es C1-C6 alquilo, C2-C6 alquenilo, C2-C6 alquinilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C6 alquenilo sustituido, C2-C6

alquinilo sustituido o acilo sustituido (C(=O)-). 20

[0215] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:

25

30

en donde:
35

Bx es un resto de base heterocíclico;
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte;
Rd es C1-C6 alquilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C6 alquenilo, C2-C6 alquenilo sustituido, C2-C6 alquinilo o C2-
C6 alquinilo sustituido;40
cada qa, qb, qc y qd es, independientemente, H, halógeno, C1-C6 alquilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C6

alquenilo, C2-C6 alquenilo sustituido, C2-C6 alquinilo o C2-C6 alquinilo sustituido, C1-C6 alcoxilo, C1-C6 alcoxilo
sustituido, acilo, sustituido acilo, C1-C6 aminoalquilo o C1-C6 aminoalquilo sustituido;

[0216] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:45

50

55
en donde:

Bx es un resto de base heterocíclico;
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte;60
qa, qb, qe y qf son cada uno, independientemente, hidrógeno, halógeno, C1-C12 alquilo, C1-C12 alquilo 
sustituido, C2-C12 alquenilo, C2-C12 alquenilo sustituido, C2-C12 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, C1-C12

alcoxi, C1-C12 alcoxi sustituido, OJj, SJj, SOJj, SO2Jj, NJjJk, N3, CN, C(=O)OJj, C(=O)NJjJk, C(=O)Jj, 
OC(=O)NJjJk, N(H)C(=NH)NJjJk, N(H)C(=O)NJjJk o N(H)C(=S)NJjJk;
o qe y qf juntos son = C(qg) (qh); qg y qh son cada uno, independientemente, H, halógeno, C1-C12 alquilo o C1-65
C12 alquilo sustituido.
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[0217] La síntesis y preparación de adenina, citosina, guanina, 5-metil-citosina, timina y uracilo nucleósidos bicíclicos 
que tienen un puente 4’-CH2-O-2', junto con su oligomerización, y propiedades de reconocimiento del ácido nucleico 
se han descrito (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). La síntesis de nucleósidos bicíclicos también se 
ha descrito en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226. 5

[0218] También se han preparado análogos de varios nucleósidos bicíclicos que tienen grupos puente de 4’ a 2' tales 
como 4’-CH2-O-2’ y 4’-CH2-S-2’ (Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito 
la preparación de dúplex de oligodesoxirribonucleótidos que comprenden nucleósidos bicíclicos para usar como 
sustratos para polimerasas de ácido nucleico (Wengel et al., WO 99/14226). Además, la síntesis de 2'-amino-BNA, un 10
novedoso análogo de oligonucleótido de alta afinidad restringido conformacionalmente se ha descrito en la técnica 
(Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039). Además, se han preparado 2'-amino- y 2'-metilamino-BNA y se 
ha informado previamente sobre la estabilidad térmica de sus dúplex con hebras complementarias de ARN y ADN. 

[0219] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos tienen la fórmula:15

20

25
en donde:

Bx es un resto de base heterocíclico;
Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo 
de fósforo reactivo, un resto de fósforo o una unión covalente a un medio de soporte;30
cada qi, qj, qk y ql es, independientemente, H, halógeno, C1-C12 alquilo, C1-C12 alquilo sustituido, C2-C12

alquenilo, C2-C12 alquenilo sustituido, C2-C12 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, C1-C12 alcoxilo, C1-C12

alcoxilo sustituido, Oj, SJj, SOJj, SO2Jj, NJjJk, N3, CN, C(=O)OJj, C(=O)NJjJk, C(=O)Jj, OC(=O)NJjJk, 
N(H)C(=NH)NJjJk, N(H)C(=O)NJjJk o N(H)C(=S)NJjJk; y qi y qj o ql y qk juntos son = C(qg)(qh), en donde qg y
qh son cada uno, independientemente, H, halógeno, C1-C12 alquilo o C1-C12 alquilo sustituido. 35

[0220] Se ha descrito un nucleósido bicíclico carbocíclico que tiene un puente 4’-(CH2)3-2’ y el puente análogo 
alquenílico 4’-CH=CH- CH2-2’ (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 síntesis y preparación de nucleósidos carbocíclicos bicíclicos 
junto con su oligomerización y estudios bioquímicos (Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc. 2007, 129 (26), 8362-8379). 40

[0221] En ciertas realizaciones, los nucleósidos bicíclicos que incluyen, pero no se limitan a, (A) -L-metilenoxi (4’-
CH2-O-2’) BNA, (B) β-D-metilenoxi (4’-H2-O-2’) BNA, (C) etileneoxi (4’-(CH2)2-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 constreñido o CET), (G) de metileno-tio (4’-CH2-S-2’) BNA, (H) metilen-amino (4’-CH2-N(R)-2') BNA, (I)45
metil carbocíclico (4’-H2

-H(CH3)-2’) BNA, (J) propileno carbocíclico (4’-(CH2)3-2’) BNA y (K) vinilo BNA como se muestra 
a continuación.

50

55

60

65
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5

en donde Bx es el resto de base y R es, independientemente, H, un grupo protector, C1-C6 alquilo o C1-C6 alcoxi. 

[0222] En ciertas realizaciones, los nucleósidos se modifican mediante la sustitución del anillo de ribosilo con un 10
sustituto de azúcar. Dicha modificación incluye, sin limitación, el reemplazo del anillo de ribosilo con un sistema de 
anillo sustituto (a veces denominado análogos 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 fórmulas:

15

20

[0223] En ciertas realizaciones, los sustitutos de azúcar se seleccionan con la fórmula:

25

30

en donde:

Bx es un resto de base heterocíclico;
T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosídico que une el análogo de 35
nucleósido de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de T3 y T4 es un grupo de enlace 
internucleósido que une el análogo de nucleósido de tetrahidropirano a un compuesto u oligonucleótido 
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';
q1, q2, q3, q4, q5, q6 y q7 son cada uno independientemente, H, C1-C6 alquilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C640
alquenilo, sustituido C2-C6 alquenilo, C2-C6 alquinilo o C2-C6 alquinilo sustituido; y uno de R1 y R2 es hidrógeno 
y el otro se selecciona de halógeno, 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, S o NJ 1 y cada J1, J 2 y J 3 es, independientemente, H o alquilo 
C1

-6. 
45

[0224] En ciertas realizaciones, q1, q2, q3, q4, q5, q6 y q7 son cada una H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q1, 
q2, q3, q4, q5, q6 y q7 es diferente de H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q1, q2, q3, q4, q5, q6 y q7 es metilo. En 
ciertas realizaciones, los nucleósidos de THP se proporcionan en donde uno de R1 y R2 es F. En algunas realizaciones, 
R1 es fluoro y R2 es H; R1 es metoxi y R2 es H, y R1 es metoxietoxi y R2 es H. 

50
[0225] Tales sustitutos de azúcar incluyen, pero no se limitan a, lo que se conoce en la técnica como ácido nucleico 
de hexitol (HNA), ácido nucleico de altritol (ANA) y ácido 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 más nucleósidos de ciclohexenilo55
modificados, que es un nucleósido que tiene un ciclohexenilo de seis miembros en lugar del residuo de pentofuranosilo 
en nucleósidos de origen natural. Los nucleósidos de ciclohexenilo modificados incluyen, entre otros, los descritos en 
la técnica (véase, por ejemplo, la solicitud PCT publicada de propiedad común WO 2010/036696, publicada el 10 de 
abril de 2010, Robeyns et al., J. Am. Chem. Soc., 2008, 130 (6), 1979-1984; Horváth 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 60
& 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, Sección 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 
et al., J. Org. Chem., 2001, 66, 8478-82; Wang et al., Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 2001, 20 (4-7), 785-65
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 nucleósidos de ciclohexenilo modificados tienen la fórmula:

5

10

en donde:

Bx es un resto de base heterocíclico;
T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosídico que une el análogo de 15
nucleósido de ciclohexenilo a un compuesto antisentido o uno de T3 y T4 es un grupo de enlace 
internucleósido que une el análogo de nucleósido de tetrahidropirano a un compuesto antisentido y el otro de
T3 y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un conjugado unido grupo, o un grupo 5' o 3’ terminal; y q1, q2, 
q3, q4, q5, q6, q7, q8 y q9 son cada uno, independientemente, H, C1-C6 alquilo, C1-C6 alquilo sustituido, C2-C6

alquenilo, C2-C6 alquenilo sustituido, C2-C6 alquinilo, C2-C6 alquinilo sustituido u otro grupo sustituyente de 20
azúcar. 

[0227] También se conocen muchos otros sistemas de anillos sustitutos de azúcar bicíclicos y tricíclicos en la técnica 
que pueden usarse para modificar nucleósidos para su incorporación en compuestos antisentido (véase, por ejemplo, 
el artículo de revisión: Leumann, Christian J., Bioorg. Y Med. Chem., 2002, 10, 841-854). Dichos sistemas de anillo 25
pueden sufrir varias sustituciones adicionales para mejorar la actividad.

[0228] Los métodos para la preparación de azúcares modificados son bien conocidos por los expertos en la materia. 
Algunas patentes representativas de EE.UU. que enseñan la preparación de dichos azúcares 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; 30
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 nucleótidos que tienen restos de azúcar modificados, los restos de nucleobase (naturales, modificados 35
o una combinación de los mismos) se mantienen para la hibridación con una diana de ácido nucleico apropiada. 

[0230] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un ácido nucleico DMPK comprenden uno o 
más nucleótidos que tienen restos de azúcar modificados. En ciertas realizaciones, el resto de azúcar modificado es 
2'-MOE. En ciertas realizaciones, los nucleótidos modificados con 2'-MOE están dispuestos en un motivo gapmer. 40

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 45
naturales como las modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrógeno. Tales modificaciones de 
nucleobase pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unión o alguna otra propiedad biológica 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 útiles para aumentar la afinidad de unión de un compuesto antisentido por un ácido nucleico diana. 50
Por ejemplo, se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del dúplex de ácido 
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, 55
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 (-C-H3) uracilo y derivados de citosina y otra 
alquinilo de bases pirimidínicas, 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-60
adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina. 

[0233] Los restos de base heterocíclica 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 útiles para aumentar la afinidad de unión de los compuestos antisentido incluyen 65
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 ácido nucleico DMPK comprenden una o 
más nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, los oligonucleótidos antisentido ensanchados dirigidos a un 
ácido nucleico DMPK comprenden una o más nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, la nucleobase 5
modificada es 5-metilcitosina. En ciertas realizaciones, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Composiciones y métodos para formular composiciones farmacéuticas

[0235] Los oligonucleótidos antisentido pueden mezclarse con una sustancia activa o inerte farmacéuticamente 10
aceptable para la preparación de composiciones o formulaciones farmacéuticas. Las composiciones y los métodos 
para la formulación de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, que incluyen, entre otros, la 
vía de administración, el alcance de la enfermedad o la dosis a administrar.

[0236] El compuesto antisentido dirigido a un ácido nucleico DMPK se puede utilizar en composiciones farmacéuticas 15
combinando el compuesto antisentido con un diluyente o vehículo farmacéuticamente aceptable adecuado. Un 
diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solución salina tamponada con fosfato (PBS). PBS es un diluyente 
adecuado para su uso en composiciones que se administrarán por vía parenteral. Por consiguiente, en un caso, se 
emplea en los métodos descritos en el presente documento una composición farmacéutica que comprende un 
compuesto antisentido dirigido a un ácido nucleico DMPK y un diluyente farmacéuticamente aceptable. En ciertas 20
realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En realizaciones de la invención, el compuesto 
antisentido es un oligonucleótido antisentido.

[0237] Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal 
farmacéuticamente aceptable, ésteres o sales de tales ésteres, o cualquier otro oligonucleótido que, tras la 25
administración a un animal, incluido un humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito
biológicamente activo o residuo del mismo. Por consiguiente, por ejemplo, la divulgación también se refiere a sales 
farmacéuticamente aceptables de compuestos antisentido, profármacos, sales farmacéuticamente aceptables de 
dichos profármacos y otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero no se 
limitan a, sales de sodio y potasio. 30

[0238] Un profármaco puede incluir la incorporación de nucleósidos adicionales en uno o ambos extremos de un 
compuesto antisentido que se escinden por nucleasas endógenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto 
antisentido activo.

35
Compuestos antisentido conjugados

[0239] Los compuestos antisentido pueden ser unidos covalentemente a uno o más restos o conjugados que potencian 
la actividad, la distribución celular o la captación celular de los oligonucleótidos antisentido resultantes. Los grupos 
conjugados típicos incluyen restos de colesterol y restos de lípidos. Grupos conjugados adicionales incluyen 40
carbohidratos, fosfolípidos, biotina, fenazina, ácido fólico, fenantridina, antraquinona, acridina, fluorosceínas, 
rodaminas, cumarinas y colorantes. 

[0240] Los compuestos antisentido también pueden modificarse para tener uno o más grupos estabilizadores que 
generalmente están unidos a uno o ambos extremos de compuestos antisentido para mejorar propiedades tales como, 45
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 ácido nucleico terminal de la degradación de 
exonucleasa, y pueden ayudar en el suministro y/o localización 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 abásicas. Otros grupos 50
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
55

[0241] Los efectos de los compuestos antisentido sobre el nivel, la actividad o la expresión de los ácidos nucleicos 
DMPK se pueden probar in vitro en una variedad de tipos de células. Los tipos de células utilizados para tales análisis 
están 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 60
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 oligonucleótidos antisentido
65

[0242] Aquí se describen métodos para el tratamiento de células con oligonucleótidos antisentido, que pueden 

E16153949
14-11-2019ES 2 756 326 T3

 



26

modificarse apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

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

5
[0244] Un reactivo comúnmente utilizado para introducir oligonucleótidos antisentido en células cultivadas incluye el 
reactivo de transfección de lípidos catiónicos LIPOFECTIN® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleótidos 
antisentido se mezclan con LIPOFECTIN® en OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentración 
final deseada de oligonucleótido antisentido y una concentración de LIPOFECTIN® que típicamente varía de 2 a 12 
ug/mL por oligonucleótido antisentido 100 nM. 10

[0245] Otro reactivo usado para introducir oligonucleótidos antisentido en células cultivadas incluye LIPOFECTAMINE
2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleótido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE 2000® en medio 
sérico reducido OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentración deseada de oligonucleótido 
antisentido y una concentración de LIPOFECTAMINE® que generalmente varía de 2 a 12 ug/mL por 100 nM 15
antisentido oligonucleótido.

[0246] Otro reactivo usado para introducir oligonucleótidos antisentido en células cultivadas incluye Cytofectin® 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleótido antisentido se mezcla con Cytofectin® en medio sérico reducido OPTI-
MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentración deseada de oligonucleótido antisentido y una 20
concentración de Cytofectin® que generalmente varía de 2 a 12 ug/ml por oligonucleótido antisentido 100 nM. 

[0247] Otra técnica utilizada para introducir oligonucleótidos antisentido en células cultivadas incluye electroporación.

[0248] Las células se tratan con oligonucleótidos antisentido por métodos de rutina. Las células se cosechan 25
típicamente 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleótidos antisentido, momento en el cual los niveles de 
ARN o proteína de los ácidos nucleicos diana se miden por métodos conocidos en la técnica y descritos aquí. En 
general, cuando los tratamientos se realizan en múltiples repeticiones, los datos se presentan como el promedio de 
los tratamientos replicados. 

30
[0249] La concentración de oligonucleótido antisentido utilizada varía de una línea celular a otra. Los métodos para 
determinar la concentración óptima de oligonucleótidos antisentido para una línea celular particular son bien conocidos 
en la técnica. Los oligonucleótidos antisentido se usan típicamente en concentraciones que varían de 1 nM a 300 nM 
cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE 2000®, Lipofectina o Citofectina. Los oligonucleótidos antisentido se 
usan en concentraciones más altas que varían de 625 a 20.000 nM cuando se transfectan mediante electroporación.35

Aislamiento de ARN

[0250] El análisis de ARN puede realizarse en ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los métodos de aislamiento de 
ARN son bien conocidos en la técnica. El ARN se prepara utilizando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, 40
utilizando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acuerdo con los protocolos recomendados por el 
fabricante.

Análisis de la inhibición de los niveles o expresión diana
45

[0251] La inhibición de los niveles o la expresión de un ácido nucleico DMPK se puede analizar de varias maneras 
conocidas en la técnica. Por ejemplo, los niveles de ácido nucleico diana pueden cuantificarse mediante, por ejemplo, 
análisis de transferencia Northern, reacción en cadena de polimerasa competitiva (PCR) o PCR cuantitativa en tiempo 
real. El análisis 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 análisis de transferencia Northern también es una rutina en la técnica. La PCR 50
cuantitativa en tiempo real puede realizarse convenientemente utilizando el sistema de detección 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.

Análisis cuantitativo de PCR en tiempo real de los niveles de ARN diana55

[0252] La cuantificación de los niveles de ARN diana se puede lograr mediante PCR cuantitativa en tiempo real 
utilizando el sistema de detección de secuencia ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City, 
CA) según las instrucciones del fabricante. Los métodos de PCR cuantitativa en tiempo real son bien conocidos en la 
técnica. 60

[0253] Antes de la PCR en tiempo real, el ARN aislado se somete a una reacción de transcriptasa inversa (RT), que 
produce ADN complementario (ADNc) que luego se usa como sustrato para la amplificación 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 65
cabo mediante métodos bien conocidos por los expertos en la materia. 

E16153949
14-11-2019ES 2 756 326 T3

 



27

[0254] Las cantidades objetivo del gen (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan usando el nivel de 
expresión de un gen cuya expresión es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando ARN total usando 
RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CALIFORNIA). La expresión de ciclofilina A se cuantifica por PCR en tiempo 
real, ejecutándose simultáneamente con el objetivo, multiplexación, o por separado. El ARN total se cuantifica usando 5
el reactivo de cuantificación de ARN RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR). Los métodos de cuantificación de 
ARN por RIBOGREEN® se enseñan 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 están diseñados para hibridarse con un ácido nucleico DMPK. Los métodos para 10
diseñar 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).

Análisis de los niveles de proteína
15

[0256] La inhibición antisentido de los ácidos nucleicos de DMPK se puede evaluar midiendo los niveles de proteína 
de DMPK. Los niveles de proteína de DMPK pueden evaluarse o cuantificarse en una variedad de formas bien 
conocidas en la técnica, tales como inmunoprecipitación, análisis de transferencia Western (inmunotransferencia), 
análisis de inmunosorción ligada a enzimas (ELISA), análisis cuantitativos de proteínas, análisis de actividad de 
proteínas (por ejemplo, ensayos de actividad de caspasa), inmunohistoquímica, inmunocitoquímica o clasificación de 20
células activadas por fluoroscencia (FACS). Los anticuerpos dirigidos a una diana pueden identificarse y obtenerse de 
una variedad de fuentes, como el catálogo de anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden 
prepararse mediante métodos convencionales de generación de anticuerpos monoclonales o policlonales bien 
conocidos en la técnica.

25
Pruebas in vivo de compuestos antisentido

[0257] Los compuestos antisentido, por ejemplo, oligonucleótidos antisentido, se prueban en animales para evaluar 
su capacidad para inhibir la expresión de DMPK y producir cambios fenotípicos. Las pruebas se pueden realizar en 
animales normales o en modelos experimentales de enfermedades, por ejemplo, el modelo de distrofia miotónica de 30
ratón HSA LR (DM1). 

[0258] El modelo de ratón 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 transcripción hACTA1-CUGexp se acumula en los focos nucleares en los músculos esqueléticos y 35
produce una miotonía 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 síntomas de DM1 en el ratón HSA LR 
mediante la inhibición antisentido del transgen hACTA1 predeciría la mejora de síntomas similares en pacientes 
humanos mediante la inhibición antisentido del transcrito DMPK. 

40
[0259] La expresión de ARN exp CUG en ratones causa una remodelación extensa del transcriptoma muscular, gran 
parte de la cual se reproduce por ablación de MBNL1. Por lo tanto, se espera que la normalización del transcriptoma 
en ratones HSA LR prediga la normalización del transcriptoma humano en pacientes con DM1 mediante la inhibición 
antisentido de la transcripción DMPK. 

45
[0260] Para la administración a animales, los oligonucleótidos antisentido se formulan en un diluyente 
farmacéuticamente aceptable, tal como solución salina tamponada con fosfato. La administración incluye vías 
parenterales de administración. Después de un período de tratamiento con oligonucleótidos antisentido, se aísla el 
ARN del tejido y se miden los cambios en la expresión de ácido nucleico DMPK. También se miden los cambios en 
los niveles de proteína DMPK.50

Empalme

[0261] La distrofia miotónica (DM1) es causada por expansiones repetidas de CTG en la región no traducida 3’ del 
gen DMPK (Brook, JD y col. Cell. 68: 799, 1992). Esta mutación conduce al dominio del ARN, un proceso en donde la 55
expresión de ARN que contiene una repetición CUG expandida (CUGexp) induce disfunción celular (Osborne RJ y 
Thornton CA., Human Molecular Genetics., 2006, 15 (2): R162-R169). Tales CUGexp se retienen en los focos 
nucleares de los músculos esqueléticos (Davis, BM y col. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 7388, 1997). La 
acumulación de CUGexp en los focos nucleares conduce al secuestro de proteínas de unión a poli(CUG), tales como 
músculo ciego tipo 1 (MBLN1) (Miller, JW et al. EMBO J. 19: 4439, 2000). MBLN1 es un factor de empalme y regula 60
el empalme de genes como Serca1, 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 corrección del empalme alternativo en un animal que muestra dicha 
desregulación, como, por ejemplo, en un paciente con DM1 y el modelo de ratón HSALR, es un indicador útil de la 
eficacia de un tratamiento, incluido el tratamiento con un oligonucleótido antisentido.65
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Ciertos marcadores

[0262] La gravedad de DM1 en modelos de ratón está determinada, al menos en parte, por el nivel de acumulación 
de transcripción CUG exp en el núcleo o focos nucleares. Un marcador fisiológico útil para la severidad de DM1 es el 
desarrollo de corridas de alta frecuencia de potenciales de acción involuntaria (miotonía).5

Ciertas indicaciones

[0263] Se describen en el presente documento métodos para tratar a un individuo que comprende administrar una o 
más composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertos casos, el individuo tiene 10
distrofia miotónica tipo 1 (DM1). 

[0264] En consecuencia, se describen en el presente documento métodos para mejorar un síntoma asociado con la 
distrofia miotónica tipo 1 en un sujeto que lo necesita. También se describe un método para reducir la tasa de aparición 
de un síntoma asociado con la distrofia miotónica tipo 1. También se describe un método para reducir la gravedad de 15
un síntoma asociado con la distrofia miotónica tipo 1. En ciertas realizaciones, los síntomas asociados con DM1 
incluyen rigidez muscular, miotonía, debilidad distal incapacitante, debilidad en los músculos de la cara y la mandíbula, 
dificultad para tragar, caída de los párpados (ptosis), debilidad de los músculos del cuello, debilidad en los músculos 
de los brazos y las piernas, persistente dolor muscular, hipersomnia, desgaste muscular, disfagia, insuficiencia 
respiratoria, latidos cardíacos irregulares, daño muscular cardíaco, apatía, resistencia a la insulina y cataratas. En los 20
niños, los síntomas 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 ácido nucleico DMPK. 25

[0266] En ciertas sustancias iónicas, la administración de un compuesto antisentido dirigido a un ácido nucleico DMPK 
da como resultado la reducción de la expresión 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 30
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. 35

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

40
[0268] En ciertos casos, los métodos descritos en el presente documento incluyen administrar un compuesto que 
comprende un oligonucleótido modificado que tiene una porción 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.

Administración45

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

[0270] En ciertos casos, la administración parenteral es por infusión. La infusión puede ser crónica o continua o corta 50
o intermitente. En ciertos casos, los agentes farmacéuticos infundidos se entregan con una bomba. En ciertos casos, 
la administración parenteral es por inyección (p. ej., inyección en bolo). La inyección puede administrarse con una 
jeringa.

[0271] La administración parenteral incluye administración subcutánea, administración intravenosa, administración 55
intramuscular, administración intraarterial, administración intraperitoneal o administración intracraneal, por ejemplo, 
administración intratecal o intracerebroventricular. La administración puede ser continua, crónica, corta o intermitente.

[0272] En ciertos casos, la administración es administración subcutánea, intravenosa, intracerebral, 
intracerebroventricular, intratecal u otra que da como resultado un efecto sistémico del oligonucleótido (la60
administración sistémica se caracteriza por un efecto sistémico, es decir, un efecto en más de un tejido) o 
administración al SNC o al LCR. 

[0273] La duración de la acción medida mediante la inhibición de la actina alfa 1 y la reducción de la miotonía en el 
modelo de ratón HSA LR de DM1 se prolonga en el tejido muscular, incluidos los cuádriceps, el gastrocnemio y el tibial 65
anterior (ver ejemplos, más adelante). Las inyecciones subcutáneas de oligonucleótidos antisentido durante 4 
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semanas dan como resultado la inhibición de la actina alfa 1 en al menos un 70% en cuádriceps, gastrocnemio y tibial 
anterior en ratones HSA LR durante al menos 11 semanas (77 días) después de la finalización de la dosificación. Las 
inyecciones subcutáneas de oligonucleótidos antisentido durante 4 semanas dan como resultado la eliminación de 
miotonía en cuádriceps, gastrocnemio y tibial anterior en ratones HSA LR durante al menos 11 semanas (77 días) 
después de la finalización de la dosificación. 5

[0274] En ciertos casos, el suministro de un compuesto de composición, como se describe en el presente documento, 
da como resultado al menos un 70% de regulación negativa de un ARNm y/o proteína diana durante al menos 77 días. 
En ciertos casos, el suministro de un compuesto o composición, como se describe aquí, da como resultado 50%, 55%, 
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% regulación descendente de un ARNm y/o proteína diana durante 10
al menos 30 días, al menos 35 días, al menos 40 días, al menos 45 días, al menos 50 días, al menos 55 días, al menos 
60 días, al menos 65 días, al menos 70 días, al menos 75 días, al menos 76 días, al menos 77 días, al menos 78 días, 
al menos 79 días, al menos 80 días, al menos 85 días, al menos 90 días, al menos 95 días, al menos 100 días, al 
menos 105 días, al menos 110 días, al menos 115 días, al menos 120 días, al menos 1 año. 

15
[0275] En ciertos casos, un oligonucleótido antisentido se administra mediante inyección o infusión una vez cada 77 
días. En ciertos casos, un oligonucleótido antisentido se administra por inyección o infusión una vez al mes, cada dos 
meses, cada tres meses, cada 6 meses, dos veces al año o una vez al año.

Ciertas terapias de combinación20

[0276] En ciertos casos, un Cebador agente que comprende el oligonucleótido modificado de la divulgación se 
administra conjuntamente con uno o más agentes secundarios. En ciertos casos, dichos segundos agentes están 
diseñados para tratar la misma distrofia miotónica de tipo 1 que el Cebador agente descrito aquí. En ciertos casos, 
dichos segundos agentes están diseñados para tratar una enfermedad, trastorno o afección diferente como el Cebador25
agente descrito aquí. En ciertos casos, dichos segundos agentes están diseñados para tratar un efecto secundario no 
deseado de una o más 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 30
Cebador agente para producir un efecto sinérgico. 

[0277] En ciertos casos, se administran un Cebador agente y uno o más segundos agentes al mismo tiempo. En 
ciertos casos, el Cebador agente y uno o más segundos agentes se administran en diferentes momentos. En ciertos 
casos, el Cebador agente y uno o más segundos agentes se preparan juntos en una sola formulación farmacéutica. 35
En ciertos casos, el Cebador agente y uno o más segundos agentes se preparan por separado. 

EJEMPLOS 

Divulgación no limitante40

[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

45
Ejemplo 1: Inhibición antisentido de la quinasa de proteína de la distrofia myotonica humana (DMPK) en 
células del músculo esquelético humano (hSKMC)

[0279] Los oligonucleótidos antisentido dirigidos a un ácido 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 50
células por pocillo usando electroporación con oligonucleótido antisentido 100 nM. Después de aproximadamente 24 
horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripción de ARN DMPK mediante PCR 
cuantitativa en tiempo real con el conjunto de Cebador de cebador humano RTS3164 (secuencia directa 
AGCCTGAGCCGGGAGATG, designada aquí como SEQ ID NO: 9; secuencia inversa 
GCGTAGTTGACTGGCGAAGTT, designada aquí como SEQ ID NO: 10; secuencia de Cebador55
AGGCCATCCGCACGGACAACCX, designada aquí como SEQ ID NO: 11). Los niveles de transcripción de ARN 
DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan 
como porcentaje de inhibición de hDMPK, en relación con las células de control no tratadas. 

[0280] Los oligonucleótidos antisentido en las Tablas 1 y 2 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento de separación 60
comprende diez 2'-desoxinucleósidos y cada segmento de ala comprende cinco nucleósidos 2'-MOE. Los enlaces 
internucleosídicos 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 nucleósido más 5’ al que se dirige el oligonucleótido 
antisentido. El 'sitio de detención diana' indica el nucleósido más 3’ al que se dirige el oligonucleótido antisentido. 
Todos los oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 1 se refieren a la SEQ ID NO: 1 (GENBANK Nº de 65
acceso NM_001081560,1). Todos los oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 2 se dirigen a la SEQ ID 

E16153949
14-11-2019ES 2 756 326 T3

 



30

NO: 2 (el complemento del Nº de acceso de GENBANK NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 18540696 a 
18555106). 

[0281] Varios oligonucleótidos antisentido demostraron una inhibición significativa de los niveles de ARNm de DMPK 
humano en las condiciones especificadas anteriormente.5

Tabla 1: Inhibición del transcrito de ARN de DMPK humano en hSKMC por 5-10-5 gapmers dirigidos a la SEQ ID 
NO: 1

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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 0 0 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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(continuación)
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Tabla 2: Inhibición de la transcripción de ARN de DMPK humano en hSKMC por 5-10-5 gapmers dirigidos a la SEQ 
ID NO: 2

55

60

[0282] Los oligonucleótidos 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 aquí como SEQ ID NO: 157; secuencia inversa 65

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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 0 0 126
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

Sitio de inicio 
de destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ 
ID NO.

812 831 299471 TGCTCCCGACAAGCTCCAGA 95 153
876 895 299473 AGAACCTGCCCATTGCTGAA 68 154
2381 2400 299535 CACTGAGGGCCAGACATATG 68 155
3289 3308 299544 CTCTAGATTCAGATGCAGGT 88 156
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CTTTGCACTTTGCGAACCAA, designada aquí como SEQ ID NO: 158; secuencia de Cebador
CATCCTCCACGCACCCCCACCX, designada aquí como SEQ ID NO: 159). Los resultados se presentan en la Tabla 
3. La expresión de ARNm de DMPK también se evaluó mediante RTS3162 que se dirige al gen DMPK cerca del 
3'UTR. El uso de una segunda Cebador de cebador se empleó para confirmar que la expresión del gen DMPK completo 
se había inhibido.5

Tabla 3: Inhibición 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 inhibición
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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(continuación)

ISIS no % de inhibición
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 0 0
444421 46
444422 33
444423 74
444424 73
444425 78
444426 0 0
444427 0 0
444428 0 0
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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(continuación)

ISIS no % de inhibición
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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(continuación)
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Ejemplo 2: Diseño de oligonucleótidos antisentido dirigidos a repeticiones CUG

[0283] Se diseñaron oligonucleótidos antisentido dirigidos a transcripciones de ARNm que contienen múltiples 40
repeticiones CUG. La química de estos oligonucleótidos, así como su secuencia, se muestra en la Tabla 4. Los 
símbolos designados para el tipo de azúcar se muestran después de la base en el subíndice 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 (ácidos nucleicos 
bloqueados); n = 2’-O-(N-metilacetamida) ribosa; o = 2’-O-dimetilaminooxietil (DMAOE) ribosa; p = PNA; r = 45
propilribosa; y x = núcleo de aminoácidos. Los nombres de heterociclo se definen con símbolos estándar 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 azúcar en el subíndice y se designan con los siguientes símbolos: g = PNA-glicina llena; a = 
aminoácido; y s = tioato éster.

ISIS no % de inhibición
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
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Ejemplo 3: inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en células del músculo 
esquelético humano

[0284] Varios de los oligonucleótidos antisentido que exhiben inhibición 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 5
usando electroporación con concentraciones de 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de cada 
oligonucleótido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los 
niveles de transcripción de ARNm de DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de Cebador
de cebador RTS3164, descrito anteriormente. Los niveles de transcripción 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 10
inhibición de DMPK, en relación con las células de control no tratadas. 

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

15
Tabla 5: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probados con el conjunto de 

Cebador de cebador RTS3164
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[0286] Los oligonucleótidos 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 expresión de ARNm de DMPK 
también se evaluó mediante RTS3162 que se dirige al gen DMPK cerca del 3'UTR. El uso de una segunda Cebador
de cebador se empleó para confirmar que la expresión del gen DMPK completo se había inhibido.55

ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM CI50 (µM)
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 0 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 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 0 0 7 7 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
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ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM CI50 (µM)
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
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Tabla 7: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probado con el conjunto de 
Cebador de cebador RTS3164
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Ejemplo 5: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en células del músculo 
esquelético humano

40
[0289] Se diseñaron varios oligonucleótidos antisentido para atacar el ARNm DMPK humano y se analizaron en 
hSKMC a diversas dosis. Varios otros oligonucleótidos antisentido se diseñaron para atacar el ARNm de actina 
humana y también se analizaron en hSKMC a varias dosis. Los separadores de nuevo diseño son separadores 2-10-
2 MOE o 3-10-3 MOE. Los gapmers 2-10-2 MOE tienen 14 nucleósidos de longitud y donde el segmento gap 
comprende diez 2'-desoxinucleósidos y cada segmento de ala comprende dos nucleósidos 2'-MOE. Los gapmers 3-45
10-3 MOE tienen 16 nucleósidos de longitud y donde el segmento gap comprende diez 2'-desoxinucleósidos y cada 
segmento de ala comprende tres nucleósidos 2'-MOE. Los enlaces internucleosídicos 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 nucleósido más 5’ al que se dirige el oligonucleótido antisentido. El 'sitio de detención diana indica 
el nucleósido más 3’ al que se dirige el oligonucleótido antisentido. Los oligonucleótidos antisentido enumerados en la 50
Tabla 8 se dirigen a la secuencia genómica DMPK humana, designada aquí como SEQ ID NO: 2 (el complemento de 
GENBANK Access No. NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 18540696 a 18555106) o la secuencia de actina 
humana, designada aquí como SEQ ID NO: 801 (GENBANK Nº de acceso NM_001100,3). 

[0290] Las células se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando 55
electroporación con concentraciones de 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 20.000 nM de cada 
oligonucleótido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los 
niveles de transcripción de ARNm de DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto de Cebador
de cebador RTS3162, descrito anteriormente. Los niveles de transcripción 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 60
inhibición de DMPK, en relación con las células de control no tratadas. Los oligonucleótidos antisentido también se 
probaron en condiciones similares con RTS3164. Los resultados se presentan en la Tabla 9. 

[0291] Muchos de los oligonucleótidos antisentido probados demostraron una inhibición dependiente de la dosis de 
los niveles de ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.65

ISIS No. 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM CI50 (µM)
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 7 7 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
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Tabla 9: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK humana en hSKMC probado con conjunto de 
Cebador de cebador RTS3164
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Ejemplo 6: Estudios de respuesta a dosis con oligonucleótidos antisentido dirigidos a distrofia humana 
miotonicaquinasa de proteína (DMPK) en células de fibroblastos DM140

[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 núcleo (Davis et al, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 
EE.UU. 94, 7388-7393). Estos ARNm mutantes con retención nuclear son una de las características patológicas más 
importantes de la distrofia miotónica 1 (DM1). Se estudió la inhibición antisentido del ARNm de DMPK mutante en 45
células de fibroblastos DM1.

[0293] El gen DMPK normalmente tiene 5-37 repeticiones CTG en la región no traducida 3’. En la distrofia miotónica 
tipo I, este número se expande significativamente y puede estar en el rango de 50 a más de 3.500 (Harper, Distrofia 
miotónica (Saunders, Londres, ed. 3, 2001); Annu Rev. Neurosci. 29: 259, 2006; EMBO J. 19: 4439, 2000; Curr Opin 50
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 oligonucleótido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisló el ARN de 
las células y se midieron los niveles de transcripción de ARN DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando 
el conjunto de Cebador de cebador RTS3164, descrito anteriormente. Los niveles de transcripción de ARN DMPK se 55
normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan en la Tabla 10 como 
porcentaje de inhibición de DMPK, en relación con las células de control no tratadas. 

[0294] También se realizó un ensayo con condiciones similares con el conjunto de Cebador de cebador RTS3162, 
descrito anteriormente, que se dirige al extremo 3’ de la transcripción DMPK. Los resultados se presentan en la Tabla 60
11Como porcentaje de inhibición de DMPK, en relación con las células de control no tratadas. 

[0295] Los oligonucleótidos antisentido probados demostró una inhibición dependiente de la dosis de los niveles de 
ARNm DMPK bajo las condiciones especificadas anteriormente.

65

ISIS no 1,250 nM 2,500 nM 5,000 nM 10,000 nM 20,000 nM CI50 (µM)
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 9 9 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 7 7 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 5 5 9 9 0 >20,00
468767 0 0 14 0 0 >20,00
468769 31 0 0 16 25 >20,00
468771 4 4 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
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Tabla 10: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de ARNm de DMPK en células de fibroblastos DM1 con 
RTS3164

5

10

Tabla 11: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de ARNm de DMPK en células de fibroblastos DM1 con 
RTS3162

15

20

Ejemplo 7: Inhibición antisentido de DMPK humana en células del músculo esquelético humano (hSKMc)25

[0296] Los oligonucleótidos antisentido dirigidos a un ácido 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 electroporación con oligonucleótido antisentido 10.000 nM. Después de aproximadamente 24 
horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripción de DMPK mediante PCR cuantitativa 30
en tiempo real. Los niveles de transcripción de ARN DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, 
medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibición de DMPK, en relación con las 
células de control no tratadas. 

[0297] Los oligonucleótidos antisentido en las Tablas 12 y 13 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento hueco 35
comprende diez 2'-desoxinucleósidos y cada segmento de ala comprende cinco nucleósidos de 2'-MOE. Los enlaces 
internucleosídicos 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 nucleósido más 5’ al que se dirige el 
oligonucleótido antisentido en la secuencia del gen genómico humano. El "sitio de detención objetivo" indica el 
nucleósido más 3’ al que se dirige el oligonucleótido antisentido en la secuencia genómica humana. Todos los 40
oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 12 se refieren a la SEQ ID NO: 1 (GENBANK Nº de acceso 
NM_001081560,1). Todos los oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 13 se dirigen a la SEQ ID NO: 2 
(el complemento del GENBANK Nº de acceso NT_011109,15 truncado de los nucleótidos 18540696 a 18555106). 

[0298] Varios de los oligonucleótidos antisentido demostraron una inhibición significativa de los niveles de ARNm de 45
DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.

ISIS No. 9,4 nM 18,8 nM 37,5 nM 75,0 nM 150,0 nM 300,0 nM CI50 (nM)
299471 10 25 31 47 61 73 86,3
444401 8 27 41 60 67 74 64,3
444404 10 21 31 43 55 73 100,0
444436 7 7 17 36 64 68 70 72,3
445569 19 31 41 59 46 77 72,2

ISIS No 9,4 nM 18,8 nM 37,5 nM 75,0 nM 150,0 nM 300,0 nM CI50 (nM)
299471 7 25 29 46 48 69 115,3
444401 20 34 52 72 83 89 35,8
444404 5 5 20 28 42 54 77 98,8
444436 12 15 27 61 68 75 74,3
445569 5 5 25 33 53 50 76 89,6
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Tabla 12: Inhibición del transcrito de ARN DMPK humano en hSKMc por 5-10-5 gapmers dirigidos 
a SEQ ID NO: 1

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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
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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS Nº Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS Nº Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS Nº Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS Nº Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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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(continuación)

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS Nº Secuencia

% de 
inhibición

SEQ ID 
NO.

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
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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
1988 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 7 7 650
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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Ejemplo 8: Inhibición antisentido de DMPK murina en hepatocitos primarios de ratón

[0299] Los oligonucleótidos antisentido dirigidos a un ácido nucleico DMPK murino se probaron por su efecto sobre el 
transcrito de ARN DMPK in vitro se transfectaron hepatocitos primarios de ratón cultivados a una densidad de 35.000 
células por pocillo usando electroporación con oligonucleótido antisentido 8.000 nM. Después de aproximadamente 40
24 horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripción de DMPK mediante PCR cuantitativa 
en tiempo real. Los niveles de transcripción de ARN DMPK se ajustaron de acuerdo con el contenido total de ARN, 
medido por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibición de DMPK, en relación con las 
células de control no tratadas. 

45
[0300] Los oligonucleótidos antisentido en las Tablas 14, 15 y 16 son 5-10-5 gapmers, donde el segmento gap 
comprende diez 2'-desoxinucleósidos y cada segmento ala comprende cinco nucleósidos 2'-MOE. Los enlaces 
internucleosídicos 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 nucleósido más 5’ al que se dirige el 
oligonucleótido antisentido en la secuencia del gen murino. El "sitio de detención de destino murino" indica el 50
nucleósido más 3’ al que se dirige el oligonucleótido antisentido en la secuencia del gen murino. Todos los 
oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 12 objetivo SEQ ID NO: 3 (GENBANK Nº de acceso NT_039413,7 
truncado de los nucleótidos 16666001 a 16681000). Todos los oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 
13 se refieren a la SEQ ID NO: 4 (GENBANK Nº de acceso NM_032418,1). Los oligonucleótidos antisentido de la 
Tabla 14 ID SEQ ID NO: 5 (GENBANK Nº de acceso AI007148,1), SEQ ID NO: 6 (GENBANK Nº de acceso55
AI304033,1), SEQ ID NO: 7 (GENBANK Nº de acceso BC024150,1), SEQ ID NO: 8 (GENBANK Nº de acceso
BC056615,1), SEQ ID NO: 793 (GENBANK Nº de acceso BC075715,1), SEQ ID NO: 794 (GENBANK Nº de acceso 
BU519245,1), SEQ ID NO: 795 (GENBANK Nº de acceso CB247909,1), SEQ ID Nº: 796 (GENBANK Nº de acceso 
CX208906,1), SEQ ID NO: 797 (GENBANK Nº de acceso CX732022,1), SEQ ID NO: 798 (GENBANK Access No. 
S60315,1), o SEQ ID NO: 799 (GENBANK Access No. S60316,1). Además, el antisentido humano oligonucleótido 60
ISIS 451421 focalización SEQ ID NO: 800 (GENBANK Nº de acceso NM_001081562,1) fue también incluido en este 
ensayo y se enumera en la Tabla 14. 

[0301] Los oligonucleótidos murinos de las Tablas 14, 15, y 16 también pueden ser reactivos cruzados con secuencias 
de genes humanos. Los "desajustes" indican el número de nucleobases por las cuales el oligonucleótido murino no 65
coincide con una secuencia del gen humano. Cuanto mayor sea la complementariedad entre el oligonucleótido murino 
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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
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y la secuencia humana, es más probable que el oligonucleótido murino pueda reaccionar de forma cruzada con la 
secuencia humana. Los oligonucleótidos murinos en las Tablas 14, 15 y 16 se compararon con la SEQ ID NO: 800 
(GENBANK Nº de acceso NM_001081562,1). El "sitio de inicio de diana humana" indica el nucleósido más 5’ al que 
se dirige el gapmer en la secuencia del gen humano. El "sitio de detención de la diana humana" indica el nucleósido 
más 3’ al que el gapmer es la secuencia del gen humano diana. 5

[0302] Varios de los oligonucleótidos antisentido probados demostraron una inhibición significativa de los niveles de 
ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente. Algunos de los oligonucleótidos antisentido 
probados son reactivos cruzados con secuencias de genes humanos.

10
Tabla 14: Inhibición del transcrito de ARN DMPK murino en hepatocitos primarios de ratón por 5-10-5 gapmers 

dirigidos a la SEQ ID NO: 800
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Ejemplo 9: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK murina en hepatocitos primarios de ratón

[0303] Varios de los oligonucleótidos antisentido que exhiben inhibición in vitro de DMPK en hepatocitos primarios de 
ratón (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 electroporación con concentraciones de 1.000 nM, 2.000 nM, 4.000 nM, 8.000 5
nM y 16.000 nM de cada oligonucleótido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisló el ARN de las 
células y se midieron los niveles de transcripción DMPK mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el conjunto 
de Cebador de cebador RTS3181 (secuencia directa GACATATGCCAAGATTGTGCACTAC, designada aquí como 
SEQ ID NO: 771; secuencia inversa CACGAATGAGGTCCTGAGCTT, designada aquí como SEQ ID NO: 772; 
secuencia de Cebador AACACTTGTCGCTGCCGCTGGCX, designada aquí como SEQ ID NO: 773). Los niveles de 10
transcripción de DMPK se normalizaron al contenido de ARN total, medido por RIBOGREEN®. Los resultados se 
presentan en la Tabla 17 como porcentaje de inhibición de DMPK, en relación con las células de control no tratadas. 

[0304] La mayoría de los oligonucleótidos antisentido probados demostraron una inhibición dependiente de la dosis 
de los niveles de ARNm de DMPK en las condiciones especificadas anteriormente.15

Tabla 17: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de DMPK murina en hepatocitos primarios de ratón

20

25

30

35
Ejemplo 10: Inhibición antisentido de la actina esquelética alfa 1 humana en células HepG2

[0305] Los oligonucleótidos antisentido dirigidos a un ácido nucleico de la actina esquelética alfal humana, un gen que 
puede llevar una repetición CTG expandida capaz de causar síntomas de DM1 cuando se inserta en modelos de ratón, 
fueron probado por su efecto sobre la transcripción de ARN alfa-actina in vitro. Se transfectaron células HepG2 40
cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporación con oligonucleótido antisentido 10.000 
nM. Después de aproximadamente 24 horas, se aisló el ARN de las células y se midieron los niveles de transcripción 
de ARN de actina alfa 1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Los niveles de transcripción 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 inhibición de la actina alfa1, en relación con las células de control no tratadas. 45

[0306] Los oligonucleótidos antisentido de la Tabla 18 son gapmers 5-10-5, en donde el segmento de hueco 
comprende diez 2’-desoxinucleósidos y cada segmento de ala comprende cinco nucleósidos de 2'-MOE. Los enlaces 
internucleosídicos 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 nucleósido más 5’ al que se dirige el 50
oligonucleótido antisentido. El 'sitio de detención objetivo' indica el nucleósido más 3’ al que se dirige el oligonucleótido 
antisentido. Todos los oligonucleótidos antisentido enumerados en la Tabla 18 SEQ ID NO: 801 (GENBANK Nº de 
acceso NM_001100,3). 

[0307] Las secuencias de oligonucleótidos antisentido probadas demostraron una inhibición dependiente de la dosis 55
de los niveles de ARNm de actina alfa 1 en las condiciones especificadas anteriormente. 

ISIS no 1.000 nM 2.000 nM 4.000 nM 8.000 nM 16.000 nM CI50 (µM)
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
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Tabla 18: Inhibición del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en células HepG2 por 5-10-5 gapmers dirigidos a 
SEQ ID NO: 801

5

10

15

20
Ejemplo 11: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de actina alfa 1 humana en células HepG2

[0308] Varios de los oligonucleótidos antisentido que exhiben inhibición 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 electroporación con concentraciones de 625 nM, 1.250 nM, 2.500 nM, 5.000 nM, 10.000 nM y 25
20.000 nM de cada oligonucleótido antisentido. Después de aproximadamente 16 horas, se aisló el ARN de las células 
y se midieron los niveles de transcripción de ARN de actina alfa 1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando 
el conjunto de Cebador de cebador RTS3154 (secuencia directa CCACCGCAAATGCTTCTAGAC, designada aquí 
como SEQ ID NO: 785; secuencia inversa CCCCCCCATTGAGAAGATTC, designada aquí como SEQ ID NO: 786; 
secuencia de Cebador CTCCACCTCCAGCACGCGACTTCTX, designada aquí como SEQ ID NO: 787). Los niveles 30
de transcripción 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 inhibición de alfa 1 actina, en relación con las células de 
control no tratadas. 

[0309] Varios de los oligonucleótidos antisentido demostraron una inhibición dependiente de la dosis de los niveles de 35
ARNm de actina alfa 1 en las condiciones especificadas anteriormente.

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

40

45

50

Ejemplo 12: Inhibición antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana por administración intramuscular en 55
ratones transgénicos

[0310] Para probar el efecto de la inhibición antisentido para el tratamiento de la distrofia miotónica, se requirió un 
modelo de ratón apropiada. El modelo de ratón 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 60
repeticiones CTG insertadas en el 3’ UTR del gen. La transcripción hACTA1-UGexp se acumula en los focos nucleares 
en los músculos esqueléticos y produce una miotonía 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 síntomas 
de DM1 en el ratón HSA LR mediante la inhibición antisentido del transgén hACTA1 predeciría la mejora de síntomas 
similares en pacientes humanos mediante la inhibición antisentido del transcrito DMPK. 65

Sitio de 
inicio de 
destino

Sitio de 
parada de 

destino
ISIS no Secuencia

% de 
inhibición

SEQ 
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

ISIS Nº 625 nM 1.250 nM 2.500 nM 5.000 nM 10.000 nM 20.000 nM CI50 (µM)
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
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[0311] Se generaron ratones DM1 HSA (actina esquelética humana) LR (repetición larga) mediante inserción 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 repetición CUG, que se retiene en el núcleo, formando inclusiones nucleares 
o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes con distrofia miotónica (DM1). 

5
[0312] ISIS 190403 e ISIS 445238, que demostraron una inhibición dependiente de la dosis estadísticamente 
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.

Tratamiento10

[0313] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con 
pienso de ratón Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 15
inyección. 

[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 músculo tibial anterior en un lado. El músculo tibial 
anterior contralateral en cada ratón recibió una dosis única de inyección intramuscular de PBS. El músculo inyectado 20
con PBS actuó como control.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0315] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló el tejido de los músculos 25
tibiales anteriores de ambos lados. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se 
normalizó a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 20, el tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la 
expresión de transcripción de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición 
del transcrito de actina alfa1, en relación con el control PBS. 

30
[0316] Los resultados indican que el tratamiento con ISIS 190403 e ISIS 445238 resultó en la inhibición de los niveles 
de ARN de actina alfa 1 en los ratones.

Tabla 20: Porcentaje de inhibición de la transcripción de ARN de actina alfa 1 humana en ratones HSA LR
35

40

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

45
[0317] ISIS 445236, que demostró una inhibición dependiente de la dosis estadísticamente significativa in vitro (ver 
Ejemplo 11), se evaluó su capacidad para reducir el ARN de la actina alfa 1 humana transcripción in vivo.

Tratamiento
50

[0318] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con 
pienso de ratón Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 
inyección. 55

[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 músculo tibial anterior de un lado. El tibial anterior 
contralateral en cada ratón recibió una dosis única de inyección intramuscular de PBS. El músculo inyectado con PBS 
actuó como control.60

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0320] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 
tibiales anteriores de ambos lados. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se 65
normalizó a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 21, el tratamiento con ISIS 445236 redujo la expresión del 

ISIS Nº % de inhibición
190403 38
445238 40
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transcripto de ARN de actina alfa humana en todas las dosis. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición 
de la transcripción de alfa 1 actina, en relación con el control. 

[0321] Los resultados indican que el tratamiento con ISIS 445236 dio como resultado una inhibición significativa de la 
alfa 1 de ARNm de actina niveles en las condiciones especificadas anteriormente.5

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

10

Evaluación de la miotonía por electromiografía15

[0322] La miotonía se refiere al potencial de acción repetitiva que se debe a la relajación retardada de las fibras 
musculares. Este fenómeno se observa en pacientes con distrofia miotónica, así como en los ratones HSALR. Cuando 
la aguja EMG se inserta en un músculo miotónico, la actividad eléctrica se prolonga hasta varios segundos después 
de que la actividad de inserción normalmente debería cesar. La frecuencia de las descargas miotónicas varía de 50 a 20
100 impulsos por segundo.

[0323] La miotonía se midió mediante electromiografía y se calificó de la siguiente manera: el grado 0 se refiere a que 
no se produce miotonía por ninguna inserción 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 miotonía provocada por más del 50% de inserciones de 25
agujas; y el grado 3 se refiere a la mtonia provocada por inserciones de agujas al 100%. 

[0324] Antes de la electromiografía, los ratones se anestesiaron usando i.p. un cóctel de 100 mg/kg de ketamina, 10 
mg/kg de xilacina y 3 mg/kg de acepromacina. La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos 
gastrocnemios izquierdo y derecho, los músculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los músculos paraespinales 30
lumbares se realizó como se describió anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) usando 
electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de agujas para cada músculo. Los datos 
se presentan en la Tabla 22 como el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y 
demuestra una reducción significativa de la miotonía en ratones tratados con ISIS 445236.

35
Tabla 22: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 

antisentido

40

45
Corrección del empalme alternativo

[0325] En el modelo de ratón DM1/HSALR, la acumulación del ARN CUG expandido en el núcleo conduce al secuestro 
de proteínas de unión a poli(CUG), tales como músculo 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, está secuestrado en focos 50
CUG expandidos. Esto desencadena la desregulación de la unión alternativa de este gen. Para evaluar el efecto de la 
inhibición antisentido de la actina alfa 1 humana en dicho empalme alternativo, se purificó el ARN total del músculo 
tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps utilizando el Mini Kit de tejido lipídico RNeasy (Qiagen), de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. La RT-PCR se realizó con el sistema SuperScript III One-Step RT-PCR y Platinum Taq 
Polymerase (Invitrogen), utilizando cebadores específicos de genes para la síntesis de ADNc y la amplificación por 55
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 tiñeron con tinción con gel de ácido 
nucleico SybrGreen I (Invitrogen), y se tomaron imágenes usando una caja oscura inteligente Fujifilm LAS-3000. 

[0326] Los productos de PCR de empalme Sercal en el control de PBS demostraron la exclusión del exón 22 como 60
resultado de la desregulación de MBLN1. El tratamiento con ISIS 445236 dio como resultado en el exón 22 inclusión 
y normalización de corte y empalme alternativo de la Sercal gen en el tibial anterior, gastrocnemio y músculos 
cuádriceps. 

[0327] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la actina alfa 1 corrigió la desregulación de empalme de Serca1, lo que 65
indica que el tratamiento con oligonucleótido antisentido redujo la acumulación de CUGexp en los focos nucleares. La 

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

Tratamiento Dosis (nM) Grado de miotonía
PBS 2,7

ISIS 455236
0,2 1,3
0,4 1,0
0,8 1,0
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acumulación reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo así que ocurra 
el empalme normal.

Ejemplo 14: Inhibición antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana por administración subcutánea en ratones 
transgénicos5

[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.

Tratamiento10

[0329] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con 
pienso de ratón Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 15
inyección. 

[0330] Los ratones se dividieron en cuatro grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones 
subcutáneas 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 recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El 20
grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo tratado con oligonucleótidos.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0331] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se extrajo tejido de los músculos 25
cuádriceps (izquierdo y derecho), músculos gastrocnemios (izquierdo y derecho) y músculos tibiales anteriores 
(izquierdo y derecho). aislado. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizó 
a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 23, el tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la expresión 
del transcripto de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición de la 
transcripción de alfa 1 actina, en relación con el control. 30

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

Tabla 23: Porcentaje de inhibición del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR35

40

Hibridación fluoroscente in situ de actina alfa 1 en músculos 

[0333] Se fijaron secciones de tejido muscular congelado en paraformaldehído fresco al 3% en solución de PBS 45
durante 15-20 minutos, después de lo cual se enjuagaron dos veces con PBS durante 5 minutos. Los núcleos se 
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% durante 5 minutos, después de lo cual el tejido se bloqueó 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 
está marcada con 5'con Texas Red (Tecnologías Integradas de ADN). Las secciones se tiñeron con DAPI para marcar 
los núcleos. Las secciones fueron montadas y vistas con un microscopio de fluoroscencia estándar. La adquisición de 50
imágenes se realizó mediante el software Metavue y la desconvolución se logró 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 señal de actina alfa 1 en los focos ribonucleares, lo que indica la inhibición 
antisentido del ARNm de actina alfal humana y la reducción del ARN en los focos nucleares.55

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0335] La miotonía se refiere al potencial de acción repetitiva debido a la relajación retardada de las fibras musculares. 
Este fenómeno se observa en pacientes con distrofia miotónica, así como en los ratones HSALR. Cuando la aguja EMG 60
se inserta en un músculo miotónico, la actividad eléctrica se prolonga hasta varios segundos después de que la 
actividad de inserción normalmente debería cesar. La frecuencia de las descargas miotónicas varía de 50 a 100 
impulsos por segundo. 

[0336] La miotonía se puede medir mediante electromiografía y se clasifica de la siguiente manera: el grado 0 se 65
refiere a que no se produce miotonía por ninguna inserción de aguja (0%); grado 1 se refiere a la miotonia provocada 

Tipo de músculo ISIS 190403 ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadríceps 16 83 72

Gastrocnemio 0 0 85 73
Tibial anterior 2 81 71
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por menos del 50% de inserciones de agujas; el graC2 se refiere a la miotonía provocada por más 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 electromiografía, 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 electromiografía en los cuádriceps 5
izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, los músculos tibiales anteriores izquierdo y 
derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se describió anteriormente (Kanadia et al, 2003, 
Science, 302: 1978-1980) usando electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de 
agujas para cada músculo. Los datos se presentan en la Tabla 24 como el grado promedio de miotonía observado en 
cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción significativa de la miotonía en ratones tratados con ISIS 10
445236 e ISIS 445238.

Tabla 24: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 
antisentido

15

20

25

Corrección del empalme alternativo

[0338] El factor de empalme MBNL1, que controla Sercal El empalme, el empalme de m-titina, el empalme del gen 30
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 inhibición 
antisentido de la actina alfa 1 humana en el empalme, se purificó el ARN total del músculo tibial anterior, gastrocnemio 
y cuádriceps y se realizó RT-PCR, como se describe en el Ejemplo 13. Los cebadores directo e inverso para Serca-1, 
m-Titin, Clcn1 y ZASP se han descrito en Bennett y Swayze, Annu. Rev. Pharmacol. 2010; 50: 259-93. 35

[0339] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal está desregulado como se demuestra por exclusión 
del exón 22. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 resultó en la inclusión del exón 22 y la 
normalización del empalme alternativo del gen Sercal en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y cuádriceps. 

40
[0340] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme de m-Titina está desregulado como se demuestra mediante 
la inclusión del exón 5. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio como resultado la omisión del 
exón 5 y la normalización del empalme alternativo del gen m-Titin en los músculos tibial anterior, gastrocnemio y 
cuádriceps. 

45
[0341] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme de Clcn1 está desregulado como se demuestra por la inclusión 
del exón 7a. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio lugar a la omisión del exón 7a y la 
normalización de corte y empalme alternativo de la CLCN1 gen en el tibial anterior, gastrocnemio, y los músculos 
cuádriceps. 

50
[0342] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme de Zasp está desregulado como se demuestra mediante la 
inclusión del exón 11. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 445238 dio lugar a la omisión del exón 11 y 
la normalización de corte y empalme alternativo de la ZASP gen en el tibial anterior, gastrocnemio, y los músculos 
cuádriceps. 

55
[0343] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la alfa-actina corrigió la desregulación de empalme Sercal, m-Titin, 
Clcn1 y Zasp, lo que indica que el tratamiento con oligonucleótido antisentido redujo la acumulación de CUGexp en 
los focos nucleares. La reducción de la acumulación de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 
permitiendo así que se produzca un empalme normal.

60
Ejemplo 15: Inhibición antisentido in vivo de la actina alfa 1 humana en ratones transgénicos

[0344] Inhibición antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por ISIS 445236 e ISIS 445238 en miotonía 
en ratones HSALR se evaluó adicionalmente.

65

PBS ISIS 190403 ISIS 445236 ISIS 445238
Cuádriceps izquierdo 3,00 3,00 0,00 0,25
Cuádriceps derecho 3,00 3,00 0,00 0,00

Gastrocnemio 
izquierdo

3,00 3,00 0,00 0,25

Gastrocnemio derecho 3,00 3,00 0,00 0,25
Tibial izquierdo 

anterior
2,75 2,50 0,00 0,00

Tibial derecho anterior 2,75 2,50 0,00 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 3,00 0,00 0,75
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Tratamiento

[0345] Los ratones HSALR se dividieron en tres grupos de tratamiento. Los primeros dos grupos recibieron inyecciones 
subcutáneas de ISIS 445236 o ISIS 445238 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por semana durante 2 semanas. El 
tercer grupo recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana durante 2 semanas. El grupo inyectado 5
con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo tratado con oligonucleótidos.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0346] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 10
cuádriceps, músculos gastrocnemios y músculos tibiales anteriores. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo 
real de la actina alfa 1 y se normalizó a ARN de 18s. Como se presenta en la Tabla 25, el tratamiento con 
oligonucleótidos antisentido redujo la expresión de transcripción de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se 
expresan como porcentaje de inhibición del transcrito de actina alfa1, en relación con el control PBS. 

15
[0347] Tanto ISIS 445236 como ISIS 445238 demostraron una inhibición significativa de los niveles de ARNm de alfa 
1 actina en las condiciones especificadas anteriormente.

Tabla 25: Porcentaje de inhibición del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

20

25

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0348] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 
los músculos tibial anterior izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se describió 30
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de 
calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la Tabla 26 como 
el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción significativa de 
la miotonía en ratones tratados con ISIS 445236 e ISIS 445238.

35
Tabla 26: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 

antisentido

40

45

Corrección del empalme alternativo50

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

55
[0350] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal está desregulado como se demuestra por la exclusión 
del exón 22, como resultado de la desregulación de MBLN1. El tratamiento con cada uno de ISIS 445236 e ISIS 
445238 resultó en la inclusión casi completa y la normalización del empalme alternativo del exón 22 del gen Sercal en 
los músculos tibial anterior y cuádriceps. 

60
[0351] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la actina alfa 1 corrigió la desregulación de empalme sercal, lo que 
indica que el tratamiento con oligonucleótido antisentido redujo la acumulación de CUGexp en los focos nucleares. La 
reducción de la acumulación de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo así que 
se produzca un empalme normal.

65
Ejemplo 16: Inhibición antisentido dependiente de la dosis de actina alfa 1 humana en ratones transgénicos

Tipo de músculo ISIS 445236 ISIS 445238
Cuadríceps 61 64

Gastrocnemio 68 37
Tibial anterior 68 41

PBS ISIS 445236 ISIS 445238
Cuádriceps izquierdo 3,00 0,00 1,75
Cuádriceps 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
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[0353] Se evaluó la inhibición dependiente de la dosis del transcrito de ARN de actina alfa 1 humana por ISIS 445236 
e ISIS 445238 sobre miotonía en ratones HSALR.

Tratamiento5

[0353] Los ratones HSALR fueron inyectados subcutáneamente 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 recibió inyecciones subcutáneas 
de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con 
el que se comparó el grupo tratado con oligonucleótidos.10

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0354] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 
cuádriceps (Quad), músculos gastrocnemios (Gastroc) y músculos tibiales anteriores (TA). El ARN se aisló para el 15
análisis por PCR en tiempo real de alfa 1 actina y se normalizó a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 27, el 
tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la expresión de transcripción de ARN de alfa-actina humana. Los 
resultados se expresan como porcentaje de inhibición del transcrito de actina alfa1, en relación con el control PBS. 

[0355] Ambos oligonucleótidos antisentido demostraron una inhibición dependiente de la dosis de los niveles de ARNm 20
de alfa-actina en los músculos cuádriceps, músculos gastrocnemios y músculos tibiales anteriores en las condiciones 
especificadas anteriormente.

Tabla 27: Inhibición dependiente de la dosis del ARN de actina alfa 1 humano transcripción en ratones HSALR

25

30

35
Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0356] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho (Quad), los músculos gastrocnemio izquierdo y 
derecho (Gastroc), los músculos tibial anterior (TA) izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se 
realizaron como se describió anteriormente (Kanadia et al. 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de 40
electrodos de aguja concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos 
se presentan en la Tabla 28 como el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y 
demuestra una reducción significativa de la miotonía dependiente de la dosis en ratones tratados con ISIS 445236 e 
ISIS 445238.

45
Tabla 28: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 

antisentido

50

55

60
Corrección 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 músculo cuádriceps analizado en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 13. 

65
[0358] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal está desregulado como lo demuestra la exclusión del 

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

mg/kg/semana
Quad 

Izquierdo
Quad 

Derecho
Gastroc 

Izquierdo
Gastroc 
Derecho

TA 
Izquierdo

TA 
Derecho

Paraespinales 
lumbares

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

ISIS 
445236

5 3,00 3,00 3,00 3,00 2,25 2,25 3,00
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 
445238

5 2,75 2,75 2,50 2,50 2,00 1,75 2,75
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
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exón 22, como resultado de la desregulación 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 
inclusión completa y la normalización del empalme alternativo de exón 22 del gen Sercal en los tres tipos musculares.

[0359] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la actina alfa 1 corrigió la desregulación de empalme de Serca1, lo que 5
indica que el tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la acumulación de CUGexp en los focos nucleares. 
La reducción de la acumulación de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo así 
que se produzca un empalme normal.

Ejemplo 17: Inhibición antisentido in vivo por un oligonucleótido dirigido a la región codificante de HSA de la 10
actina alfa 1 humana en ratones transgénicos

[0360] Inhibición antisentido del transcrito de ARN de la actina alfal humana por ISIS 190401 (5'-
GCGGTCAGCGATCCCAGGGT-3’ (SEQ ID NO: 788), se evaluó el sitio de inicio objetivo 1028 de SEQ ID NO: 1) 
sobre miotonía en ratones HSALR.15

Tratamiento

[0361] Los ratones HSALR recibieron inyecciones subcutáneas de ISIS 190401 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por 
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana 20
durante 2 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo 
tratado con oligonucleótidos.

Inhibición del ARN de actina alfa 1
25

[0362] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 
cuádriceps, músculos gastrocnemios y músculos tibiales anteriores. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo 
real de la actina alfa 1 y se normalizó a ARN de 18s. Como se presenta en la Tabla 29, el tratamiento con 
oligonucleótidos antisentido redujo la expresión del transcripto de ARN de alfa-actina humana. Los resultados se 
expresan como porcentaje de inhibición del transcrito de actina alfa1, en relación con el control PBS. 30

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

35
Tabla 29: Inhibición antisentido del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

40

Evaluación de miotonía por electromiografía45

[0364] Se realizó electromiografía en cuádriceps izquierdo y derecho, músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 
tibial izquierdo y derecho, músculos anteriores tibiales y músculos paraespinales lumbares. Como se describió 
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de 
calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la Tabla 30 como 50
el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción significativa de 
la miotonía en ratones tratados con ISIS 190401.

Tabla 30: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 
antisentido55

60

65

Tipo de músculo % de inhibición
Cuadríceps 85

Gastrocnemio 86
Tibial anterior 89

PBS ISIS 190401
Cuádriceps izquierdo 3,00 0,00
Cuádriceps 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

ES 2 756 326 T3

 



84

Corrección del empalme alternativo

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

5
[0366] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal está desregulado como lo demuestra la exclusión del 
exón 22, como un resultado de la desregulación de MBLN1. El tratamiento con ISIS 190401 resultó en la inclusión 
completa y la normalización del empalme alternativo del exón 22 del gen Sercal en los tres tipos de músculos. 

[0367] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la actina alfa 1 corrigió la desregulación de empalme de Serca1, lo que 10
indica que el tratamiento con oligonucleótido antisentido redujo la acumulación de CUGexp en los focos nucleares. La 
acumulación reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo así que ocurra 
el empalme normal.

Ejemplo 18: Duración de la acción de la inhibición antisentido por un oligonucleótido dirigido a la actina alfa 15
1 humana en ratones transgénicos

[0368] Se evaluó la duración de la acción de la inhibición antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por 
ISIS 445236 en ratones HSALR. 

20
Tratamiento

[0369] Los ratones HSALR recibieron inyecciones subcutáneas de ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por 
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana 
durante 2 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo 25
tratado con oligonucleótidos. Los ratones fueron analizadoS6semanas después de la administración de la última dosis.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0370] Seis semanas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 30
cuádriceps, músculos gastrocnemios y músculos tibiales anteriores. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo 
real de la actina alfa 1 y se normalizó a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 31, el tratamiento con ISIS 445236 
redujo la expresión 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 inhibición del transcrito de actina alfa1, en relación con el 
control PBS.35

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

40
Tabla 31: Inhibición antisentido del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

45

Evaluación de miotonía por electromiografía50

[0372] Se realizó electromiografía en cuádriceps izquierdo y derecho, músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 
tibial izquierdo y derecho, músculos anteriores tibiales y músculos paraespinales lumbares. Como se describió 
anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de 
calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la Tabla 32 como 55
el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción significativa de 
la miotonía en ratones tratados con ISIS 445236. Por lo tanto, el efecto de la inhibición antisentido de alfa actina por 
ISIS 445236 se mantuvo al menos durante 6 semanas.

60

65

Tipo de músculo % de inhibición
Cuadríceps 88

Gastrocnemio 76
Tibial anterior 67
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Tabla 32: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 
antisentido

5

10

15
Ejemplo 19: Efecto in vivo de la inhibición antisentido de ARNm con repeticiones CUG mediante 
administración intramuscular en ratones transgénicos

[0373] Se evaluó el efecto de la inhibición antisentido de transcripciones de ARNm que contienen múltiples 
repeticiones CUG sobre la miotonía en ratones HSALR. Tres oligonucleótidos antisentido dirigidos a las repeticiones 20
CUG y con longitudes variables se analizaron para determinar su eficacia en la inhibición de la miotonía en los ratones. 
ISIS 444745 (AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA (SEQ ID NO: 789) es un oligonucleótido 2’-O-metoxietil 
uniforme, de 25 nucleótidos de longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 444746 
(AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG (SEQ ID NO: 790-O) es un uniforme -metoxietiloligonucleótido, 20 nucleótidos de 
longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 444749 (GCAGCAGCAGCAGCA (SEQ ID NO: 791) es un 25
oligonucleótido uniforme 2’-O-metoxietil, 15Nucleótidos de longitud y con un esqueleto de fosforotioato. ISIS 445236 
fue incluido en el ensayo como control positivo.

Tratamiento
30

[0374] Los ratones HSALR 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 músculo tibial 
anterior. el músculo tibial anterior contralateral en cada ratón recibió una dosis única de inyección intramuscular de 
PBS. El músculo inyectado con PBS actuó como control.

35
Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0375] Veinticuatro horas después de la administración final, los animales fueron sacrificados y se aisló tejido del tibial 
anterior (izquierdo y derecho). El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizó 
a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 33, solo el tratamiento con ISIS 444745 redujo la expresión de 40
transcripción de ARN de actina alfa humana. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición del transcrito 
de actina alfa1, en relación con el control PBS.

Tabla 33: Porcentaje de inhibición del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

45

50

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

55
[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
60

[0377] Los ratones HSALR se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum con 
pienso de ratón Purina normal. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 
inyección. 65

PBS ISIS 445236
Cuádriceps izquierdo 3,00 0,00
Cuádriceps 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

ISIS Nº % de inhibición
444745 51
444746 0
444749 12
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[0378] Los ratones se dividieron eN6grupos 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 músculo 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 músculo tibial anterior 
en un lado. El músculo tibial anterior contralateral en cada ratón recibió una dosis única de inyección intramuscular de 
PBS. El músculo inyectado con PBS actuó como control para el músculo correspondiente tratado con el oligonucleótido 5
ISIS.

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0379] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 10
los músculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se 
describió anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja 
concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la 
Tabla 34 como el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción 
significativa de la miotonía en ratones tratados con ISIS 444745 o ISIS 444746. El efecto de la inhibición antisentido 15
de alfa actina por ISIS 444745 y 444746 fue sostenido al menos durante 6 semanas.

Tabla 34: Reducción dependiente de la dosis de miotonia en músculos de ratones HSALR tratados con 
oligonucleótidos antisentido

20

25

Ejemplo 21: Efecto in vivo de la inhibición antisentido del ARNm con repeticiones CUG por administración 
subcutánea en ratones transgénicos

30
[0380] Se evaluó el efecto de la inhibición antisentido de las transcripciones de ARNm que contienen múltiples 
repeticiones CUG sobre la miotonía en ratones HSALR. ISIS 445236 se incluyó en el ensayo como control positivo.

Tratamiento
35

[0381] Los ratones HSALR se dividieron en cinco grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron 
inyecciones subcutáneas 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 recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana durante 4 
semanas. El quinto grupo recibió inyecciones subcutáneas de ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por 
semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control al que se comparó el grupo 40
tratado con oligonucleótidos.

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0382] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 45
los músculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se 
describió previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja 
concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la 
Tabla 35 como el grado promedio de miotonía observado en cuatro ratones de cada grupo. 

50
[0383] El tratamiento con ISIS 445236 condujo a una reducción significativa en la miotonía. El tratamiento con ISIS 
444745 e ISIS 444746 también dio como resultado una reducción de la miotonía en algunos de los tejidos analizados.

0,2 nM 0,5 nM 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

ISIS444746 2,00 0,00 1,00
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Tabla 35: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 
antisentido

5

10

15
Ejemplo 22: Inhibición dependiente de la dosis de ARNm larga repetición CUG (ratones HSALR) y una repetición 
corta CUG (HSA SR ratones) por administración subcutánea en ratones transgénicos

[0384] la inhibición dependiente de la dosis de transcritos de ARNm que contienen una repetición larga CUG (ratones 
HSALR) y una repetición CUG corta (ratones HSASR) se evaluó. Los ratones de repetición corta HSA (HSASR) expresan 20
el transgen idéntico que los ratones HSALR, excepto que se insertan 5 repeticiones en lugar de 250 CUG en la 3’ UTR. 
Los ratones HSASR no tienen miotonía, cambios de empalme ni ningún otro fenotipo de miotonía observable. Se usó 
ISIS 445236 en este ensayo.

Tratamiento25

[0385] Los ratones HSALR se dividieron en cuatro grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron 
inyecciones subcutáneas de ISIS 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 recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana durante 4 semanas. El 
grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo tratado con oligonucleótidos. 30
Los ratones HSASR también se dividieron en cuatro grupos y se trataron de manera similar.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0386] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se extrajo tejido de los músculos 35
cuádriceps (izquierdo y derecho), músculos gastrocnemios (izquierdo y derecho) y músculos tibiales anteriores 
(izquierdo y derecho) se aisló. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de la actina alfa 1 y se normalizó 
a ARN de 18s. Los resultados se presentan en las Tablas 36 y 37 y se expresan como porcentaje de inhibición de la 
transcripción de actina alfa1, en relación con el control. Se logró una mayor inhibición de la repetición larga retenida 
nuclearmente en el músculo de los ratones HSALR en comparación con la repetición corta no retenida nuclearmente 40
en el músculo de los ratones HSASR.

Tabla 36: Porcentaje de inhibición del transcrito de ARN de actina alfa 1 humano en ratones HSALR

45

50

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

55

Ejemplo 23: Inhibición antisentido in vivo de DMPK humana en ratones transgénicos60

[0387] Los ratones LC15, Línea 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 generación de ratones 
retrocruzados a un fondo FVB. El transgen se expresa en los ratones como un ARN de repetición CUG, que se retiene 
en el núcleo, formando inclusiones nucleares o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes 65
con distrofia miotónica (DM1). Hay 350-400 repeticiones CUG en el transgen DMPK. Estos ratones muestran signos 

PBS ISIS 444745 ISIS 444746 ISIS 444749 ISIS 445236
Cuádriceps izquierdo 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00
Cuádriceps derecho 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00

Gastrocnemio 
izquierdo

3,00 2,75 3,00 3,00 0,00

Gastrocnemio derecho 3,00 2,75 2,75 3,00 0,00
Tibial izquierdo 

anterior
3,00 2,25 2,75 2,75 0,00

Tibial derecho anterior 3,00 2,25 2,50 2,75 0,00
Paraspinales lumbares 3,00 3,00 3,00 3,00 0,00

Dosis (mg/kg) Cuadríceps Gastrocnemio Tibial anterior
2,5 24 36 46
8,5 53 66 59
25 86 86 90

Dosis (mg/kg) Cuadríceps Gastrocnemio Tibial anterior
2,5 15 14 0
8,5 30 11 0
25 59 48 54
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tempranos de DM1 y no muestran ninguna miotonía en sus tejidos musculares. ISIS 445569, ISIS 444404, ISIS 444436 
e ISIS 473810, que demostraron una inhibición dependiente de la dosis estadísticamente significativa in vitro (ver 
Ejemplo 5), se evaluaron su capacidad para reducir el transcrito de ARN DMPK humano in vivo.

Tratamiento5

[0388] LC15, los ratones Línea A se mantuvieron en un 12 horas de luz/oscuridad ciclo y alimentados ad libitum de 
pienso normal de ratón Purina. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 10
inyección. 

[0389] Los ratones se dividieron en cinco grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones 
subcutáneas 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 recibió inyecciones subcutáneas de ISIS 473810 a una dosis de 12,5 mg/kg dos veces por 15
semana durante 4 semanas. El quinto grupo recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana durante 
4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo tratado con 
oligonucleótidos.

Inhibición del ARN DMPK20

[0390] Veinticuatro horas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló el tejido de los músculos 
cuádriceps. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de DMPK y se normalizó a ARN de 18s. Como se 
presenta en la Tabla 38, el tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la expresión del transcrito de ARN 
DMPK humano. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición de la transcripción DMPK, en relación con 25
el control PBS. 

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

30

35

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0391] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 40
los músculos tibial anterior izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se describió 
previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de 
calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Dado que los ratones LC15 no tienen miotonía, 
ni el grupo de control ni los grupos de tratamiento mostraron miotonía en ningún músculo probado.

45
Ejemplo 24: Inhibición antisentido in vivo de DMPK humana en ratones transgénicos

[0392] Los ratones LC15, Línea 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 generación de ratones 
retrocruzados a un fondo FVB. El transgen se expresa en los ratones como un ARN de repetición CUG, que se retiene 50
en el núcleo, formando inclusiones nucleares o focos, similar al observado en muestras de tejido humano de pacientes 
con distrofia miotónica (DM1). Hay 350-400 repeticiones CUG en el transgen DMPK. Estos ratones muestran signos 
tempranos de DM1 y no muestran ninguna miotonía en sus tejidos musculares.

[0393] ISIS 445569, ISIS 444404, ISIS 444436 e ISIS 473810 se evaluaron adicionalmente por su capacidad para 55
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 60
con comida normal para ratones Purina. Los animales se aclimataron durante al menos 7 días en las instalaciones de 
investigación antes del inicio del experimento. Los oligonucleótidos antisentido (ASO) se prepararon en PBS y se 
esterilizaron por filtración a través de un filtro de 0,2 micras. Los oligonucleótidos se disolvieron en PBS al 0,9% para 
inyección. 

65
[0395] Los ratones se dividieron en seis grupos de tratamiento. Los primeros tres grupos recibieron inyecciones 

ISIS Nº mg/kg/semana % de inhibición
444404 50 20
444404 50 55
444436 50 41
473810 25 56
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subcutáneas 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 recibió inyecciones subcutáneas de ISIS 473810 a una dosis de 12,50 mg/kg dos veces 
por semana durante 4 semanas. El quinto grupo recibió inyecciones subcutáneas de ISIS 473810 a una dosis de 6,25 
mg/kg dos veces por semana durante 4 semanas. El sexto grupo recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces 
por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó 5
el grupo tratado con oligonucleótidos.

Inhibición del ARN DMPK

[0396] Veinticuatro horas después de la dosis final, los animales fueron sacrificados y se aisló el tejido de los músculos 10
cuádriceps. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo real de DMPK y se normalizó a ARN de 18s. Como se 
presenta en la Tabla 39, el tratamiento con oligonucleótidos antisentido redujo la expresión del transcrito de ARN 
DMPK humano. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición de la transcripción DMPK, en relación con 
el control PBS. 

15
[0397] Los resultados indican que el tratamiento con los oligonucleótidos antisentido dio como resultado la inhibición 
de DMPK ARNm en los ratones.

Tabla 39: Inhibición antisentido del transcrito de ARN DMPK humano en ratones LC15
20

25

Evaluación de la miotonía por electromiografía30

[0398] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 
los músculos tibiales anteriores izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se 
describió anteriormente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja 
concéntricos de calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Dado que los ratones LC15 no 35
tienen miotonía, ni el grupo de control ni los grupos de tratamiento mostraron miotonía en ningún músculo probado. 

Ejemplo 25: Inhibición antisentido in vivo de DMPK humana en el modelo de ratón transgénico SXL

[0399] Utilizando ASOs 444401 y 299471 dirigidos a hDMPK en el músculo sóleo se midió en ratones SXL. El ratón 40
SXL es transgénico para todo el gen DMPK y el promotor y contiene una secuencia de repetición 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 solución salina). Los resultados de los ensayos 
Taqman demostraron que el tratamiento con ISISI 444401 o ISIS 299471 redujo significativamente los niveles de 
ARNm de mut-hDMPK pero tuvo un efecto insignificante sobre los niveles de ARNm de Dmpk de ratón endógeno. 45

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

Ejemplo 26: Duración de la acción de la inhibición antisentido por un oligonucleótido dirigido a la actina alfa 
1 humana en ratones transgénicos50

[0401] Se evaluó la duración de la acción de la inhibición antisentido del transcrito de ARN de actina alfal humana por 
ISIS 190401 en ratones HSALR.

Tratamiento55

[0402] Los ratones HSALR recibieron inyecciones subcutáneas de ISIS 190401 a una dosis de 25 mg/kg dos veces por 
semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces por semana 
durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como el grupo de control con el que se comparó el grupo 
tratado con oligonucleótidos. Los ratones fueron analizados 15 semanas después de la administración de la última 60
dosis.

Inhibición del ARN de actina alfa 1

[0403] Quince semanas después de la dosis final, se sacrificaron los animales y se aisló tejido de los músculos 65
cuádriceps, músculos gastrocnemios y músculos tibiales anteriores. El ARN se aisló para el análisis por PCR en tiempo 

ISIS Nº mg/kg/semana % de inhibición
444404 50,00 24
444404 50,00 30
444436 50,00 17
473810 25,00 7
473810 12,50 18
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real de la actina alfa 1 y se normalizó a ARN de 18 s. Como se presenta en la Tabla 40, el tratamiento con ISIS 190401 
redujo la expresión 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 inhibición del transcrito de actina alfa1, en relación con el 
control PBS.

5
[0404] El tratamiento con ISIS 190401 dio como resultado una inhibición significativa de los niveles de ARNm de alfal 
actina en las condiciones especificadas anteriormente.

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

10

15

Evaluación de la miotonía por electromiografía

[0405] La electromiografía en los cuádriceps izquierdo y derecho, los músculos gastrocnemios izquierdo y derecho, 20
los músculos tibial anterior izquierdo y derecho y los músculos paraespinales lumbares se realizó como se describió 
previamente (Kanadia et al, 2003, Science, 302: 1978-1980) mediante el uso de electrodos de aguja concéntricos de 
calibre 30 y un mínimo de 10 inserciones de aguja para cada músculo. Los datos se presentan en la Tabla 41 como 
el grado de miotonía promedio observado en cuatro ratones de cada grupo y demuestra una reducción significativa de 
la miotonía en ratones tratados con ISIS 190401. Por lo tanto, el efecto de la inhibición antisentido de alfa actina por 25
ISIS 190401 se mantuvo al menos durante 15 semanas.

Tabla 41: Reducción promedio de la miotonía en varios músculos de ratones HSALR tratados con oligonucleótidos 
antisentido

30

35

40

Corrección 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 músculo cuádriceps analizado en un procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 13. 45

[0407] En ratones HSALR tratados con PBS, el empalme sercal está desregulado como se demuestra por exclusión 
del exón 22. El tratamiento con ISIS 190401 resultó en la inclusión completa y la normalización del empalme alternativo 
del exón 22 del gen Sercal en los tres tipos de músculos, que se mantuvo incluso después de 15 semanas. 

50
[0408] Por lo tanto, la inhibición antisentido de la actina alfa 1 corrigió la desregulación de empalme de Sercal, lo que 
indica que el tratamiento con oligonucleótido antisentido redujo la acumulación de CUGexp en los focos nucleares. La 
acumulación reducida de CUGexp en los focos nucleares corrige el secuestro de MBLN1 permitiendo así que ocurra 
el empalme normal.

55
Ejemplo 27: Análisis de micromatrices del efecto transcriptómico de la inhibición antisentido de la actina 
humana

[0409] La expresión de ARNm de actina con repeticiones CUG expandidas provoca una remodelación extensa del 
transcriptoma muscular. Para evaluar los efectos transcriptómicos generales de ISIS 190401 e ISIS 445236, se 60
utilizaron análisis de micromatrices en ratones HSALR.

Tratamiento

[0410] Los ratones HSALR recibieron inyecciones subcutáneas de ISIS 190401 o ISIS 445236 a una dosis de 25 mg/kg 65
dos veces por semana durante 4 semanas. Un grupo de control recibió inyecciones subcutáneas de PBS dos veces 

Tipo de músculo % de inhibición
Cuadríceps 74

Gastrocnemio 81
Tibial anterior 75

PBS ISIS 190401
Cuádriceps izquierdo 3,0 0,0
Cuádriceps 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
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por semana durante 4 semanas. El grupo inyectado con PBS sirvió como grupo de control con el que se comparó el 
grupo tratado con oligonucleótido.

Análisis de transcriptoma por micromatriz
5

[0411] Se aisló ARN del músculo cuádriceps de ratones de tipo salvaje o HSALR. La integridad del ARN se verificó 
utilizando un bioanalizador Agilent (número de integridad del ARN>7,5). El ARN se procesó en ARN complementario 
(ARNc) y se hibridó en microperlas utilizando los kits MouseRef-8 v2,0 Expression BeadChip (Illumina, San Diego), de 
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los datos de imagen se cuantificaron utilizando el software 
BeadStudio (Illumina). Las intensidades de señal fueron cuantiles normalizadas. Se utilizaron compensaciones 10
específicas de fila para evitar cualquier valor de menos de 2 antes de la normalización. Los datos de todos los 
conjuntos de sondas con 6 o más nucleótidos de repeticiones CUG, UGC o GCU se suprimieron para eliminar la 
posibilidad de que las repeticiones expandidas en la mezcla de hibridación (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 expresión no se cuantificó fácilmente en las matrices, se suprimieron las sondas que 15
mostraban un valor de p para la probabilidad de detección de <0,1 en todas las muestras. Las comparaciones entre 
grupos se resumieron y ordenaron por rango mediante cambios de pliegue del nivel de expresión medio y las pruebas 
t. El paquete de software R(Butler et al. Diabetes. 2002; 51: 1028-34) se utilizó para realizar análisis 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 20
microarrays de tipo salvaje, tratados con oligonucleótidos ISIS y tratados con PBS. Los componentes principales 
permitieron la captura de la mayoría de la variación de expresión en cada muestra dentro de 3 dimensiones. Se 
trazaron los primeros tres componentes principales de cada muestra. 

[0412] El análisis del componente principal de ratones de tipo salvaje y HSALR no tratados demostró la segregación 25
de HSALR lejos de los ratones de tipo salvaje, en grupos ampliamente separados. En contraste, los ratones HSALR

tratados con oligonucleótidos antisentido se agruparon más estrechamente con los ratones de tipo salvaje, lo que 
sugiere una tendencia general a la normalización del transcriptoma. Las comparaciones de ratones transgénicos 
HSALR con ratones de tipo salvaje identificaron 93 transcripciones cuyos niveles de expresión se alteraron más de dos 
veces (P <0,0001), como se presenta en la Tabla 42 a continuación. El grado de desregulación para estas 30
transcripciones se redujo o normalizó para los oligonucleótidos 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% respondió a ISIS 
190401). 

[0413] Para considerar las transcripciones que tienen una caída fuera del objetivo, se identificaron todas las 35
transcripciones cuya expresión se redujo en ratones HSALR tratados con oligonucleótidos antisentido (>reducción de 
dos veces por cualquiera de los oligonucleótidos, p < 0,0001, n = 41 transcripciones). Todas las transcripciones que 
fueron reguladas negativamente por estos criterios demostraron una regulación positiva en ratones HSALR. La única 
excepción, el colágeno 6 alfa2, es poco probable que resulte de la escisión fuera del objetivo porque estaba regulada 
por los dos oligonucleótidos antisentido con secuencias no superpuestas. 40

[0414] Estos resultados indican que el tratamiento con oligonucleótidos 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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107

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 756 326 T3

 



108

5

10

15

20

25

30

<210>4 
<211>1896 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 35

<400>4 

40

45

50

55

60

65

ES 2 756 326 T3

 



109

5

10

15

20

25

30

35

40

<210>5 
<211>771 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 45

<220>
<221>misc_feature 
<222>89, 238, 506 
<223>n = A, T, Co G 50

<400>5 

55

60

65

ES 2 756 326 T3

 



110

5

10

15

<210>6 20
<211>434 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 

<400>6 25

30

35

<210>7 
<211>2688 
<212>AND
<213>Mus musculus 40

<400>7 

45

50

55

60

65

ES 2 756 326 T3

 



111

5

10

15

20

25

30

35

40
<210>8 
< 211>2862 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 

45
<400>8 

50

55

60

65

ES 2 756 326 T3

 



112

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210>9 
<211>18 <60
212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador65

ES 2 756 326 T3
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<400>9 
agcctgagcc gggagatg     18

<210>10 
<211>21 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador 10

<400>10 
gcgtagttga ctggcgaagt t 21 

<210>11 15
<211>21 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220><20
223>Cebador

<400>11 
aggccatccg cacggacaac c     21

25
< 210>12 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>12 
ctggctgcat gtctgcctgt     20 35

<210>13 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>13 45
ccaggagaag gtcgagcagg     20 

<210>14 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>14 
tctatggcca tgacaatctc     20 

<210>15 
< 211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>15 
atgtccctgt gcacgtagcc     20 
<210>16 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>16 
atgtgtccgg aagtcgcctg     20 

<210>17 
<211>20 15
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Sintético oligonucleótido 20

<400>17 
ctcaggctct gccgggtgag     20 

<210>18 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>18 
ggcactggcc cacagccacg     20 

35
<210>19
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>19 
cctggccgaa agaaagaaat     20 45

<210>20 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>20 55
aaagaaatgg tctgtgatcc     20 

<210>21 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>21 

ES 2 756 326 T3
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aagaaagaaa tggtctgtga     20 

<210>22 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>22 
ggccgaaaga aagaaatggt     20 

<210>23 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>23 
cctcagcctg gccgaaagaa     20 

<210>24 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>24 
gggcctcagc ctggccgaaa     20 

35
<210>25 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>25 
tcagggcctc agcctggccg     20 45

<210>26 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>26 55
ctgcagtttg cccatccacg     20 

<210>27 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>27 

ES 2 756 326 T3
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ggcctgcagt ttgcccatcc     20 

<210>28 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>28 
ccaggcctgc agtttgccca     20 

<210>29 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>29 
gccttcccag gcctgcagtt     20 

<210>30 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>30 
gctgccttcc caggcctgca     20 

35
<210>31 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>31 
cttgctgcct tcccaggcct     20 45

<210>32 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>32 55
gcccggcttg ctgccttccc     20 

<210>33 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>33 

ES 2 756 326 T3
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acggcccggc ttgctgcctt     20 

<210>34 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>34 
cggacggccc ggcttgctgc     20 

<210>35 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>35 
acacggacgg cccggcttgc     20 

25
<210>36 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>

<223>Oligonucleótido sintético 

<400>36 
gatggaacac ggacggcccg     20 35

<210>37 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>37 45
gaggatggaa cacggacggc     20 

<210>38 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>38 
gtggaggatg gaacacggac     20 

<210>39 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>39 
gcgaaccaac gataggtggg     20 

<210>40 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>40 
tttgcgaacc aacgataggt     20 

<210>41 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>41 
ttgcactttg cgaaccaacg     20 

25
<210>42 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>42 
gctttgcact ttgcgaacca     20 35

<210>43 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>43 45
aaagctttgc actttgcgaa     20 

<210>44 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>44 
aagaaagctt tgcactttgc     20 

<210>45 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>45 
cacaagaaag ctttgcactt     20 

<210>46 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>46 
gtcatgcaca agaaagcttt     20 

<210>47 15
<211>20 
<212>ADN 
<213>Se artificial cuencia 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>47 
acgctcccca gagcagggcg     20 

25
<210>48 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>48 
gcagagatcg cgccagacgc     20 35

<210>49 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>49 45
caggcagaga tcgcgccaga     20 

<210>50 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>50 
aagcaggcag agatcgcgcc     20 

<210>51 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>51 
ccgagtaagc aggcagagat     20 

<210>52 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>52 
ttcccgagta agcaggcaga     20 

<210>53 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>53 
gcaaatttcc cgagtaagca     20 

25
<210>54 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>54 
aaagcaaatt t cccgagtaa     20 35

<210>55 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>55 45
ttggcaaaag caaatttccc     20 

<210>56 
<211>20 
<212>ADN 50
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>56 
ggtttggcaa aagcaaattt     20 

<210>57 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético65

ES 2 756 326 T3
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<400>57 
gcgggtttgg caaaagcaaa     20 

<210>58 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>58 
aaagcgggtt tggcaaaagc     20 

<210>59 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>59 
cccgaaaaag cgggtttggc     20 

25
<210>60 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>60 
35

atccccgaaa aagcgggttt     20 

<210>61 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>61 
cgggatcccc gaaaaagcgg     20 

<210>62 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>62 
gcgcgggatc cccgaaaaag     20 

<210>63 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

< 220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3

 



122

<400>63 
gagagcagcg caagtgagga     20 

<210>64 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético <

400>64 
tccgagagca gcgcaagtga     20 

15
<210>65 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>65 
ggctccgaga gcagcgcaag     20 25

<210>66 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>66 35
aagcgggcgg agccggctgg     20 

<210>67 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>67 
ccgaagcggg cggagccggc     20 

<210>68 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>68 
aaaccgccga agcgggcgga     20 

<210>69 60
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>69 
tccaaaccgc cgaagcgggc     20 

<210>70 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético <

400>70 
atatccaaac cgccgaagcg     20 

15
<210>71 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>71 
taaatatcca aaccgccgaa     20 25

<210>72 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>72 35
caataaatat ccaaaccgcc     20 

<210>73 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>73 
cgaggtcaat aaatatccaa     20 

<210>74 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>74 
ggacgaggtc aataaatatc     20 

<210>75 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>75 
ggaggacgag gtcaataaat     20 

<210>76 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>76 
gtcggaggac gaggtcaata     20 

15
<210>77 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>77 
cgagtcggag gacgaggtca     2025

<210>78 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>7835
tgtcagcgag tcggaggacg    20 

<210>79 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>79
gcctgtcagc gagtcggagg     20 

<210>80 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>80 
gtagcctgtc agcgagtcgg     20 

<210>81 60
<211>
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>81 
cctgtagcct gtcagcgagt     20 

<210>82 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>82 
ggtcctgtag cctgtcagcg     20 

15
<210>83 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>83 
aaataccgag gaatgtcggg     20 25

<210>84 
<211>20 
<21 2>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>84 35
aataaatacc gaggaatgtc     20 

<210>85 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>85 
gacaataaat accgaggaat     20 

<210>86 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>86 
cggggccccg gagtcgaaga     20 

<210>87 60
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>87 
ccaacggggc cccggagtcg     20 

<210>88 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>88 
ttccaacggg gcc     20 

15
<210>89 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>89 
gtcttccaac ggggccccgg     20 25

<210>90 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>90 35
cagtcttcca acggggcccc     20 

<210>91 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

< 220>
<223>oligonucleo sintético marea 

45
<400>91 
ctcagtcttc caacggggcc     20 

<210>92 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>92 
gcactcagtc ttccaacggg     20 

<210>93 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>93 
ccccgggcac tcagtcttcc     20 

<210>94 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético

< 400>94 
tgccccgggc actcagtctt     20 

15
<210>95 
<211>20
<212>ADN 

<213> Secuencia artificial 
20

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>95 
cgtgccccgg gcactcagtc     20 25

<210>96 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>96 35
gtgccgtgcc ccgggcactc     20 

<210>97 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>97 
tctgtgccgt gccccgggca     20 

<210>98 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>98 
gcttctgtgc cgtgccccgg     20 

<210>99 60
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>65
<223>Oligo sintético nucleótido 

ES 2 756 326 T3
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<400>99 
gcggcttctg tgccgtgccc     20 

<210>100 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>100 
gcgcggcttc tgtgccgtgc     20 

15
<210>101 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>101 
gggcgcggct tctgtgccgt     20 25

<210>102 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>102 35
ggcggtgggc gcggcttctg     20 

<210>103 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>103 
ggcaggcggt gggcgcggct     20 

<210>104 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>104 
ctggcaggcg gtgggcgcgg     20 

<210>105 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético <

ES 2 756 326 T3
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400>105 
aactggcagg cggtgggcgc     20 

<210>106 5
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>10
<223>Oligónucleótido sintético 

<400>106 
gtgaactggc aggcggtggg     20

15
<210>107 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>107 
ggttgtgaac tggcaggcgg     20 25

<210>108 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial <30

220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>108 35
gcggttgtga actggcaggc     20 

<210>109 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>109 
cggagcggtt gtgaactggc     20 

<210>110 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>110 
cgctcggagc ggttgtgaac     20 

<210>111 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>111 
cccacgctcg gagcggttgt     20 

<210>112 5
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>112 
agacccacgc tcggagcggt     20 

15
<210>113 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>113 
cggagaccca cgctcggagc     20 25

<210>114 
<211>2 0 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>114 35
gggcggagac ccacgctcgg     20 

<210>115 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>115 
gctgggcgga gacccacgct     20 

<210>116 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

< 400>116 
ggagctgggc ggagacccac     20 

<210>117 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>117 
ctggagctgg gcggagaccc     20 

<210>118 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>118 
ggactggagc tgggcggaga     20 

15
<210>119 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>119 
caggactgga gctgggcgga     20 25

<210>120 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>120 35
atcacaggac tggagctggg     20 

<210>121 
<211>2 0 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>121 
gggcgggccc ggatcacagg     20 

<210>122 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>122 
gggggcgggc ccggatcaca     20 

<210>123 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>123 
aggcagcacc atggcccctc     20 

<210>124 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>124 
ggtccaacac cagctgctgg     20 

15
<210>125 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>125 
cgatcacctt cagaatctcg     2025

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

<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>126 35
cttgttcatg atcttcatgg     20 

<210>127 
<211>20 
<212>ADN 40
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>127 
ccccattcac caacacgtcc     20 

<210>128 
<211>20 50
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético55

<400>128 
gcgtgatcca ccgccggtcc     20 

<210>129 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>129 
gtaatactcc atgaccaggt     20 

<210>130 5
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>130 
gcagtgtcag caggtccccg     20 

15
<210>131 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>131 
caccgagtct atggccatga     20 25

<210>132 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>132 35
acgtagccaa gccggtgcac     20 

<210>133 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>133 
atgtggccac agcggtccag     20 

<210>134 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>134 
cttcgtccac cagcggcaga     20 

<210>135 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>135 
gaccccttcg tccacca gcg     20 

<210>136 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>136 
cctgctccac cccggcccag     20 

15
<210>137 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>137 
cggaagtcgc ctgctccacc     20 25

<210>138 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>138 35
cggagaccat cccagtcgag     20 

<210>139 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>139 
tgagggccat gcaggagtag     20 

<210>140 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>140 
ctccagttcc atgggtgtgg     20 

<210>141 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
< 223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>141 
gcgcttgcac gtgtggctca     20 

<210>142 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>142 
gccacttcag ctgtttc atc     20 

15
<210>143 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>143 
gcctcagcct ctgccgcagg     20 25

<210>144 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>144 35
gcagcgtcac ctcggcctca     20 

<210>145 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>145 
ggctcaggct ctgccggt     20 

<210>146 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>146 
ttccgagcct ctgcctcgcg     20 

<210>147 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>147 
ggtcccggtt ccgagcctct     20 

<210>148 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>148 
atccgctcct gcaactgccg     20 

15
<210>149 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>149 
gcaactccat ccgctcctgc    20 25

<210>150 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>150 35
aggtggatcc gtggcccggg     20 

<210>151 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>151 
cgcggcttct gtgccgtgcc     20

<210>152 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>152 
ttgctgcctt cccaggcctg     20 

<210>153 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>153 
tgctcccgac aagctccaga     20 

<210>154 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>154 
agaacctgcc cattgctgaa     20 

15
<210>155 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>155 
cactgagggc cagacatatg     20 25

<210>156 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>156 35
ctctagattc agatgcaggt     20 

<210>157 
<211>15 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador

45
< 400>157 
cgggccgtcc gt gtt     15 

<210>158 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador55

<400>158 
ctttgcactt tgcgaaccaa     20 

<210>159 60
<211>21 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Cebador

ES 2 756 326 T3
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<400>159 
catcctccac gcacccccac c     21

<210>160 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

< 220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>160 
gcctggcagc ccctgtccag     20 

15
<210>161 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>161 
ggcctggcag cccctgtcca     20 25

<210>162 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>162 35
gggcctggca gcccctgtcc     20 

<210>163 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>163 
atggcccctc cccgggccgg     20 

<210>164 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>164 
catggcccct ccccgggccg     20

<210>165 60
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>165 
ccatggcccc tccccgggcc     20 

<210>166 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>166 
accatggccc ctccccgcg     20 

15
<210>167 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220><
223>Oligonucleótido sintético 

<400>167 
caccatggcc cctccccggg     20 25

<210>168 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>168 35
gcaccatggc ccctccccgg     20 

<210>169 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

< 220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>169 
agcaccatgg cccctccccg     20 

<210>170 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>170 
cagcaccatg gcccctcccc     20 

<210>171 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>171 
gcagcaccat ggcccctccc     20 

<210>172 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligo sintético nucleótido 

<400>172 
ggcagcacca tggcccctcc     20 

15
<210>173 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>173 
caggcagcac catggcccct     20 25

<210>174 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>174 35
acaggcagca ccatggcccc     20 

<210>175 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>175 
ggacaggcag caccatggcc     20 

<210>176 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>176 
tggacaggca gcaccatggc     20 

<210>177 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>177 
ttggacaggc agcaccatgg     20 

<210>178 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>178 
gttggacagg cagcaccatg     20 

15
<210>179 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

20
<220>
<223>Oligo sintético nucleótido 

<400>179 
tgttggacag gcagcaccat     20 25

<210>180 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>180 35
atgttggaca ggcagcacca     20 

<210>181 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>181 
catgttggac aggcagcacc     20 

<210>182 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>182 
acatgttgga caggcagcac     20 

<210>183 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>183 
gacatgttgg acaggcagca     20 

<210>184 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>184 
tgacatgttg gacaggcagc     20 

15
<210>185 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>185 
ctgacatgtt ggacaggcag     20 25

<210>186 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>186 35
gctgacatgt tggacaggca     20

<210>187 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>187 
ggctgacatg ttggacaggc     20 

<210>188 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 55

<400>188 
cggctgacat gttggacagg     20 

<210>189 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>189 
tcggctgaca tgttggacag     20 

<210>190 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>190 
ctcggctgac atgttggaca     20 

15
<210>191 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>191 
cctcggctga catgttggac     20 25

<210>192 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>192 35
acctcggctg acatgttgga     20 

<210>193 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>193 
cacctcggct gacatgttgg     20 

<210>194 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<22 0>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>194 
gcacctcggc tgacatgttg     20 

<210>195 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>195 
cgcacctcgg ctgacatgtt     20 

<210>196 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>196 
ccgcacctcg gctgacatgt     20 

15
<210>197 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>197 
gccgcacctc ggctgacatg     20 25

<210>198 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>198 35
agccgcacct cggctgacat     20 

<210>199 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>199 
cagccgcacc tcggctgaca     20 

<210>200 
<211>20 50
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>200 
tcagccgcac ctcggctgac     20 

<210>201 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<22 0>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>201 
ctcagccgca cctcggctga     20 

<210>202 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>202 
cctcagccgc acctcggctg     20 

15
<210>203 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>203 
gcctcagccg cacctcggct     20 25

<210>204 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>204 35
ccaacaccag ctgctggagc     20 

<210>205 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>205 
tccaacacca gctgctggag     20 

<210>206 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>206 
gtccaacacc agctgctgga     20 

<210>207 60
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>207 
gggtccaaca ccagctgctg     20 

<210>208 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>208 
ggctccagcc ccaggaagcc     20 

15
<210>209 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>209 
gggctccagc cccaggaagc     20 25

<210>210 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>210 35
caggagaagg tcgagcaggg     20 

<210>211 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>211 
cccaggagaa ggtcgagcag     20 

<210>212 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>212 
gcccaggaga aggtcgagca     20 

<210>213 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>213 
cgcccaggag aaggtcgagc     20 

<210>214 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>214 
acgcccagga gaaggtcgag  20

15
<210>215 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>215 
tcctgggcca gttcggaggc     20 25

<210>216 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>216 35
gtcctgggcc agttcggagg     20 

<210>217 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>217 
tgtcctgggc cagttcggag     20 

<210>218 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>218 
ttgtcctggg ccagttcgga     20 

<210>219 60
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>219 
cttgtcctgg gccagttcgg     20 

<210>220 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>220 
actggtcctg ggccagttcg     20 

15
<210>221 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>221 
tacttgtcct gggccagttc     20 25

<210>222 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>222 35
gtacttgtcc tgggccagtt     20 

<210>223 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>223 
cgtacttgtc ctgggccagt     20 

<210>224 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>224 
actgcaagaa gtcggccacg     20 

<210>225 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>225 
ccactgcaag aagtcggcca     20

<210>226 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>226 
cccactgcaa gaagtcggcc     20 

15
<210>227 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>227 
gcccactgca agaagtcggc     20 25

<210>228 
<211>20 <
212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>228 35
cgcccactgc aagaagtcgg     20 

<210>229 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>229 
ccgcccactg caagaagtcg     20 

<210>230 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>230 
tccgcccact gcaagaagtc     20 

<210>231 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial <

220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>231 
ctccgcccac tgcaagaagt     20 

<210>232 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>232 
gctccgccca ctgcaagaag     20 

15
<210>233 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>233 
ggctccgccc actgcaagaa     20 25

<210>234 
<211>20 <
212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>234 35
gggctccgcc cactgcaaga     20 

<210 235 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>235 
tgggctccgc ccactgcaag     20 

<210>236 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 55

<400>236 
atgggctccg cccactgcaa     20 

<210>237 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>237 
gatgggctcc gcccactgca     20 

<210>238 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>238 
cgatgggctc cgcccactgc     20 

15
<210>239 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>239 
acgatgggct ccgcccactg     20 25

<210>240 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>240 35
cacgatgggc tccgcccact     20 

<210>241 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>241 
ccacgatggg ctccgcccac     20 

<210>242 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>242 
accacgatgg gctccgccca     20 

<210>243 60
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia Artificial

<220>65
< 223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>243 
caccacgatg ggctccgccc     20 

<210>244 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>244 
tcaccacgat gggctccgcc     20 

15
<210>245 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>245 
ctcaccacga tgggctccgc     20 25

<210>246 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>246 35
cctcaccacg atgggctccg     20

< 210>247 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>247 
gcctcaccac gatgggctcc     20 

<210>248 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>248 
agcctcacca cgatgggctc     20 

<210>249 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3

 



153

<400>249 
aagcctcacc acgatgggct     20 

<210>250 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>250 
taagcctcac cacgatgggc     20 

15
<210>251 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>251 
ttaagcctca ccacgatggg     20 25

<210>252 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>252 35
accacgatgg cttaagcctc     20 

<210>253 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>253 
ccttaagcct caccacgatg     20 

<210>254 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>254 
tccttaagcc tcaccacgat     20 

<210>255 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>255 
ctccttaagc ctcaccacga     20 

<210>256 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>256 
cctccttaag cctcaccacg     20 

15
<210>257 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>257 
acctccttaa gcctcaccac     20 25

<210>258 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>258 35
gacctcctta agcctcacca     20 

<210>259 
<211>20 
<212>ADN 40
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético ide 

45
<400>259 
ggacctcctt aagcctcacc     20 

<210>260 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>260 
cggacctcct taagcctcac     20 

<210>261 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>261 
tcggacctcc ttaagcctca     20 

<210>262 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>262 
gtcggacctc cttaagcctc     20 

15
<210>263 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>263 
cagtcggacc tccttaagcc     20 25

<210>264 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>264 35
gcagtcggac ctccttaagc     20 

<210>265 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>265 
tgcagtcgga cctccttaag     20 

<210>266 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>266 
ccttcagaat ctcgaagtcg     20 

< 210>267 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>267 
accttcagaa tctcgaagtc     20 

<210>268 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>268 
tcaccttcag aatctcgaag     20 

15
<210>269 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>269 
atcaccttca gaatctcgaa     20 25

<210>270 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>270 35
gatcaccttc agaatctcga     20 

<210>271 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>271 
ccgatcacct tcagaatctc     20 

<210>272 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>272 
tccgatcacc ttcagaatct     20 

<210>273 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>273 
gtccgatcac cttcagaatc     20 

<210>274 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>274 
cgtccgatca ccttcagaat     20 

15
<210>275 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>275 
cccgtctgct tcatcttcac     20 25

<210>276 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>276 35
gcccgtctgc ttcatcttca     20 

<210>277 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>277 
ggcccgtctg cttcatcttc     20 

<210>278 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>278 
tggcccgtct gcttcatctt     20 

<210>279 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>279 
ctggcccgtc tgcttcatct    20 

<210>280 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>280 
cctggcccgt ctgcttcatc     20 

15
<210>281 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>281 
acctggcccg tctgcttcat     20 25

<210>282
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>282 35
cacctggccc gtctgcttca    20 

<210>283 
<211>
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>283 
acacctggcc cgtctgcttc     20 

<210>284 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

< 400>284 
tacacctggc ccgtctgctt     20 

<210>285 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>285 
ttgttcatga tcttcatggc     20 

<210>286 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético <

400>286 
acttgttcat gatcttcatg     20 

15
<210>287 
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>287 
cacttgttca tgatcttcat     20 25

<210>288 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>288 35
ccacttgttc atcttca     20 

<210>289 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>289 
cccacttgtt catgatcttc     20 

<210>290 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>290 
tcccacttgt tcatgatctt    20 

<210>291 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>291 
gtcccacttg ttcatgatct     20 

<210>292 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>292 
tgtcccactt gttcatgatc     20 

15
<210>293 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>293 
atgtcccact tgttcatgat     20 25

<210>294 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>294 35
catgtcccac ttgttcatga     20 

<210>295 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>295 
gcatgtccca cttgttcatg     20 

<210>296 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>296 
agcatgtccc acttgttcat     20 

<210>297 60
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>297 
cagcatgtcc cacttgttca     20 

<210>298 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>298 
tcagcatgtc ccacttgccc     20

15
<210>299 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>299 
ttcagcatgt cccacttgtt     20 25

<210>300 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>300 35
cttcagcatg tcccacttgt     20 

<210>301 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>301 
tcttcagcat gtcccacttg     20 

<210>302 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>302 
cctcttcagc atgtcccact     20 

<210>303 60
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia Artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>303 
ccctcttcag catgtcccac     20 

<210>304 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>304 
cccctcttca gcatgtccca     20

15
< 210>305 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>305 
gcccctcttc agcatgtccc     20 25

<210>306 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>306 35
cgcccctctt cagcatgtcc     20 

<210>307 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>307 
tcgcccctct tcagcatgtc     20 

<210>308 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>308 
ttcagcatgt ctcgcccctc     20 

<210>309 60
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia artificial

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>309 
cctcgcccct cttcagcatg     20 

<210>310 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>sintético oligonucleótido 

<400>310 
acctcgcccc tcttcagcat     20 

15
<210>311 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>311 
cacctcgccc ctcttcagca     20 25

<210>312 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>312 35
acacctcgcc cctcttcagc     20 

<210>313 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>313 
gacacctcgc ccctcttcag     20 

<210>314 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>314 
gccaggcg tgtggccaca     20 

<210>315 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>315 
accgcaccgt tccatctgcc     20 

<210>316 5
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>316 
gaccgcaccg ttccatctgc     20 

15
<210>317 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>317 
acagcctgca ggatctcggg     20 25

<210>318 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>318 35
cacagcctgc aggatctcgg     20 

<210>319 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>319 
ccacagcctg caggatctcg     20 

<210>320 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>320 
cccacagcct gcaggatctc     20 

<210>321 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>321 
gcccacagcc tgcaggatct     20 

<210>322 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>322 
cgcccacagc ctgcaggatc     20 

15
<210>323 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>323 
ccgcccacag cctgcaggat     20 25

<210>324 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>324 35
accgcccaca gcctgcagga     20 

<210>325 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>325 
caccgcccac agcctgcagg     20

< 210>326 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>326 
ccaccgccca cagcctgcag     20 

<210>327 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>327 
cccaccgccc acagcctgca     20 

<210>328 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>328 
gcccaccgcc cacagcctgc     20 

15
<210>329 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>329 
ggcccaccgc ccacagcctg     20 25

<210>330 
<211>20 
< 212>ADN
< 213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>330 35
aggcccaccg cccacagcct     20 

<210>331 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

45
<400>331 
caggcccacc gcccacagcc     20 

<210>332 
<211>20 50
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>332 
ccaggcccac cgcccacagc     20 

<210>333 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>333 
cccaggccca ccgcccacag     20 

<210>334 5
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>10
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>334 
tcccaggccc accgcccaca     20 

15
<210>335 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

20
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>335 
gtcccaggcc caccgcccac     20 25
<210>336 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>336 
tgtcccaggc ccaccgccca     20 35

<210>337 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>337 45
ctgtcccagg cccaccgccc     20 

<210>338 
<211>20 
<212>ADN 50
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

55
<400>338 
cctgtcccag gcccaccgcc     20 

<210>339 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>339 
gcctgtccca ggcccaccgc     20 

<210>340 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>340 
tgcctgtccc aggcccaccg    20 

<210>341 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>341 

ctgcctgtcc caggcccacc     20 25

<210>342 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 30

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>342 35
gctgcctgtc ccaggcccac     20

<210>343 
<211>20 
<212>ADN 40
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

45
<400>343 
agctgcctgt cccaggccca     20 

<210>344 
<211>20 50
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 55

<400>344 
tagctgcctg tcccaggccc     20 

<210>345 60
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>65
<223>Oligonucleótido sintético 

ES 2 756 326 T3
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<400>345 
gtagctggcct gtcccaptgcc     20 
<210>346 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>346 
cgtagctgcc tgtcccaggc     20 

<210>347 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>347 
ccgtagctgc ctgtcccagg     20 

25
<210>348 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400>348 
cccgtagctg cctgtcccag     20 35

<210>349 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>349 45
gcccgtagct gcctgtccca     20 

<210>350 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>350 
ggcccgtagc tgcctgtccc    20 

<210>351 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>351 
tagaacattt cataggcgaa     20 

<210>352 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>352 
tctccgccgt ggaatccgcg     20 

<210>353 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>353 
gtctccgccg tggaatccgc     20 

25
<210>354 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>354 
ggtctccgcc gtggaatccg    20 35

<210>355 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>355 45
cgtggaatcc aggtctccgc     20 

<210>356 
<211>20 
< 212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>356 
taggtctccg ccgtggaatc     20 

<210>357 
<211>20 60
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>357 
ttgtagtgga cgatcttgcc     20 

<210>358 
<211>20 5
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 10

<400>358 
cttgtagtgg acgatcttgc     20 

<210>359 15
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>20
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>359 
ccttgtagtg gacgatcttg     20 

25
<210>360 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

30
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>360 
tccttgtagt ggacgatctt    20 35

<210>361 
<211>20 
<212>ADN
<213> Secuencia artificial 40

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>361 45
ctccttgctag tggacgatct   20 

<210>362 
<211>20 
<212>ADN 50
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

55
<400>362 
gctccttgta gtggacgatc     20 

<210>363 
<211>20 60
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 65

ES 2 756 326 T3
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<400>363 
tgctccttgt agtggacgat     20 
<210>364 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>364 
gtgctccttg tagtggacga    20 

<210>365 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>365 
ggtgctcctt gtagtggacg     20

<210 366 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>366 
aggtgctcct tgtagtggac    20 

35
<210>367 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>367 
gaggtgctcc ttgtagtgga     20 45

<210>368 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>368 55
agaggtgctc cttgtagtgg    20 

<210>369 
<211> 20
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>369 

ES 2 756 326 T3
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gagaggtgct ccttgtagtg     20 

<210>370 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>370 
agagaggtgc tccttgtagt    20 

<210>371 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>371 
gagagaggtg ctccttgtag     20 

<210> 372 25
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia artificial

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>372 
agagagaggt gctccttgta     20 

35
<210>373 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>373 
cagagagagg tgctccttgt     20 45

<210>374 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>374 55
ggcagagaga ggtgctcctt     20 

<210>375 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>375 

ES 2 756 326 T3
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cggcagagag aggtgctcct     20 

<210>376 
<211>20 
<212>ADN 5
<213>Artificial S secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>376 
gcggcagaga gaggtgctcc     20 

<210>377 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>377 
agcggcagag agaggtgctc     20  

<210>378 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>378 
cagcggcaga gagaggtgct     20 

35
<210>379 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>379 
ccagcggcag agagaggtgc 20 45

<210>380 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>380 55
ggcccagccg tgtctccggg     20 

<210>381 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>381 

ES 2 756 326 T3
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cggcccagcc gtgtctccgg     20 

<210>382 
<211> 20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>382 
ccggcccagc cgtgtctccg     20 

<210>383 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>383 
cccggcccag ccgtgtctcc     20 

<210>384 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>384 
ccccggccca gccgtgtctc     20 

35
<210>385 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>385 
accccggccc agccgtgtct     20 45

<210>386 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>386 55
caccccggcc cagccgtgtc     20 

<210>387 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>387 

ES 2 756 326 T3
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ccaccccggc ccagccgtgt     20

< 210>388 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>388 
tccaccccgg cccagccgtg     20 

<210>389 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>389 
ctccaccccg gcccagccgt     20 

<210>390 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>390 
gctccacccc ggcccagccg     20 

35
<210>391 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>391 
tgctccaccc cggcccagcc     20 45

<210>392 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>392 55
ctgctccacc ccggcccagc     20 

<210>393 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>393 

ES 2 756 326 T3
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aagggatgtc tccggaagtc     20

<210>394 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>394 
gaagggatgt gtccggaagt     20 

<210>395 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

< 220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>395 
agaagggatg tgtccggaag     20 

<210>396 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>396 
aagaagggat gtgtccggaa     20 

35
<210>397 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>397 
gaagaaggga tgtgtccgga     20 45

<210>398 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>398 55
agaagaaggg atgtgtccgg     20 

<210>399 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>399 

ES 2 756 326 T3
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aagaagaagg gatgtgtccg     20 

<210>400 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>400 
aaagaagaag ggatgtgtcc     20 

<210>401 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>401 
caaagaagaa gggatgtgtc     20 

<210>402 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>402 
ccaaagaaga agggatgtgt     20 

35
<210>403 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>403 
ggccaaagaa gaagggatgt     2045

< 210>404 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>404 55
aggccaaaga agaagggatg     20 

<210>405 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

65
<400>405 

ES 2 756 326 T3
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gaggccaaag aagaagggat     20 

<210>406 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

10
<400>406 
cgaggccaaa gaagaaggga     20 

<210>407 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>407 
tcgaggccaa agaagaaggg     20 

<210>408 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>408 
gtcgaggcca aagaagaagg     20 

35
<210>409 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>409 
agtcgaggcc aaagaagaag     20 45

<210>410 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>410 55
cagtcgaggc caaagaagaa     20 

<210>411 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>411 

ES 2 756 326 T3
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ccagtcgagg ccaaagaaga     20 

<210>412 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

10
<400>412 
cccagtcgag gccaaagaag     20 

<210>413 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>413 
tcccagtcga ggccaaagaa     20 

<210>414 25
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>414 
atcccagtcg aggccaaaga     20 

35
<210>415 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>415 
catcccagtc gaggccaaag     20 45

<210>416 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>416 55
ccatcccagt cgaggccaaa     20 

<210>417 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>417 

ES 2 756 326 T3
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accatcccag tcgaggccaa     20 

<210>418 
<211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

10
<400>418 
gaccatccca gtcgaggcca     20 

<210>419 
<211>20 15
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 20

<400>419 
agaccatccc agtcgaggcc     20

<210>420 25
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>30
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>420 
gagaccatcc cagtcgaggc     20 

35
<210>421 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

40
< 220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>421 
ggagaccatc ccagtcgagg     20 45

<210>422 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 50

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>422 55
ttcgaaatcc ggtgtaaagg     20 

<210>423 
<211>20 
<212>ADN 60
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

65
<400>423 

ES 2 756 326 T3
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cttcgaaatc cggtgtaaag     20 

<210>424 
< 211>20 
<212>ADN 5
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 
<400>424 10
ccttcgaaat ccggtgtaaa     20 

<210>425 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>425 
accttcgaaa tccggtgtaa     20 

<210>426 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>426 
caccttcgaa atccggtgta     20 

<210>427 35
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>427 
gcaccttcga aatccggtgt     20 

45
<210>428 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>428 
ggcaccttcg aaatccggtg     20 55

<210>429 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético <

400>429 65
tggcaccttc gaaatccggt     20

ES 2 756 326 T3
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<210> 430 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>430 10
gtggcacctt cgaaatccgg     20 

<210>431 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>431 
ggtggcacct tcgaaatccg     20 

<210>432 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>432 
cggtggcacc ttcgaaatcc     20 

<210>433 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>433 
tcggtggcac cttcgaaatc     20 

45
<210>434 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>434 
gtcggtggca ccttcgaaat     20 55

<210>435 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>435 65
tgtcggtggc accttcgaaa     20

ES 2 756 326 T3
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<210>436 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>436 10
gtgtcggtgg caccttcgaa     20 

<210>437 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>437 
tgtgtcggtg gcaccttcga    20 

<210>438 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 30

<400>438 
atgtgtcggt ggcaccttcg     20 

<210>439 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>439 
catgtgtcgg tggcaccttc     20 

45
<210>440 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>440 
gcatgtgtcg gtggcacctt     20 55

<210>441 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>441 65
tgcatgtgtc ggtggcacct     20 

ES 2 756 326 T3
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<210>442 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>442 10
ttgcatgtgt cggtggcacc     20 

<210>443 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>443 
gttgcatgtg tcggtggcac     20 

<210>444 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>444 
agttgcatgt gtcggtggca     20 

<210>445 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>445 
aagttgcatg tgtcggtggc     20 

45
<210>446 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>446 
gaagttgcat gtgtcggtgg     20 55

<210>447 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>447 65
cgaagttgca tgtgtcggtg     20 
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<210>448 
<211>20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>448 10
gtcgaagttg catgtgtcgg     20 

<210>449 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>449 
agtcgaagtt gcatgtgtcg     20 

<210>450 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>450 
aagtcgaagt tgcatgtgtc     20 

<210> 451 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>451 
caagtcgaag ttgcatgtgt     20 

45
<210>452 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>452 
ccaagtcgaa gttgcatgtg     20 55

<210>453 
<211>20 
<212>ADN
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>453 65
accaagtcga agttgcatgt     20 
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<210>454 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>454 10
caccaagtcg aagttgcatg     20 

<210>455 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>455 
ccaccaagtc gaagttgcat     20 

<210>456 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>456 
tccaccaagt cgaagttgca     20 

<210>457 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>457 
ctccaccaag tcgaagttgc     20 

45
<210>458 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>458 
cctccaccaa gtcgaagttg    20 55

<210>459 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>45965
tcctccacca agtcgaagtt     20 
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<210>460 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>460 10
gtcctccacc aagtcgaagt     20 

<210>461 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>461 
cgtcctccac caagtcgaag     20 

<210>462 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>462 
ccgtcctcca ccaagtcgaa     20 

<210>463 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>463 
cccgtcctcc accaagtcga     20 

45
<210>464 
<211>20 
<212>DN A 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>464 
gcccgtcctc caccaagtcg     20 55

<210>465 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>465 65
agcccgtcct ccaccaagtc     20 
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<210>466 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>466 10
gagccctcc tccaccaagt     20 

<210>467 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>467 
tgagcccgtc ctccaccaag     20 

<210>468 
<211>20 25
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>468 
ggttccgagc ctctgcctcg    20 

<210>469 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>469 
cggttccgag cctctgcctc     20 

45
<210>470 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>470 
ccggttccga gcctctgcct     20 55

<210>471 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>471 65
cccggttccg agcctctgcc     20 
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<210>472 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>472 10
tcccggttcc gagcctctgc     20 

<210>473 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>473 
gtcccggttc cgagcctctg     20 

<210>474 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>474 
aggtcccggt tccgagcctc     20 

<210>475 35
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>475 
taggtcccgg ttccgagcct     20 

45
<210>476 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>476 
ctaggtcccg gttccgagcc     2055

<210> 477 
<211> 20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>477 65
tctaggtccc ggttccgagc     20 
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<210>478 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>478 10
ctctaggtcc cggttccgag     20 

<210>479 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>479 
cctctaggtc ccggttccga     20 

<210>480 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>480 
gcctctaggt cccggttccg     20 

<210>481 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>481 
catccgctcc tgcaactgcc     20 

45
<210>482 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>482 
ccatccgctc ctgcaactgc     20 55

<210>483 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>483 65
tccatccgct cctgcaactg     20 
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<210>484
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>484 10
ctccatccgc tcctgcaact     20 

<210>485 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>485 
actccatccg ctcctgcaac     20 

<210>486 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>486
aactccatcc gctcctgcaa     20 

<210>487 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>487 
caactccatc cgctcctgca     20 

45
<210>488 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>488 
agcaactcca tccgctcctg     20 55

<210>489 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>489 65
cagcaactcc atccgctcct     20 
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<210>490 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>490 10
gcagcaactc catccgctcc     20 

<210>491 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>491 
cagctgtggc tccctctgcc     20 

<210>492 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>492 
acagctgtgg ctccctctgc     20 

<210>493 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>493 
gacagctgtg gctccctctg     20 

45
<210>494 
<211>20 <
212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>494 
tgacagctgt ggctccctct     20 55

<210>495 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>495 65
gtgacagctg tggctccctc     20 

ES 2 756 326 T3

 



194

<210>496 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>496 10
cgtgacagct gtggctccct     20 

<210>497 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>497 
ccgtgacagc tgtggctccc     20 

<210>498 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Sintético oligonucleótido 30

<400>498 
cccgtgacag ctgtggctcc     20 

<210>499 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>499 
ccccgtgaca gctgtggctc     20 

45
<210>500 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>500 
cccccgtgac agctgtggct     20 55

<210>501 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>501 65
acccccgtga cagctgtggc     20 
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<210>502 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>502 10
gacccccgtg acagctgtgg     20 

<210>
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>503 
ggacccccgt gacagctgtg 20 

<210>504 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético30

<400>504 
gggacccccg tgacagctgt     20 

<210>505 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>505 
gaaggtggat ccgtggcccg     20 

45
<210>506 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>506 
ggaaggtgga tccgtggccc     20 55

<210>507 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>507 65
gggaaggtgg atccgtggcc     20 
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<210>508 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>508 10
tgggaaggtg gatccgtggc     20

<220 509 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>509 
atgggaaggt ggatccgtgg     20 

<210>510 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 30

<400>510 
gatgggaagg tggatccgtg     20 

<210>511 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>511 
tagatgggaa ggtggatccg     20 

45
<210>512 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>512 
ctagatggga aggtggatcc     20 55

<210>513 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>513 65
tctagatggg aaggtggatc     20 
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<210>514 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>514 10
atctagatgg gaaggtggat     20 

<210>515 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>515 
ccatctagat gggaaggtgg     20 

<210>516 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>516 
gccatctaga tgggaaggtg     20 

<210>517 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>517 
ggccatctag atgggaaggt     20 

45
<210>518 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>518 
caccagcggg cactggccca     20 55

<210>519 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>519 65
ccaccagcgg gcactggccc     20 
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<210>520 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>520 10
cccaccagcg ggcactggcc     20 

<210>521 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>521 
ccccaccagc gggcactggc     20 

<210>522 
<21>20 25
<212>ADN 
<2 13> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>522 
ggccccacca gcgggcactg    20 

<210>523 35
<211>20 <
212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>523 
tggccccacc agcgggcact     20 

45
<210>524 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>524 
ctggccccac cagcgggcac     2055

<210>525 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>525 65
cctggcccca ccagcgggca     20 
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<210>526 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

< 220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>526 10
gcctggcccc accagcgggc     20 

<210>527 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>527 
gggcctggcc ccaccagcgg    20 

<210>528 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>528 
aggtggcggc ggtgcatggg     20 

<210>529 35
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>529 
caggtggcgg cggtgcatgg     20 

45
<210>530 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>530 
gcaggtggcg gcggtgcatg     20 55

<210>531 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>531 65
agcaggtggc ggcggtgcat     20 
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<210>532 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>532 10
cagcaggtgg cggcggtgca     20 

<210>533 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

< 220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>533 
gcagcaggtg gcggcggtgc     20 

<210>534 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>534 
agcagcaggt ggcggcggtg     20 

<210> 53535
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>535 
gagcagcagg tggcggcggt     20 

45
<210>536 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>536 
ggagcagcag gtggcggcgg     20 55

<210>537 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>537 65
gggagcagca ggtggcggcg     20 
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<210>538 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>538 10
agggagcagc aggtggcggc     20 

<210>539 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>539 
cagggagcag caggtggcgg     20 

<210>540 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>540 
gcagggagca gcaggtggcg     20 

<210>541 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial <

220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>541 
ggcagggagc agcaggtggc     20 

45
<210>542 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>542 
tggcagggag cagcaggtgg     20 55

<210>543 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>543 65
ctggcaggga gcagcaggtg     20 

ES 2 756 326 T3

 



202

<210>544 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>544 10
ccctggcagg gagcagcagg     20 

<210>545 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>545 
accctggcag ggagcagcag     20 

<210>546 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

< 400>546 
gaccctggca gggagcagca     20 

<210>547 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>547 
ggaccctggc agggagcagc    20 

45
<210>548 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>548 
ggcctaggga ccctggcagg     20 55

<210>549 
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>549 65
aggcctaggg accctggcag     20 
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<210>550 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>550 10
ccaggcctag ggaccctggc     20 

<210>5 51 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>551 
gccaggccta gggaccctgg     20 

<210>552 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 30

<400>552 
ggccaggcct agggaccctg     20 

<210>553 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>553 
aggccaggcc tagggaccct     20 

45
<210>554 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>554 
taggccaggc ctagggaccc     20 55

<210>555 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>555 65
ataggccagg cctagggacc     20 

ES 2 756 326 T3

 



204

<210>556 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>556 10
gataggccag gcctagggac    20 

<210>557 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>557 
cgataggcca ggcctaggga     20 

<210>558 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>558 
ccgataggcc aggcctaggg     20 

<210>559 35
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>559 
tccgataggc caggcctagg     20 

45
<210>560 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>560 
ctccgatagg ccaggcctag     20 55

<210>561 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>561 65
cctccgatag gccaggccta     20 

ES 2 756 326 T3

 



205

<210>562 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>562 10
gcctccgata ggccaggcct     20 

<210>563 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>563 
gcgcctccga taggccaggc     20 

<210>564 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>564 
aacaggagca gggaaagcgc     20 

<210>565 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>565 
gaacaggagc agggaaagcg    20 

45
<210>566 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>566 
cgaacaggag cagggaaagc     20 55

<210>567 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>567 65
gcgaacagga gcagggaaag     20 

ES 2 756 326 T3

 



206

<210>568 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>568 10
ggcgaacagg agcagggaaa     20 

<210> 569 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>569 
cggcgaacag gagcagggaa     20 

<210>570 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>570 
acggcgaaca ggagcaggga     20 

<210>571 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>571 
aacggcgaac aggagcaggg     20 

45
<210>572 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>572 
caacggcgaa caggagcagg     20 55

<210>573 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>573 65
gggcggcggc acgagacaga     20 

ES 2 756 326 T3

 



207

<210>574 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>574 10
agggcggcgg cacgagacag     20 

<210>575 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>575 
cagggcggcg gcacgagaca     20 

<210>576 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>576 
ccagggcggc ggcacgagac     20 

<210>577 35
<211>20 
<212>ADN <
213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>577
cccagggcgg cggcacgaga     20 

45
<210>578 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>578 
gcccagggcg gcggcacgag     20 55

<210>579 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>579 65
agcccagggc ggcggcacga    20 

ES 2 756 326 T3

 



208

<210>580 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>580 10
cagcccaggg cggcggcacg     20 

<210>581 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>581 
gcagcccagg gcggcggcac     20 

< 210>582 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>582 
ctgcggtgag ttggccggcg     20 

<210>583 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>583 
actgcggtga gttggccggc     20 

45
<210>584 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>584 
gactgcggtg agttggccgg    20 55

<210>585 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>585 65
agactgcggt gagttggccg     20 

ES 2 756 326 T3

 



209

<210>586 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>586 10
cagactgcgg tgagttggcc     20 

<210>587 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

20
<400>587 
ccagactgcg gtgagttggc     20 

<210>588 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>588 
gccagactgc ggtgagttgg     20 

<210>589 35
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>589 
cgccagactg cggtgagttg     20 

45
<210>590 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>590 
aagacagttc tagggttcag     2055

<210>591 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>591 65
gaagacagtt ctagggttca     20 

ES 2 756 326 T3

 



210

<210>592 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>592 10
cgaagacagt tctagggttc     20 

<210>593 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>593 
tcgaagacag ttctagggtt     20 

<210>594 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético30

<400>594 
gtcgaagaca gttctagggt     20 

<210>595 35
< 210> 20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>595 
agtcgaagac agttctaggg     20 

45
<210>596 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>596 
gagtcgaaga cagttctagg     20 55

<210>597 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>597 65
ggagtcgaag acagttctag     20 

ES 2 756 326 T3

 



211

<210>598 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>598 10
cggagtcgaa gacagttcta     20 

<210>599 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>599 
ccggagtcga agacagttct     20 

<210>600 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>600 
cccggagtcg aagacagttc     20 

<210>601 35
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia artificial

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>601 
ccccggagtc gaagacagtt     20 

45
<210>602 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>602 
gccccggagt cgaagacagt     20 55

<210>603 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>603 65
ggccccggag tcgaagacag     20 

ES 2 756 326 T3

 



212

< 210>604 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>604 10
gggccccgga gtcgaagaca     20 

<210>605 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>605 
aggcggtggg cgcggcttct     20 

<210>606 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>606 
caggcggtgg gcgcggcttc     20 

<210>607 35
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>607 
gcaggcggtg ggcgcggctt     20 

45
<210>608 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>608 
tggcaggcgg tgggcgcggc     20 55

<210>609 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223> Oligonucleótido sintético 

<400>609 65
actggcaggc ggtgggcgcg     20 

ES 2 756 326 T3

 



213

<210>610 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>610 10
gaactggcag gcggtgggcg     20 

<210>611
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>611 
tgaactggca ggcggtgggc     20 

<210>612 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>612 
tgtgaactgg caggcggtgg     20 

<210>613 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>613 
tggagctggg cggagaccca     20 

45
<210>614 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>614 
actggagctg ggcggagacc      20 55

<210>615 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>615 65
gactggagct gggcggagac     20 

ES 2 756 326 T3

 



214

<210>616 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>616 10
aggactggag ctgggcggag     20

< 210>617 
<21 1>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>617 
acaggactgg agctgggcgg     20 

<210>618 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>618 
cacaggactg gagctgggcg     20 

<210>619 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>619 
tcacaggact ggagctgggc     20 

45
<210>620 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>620 
gcctcagcct ggccgaaaga     20 55

<210>621 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>621 65
ggcctcagcc tggccgaaag     20 

ES 2 756 326 T3

 



215

<210>622 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>622 10
tggtggagcc aagccctccc     20 

<210>623 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>623 
gggcaccctc agagcctgaa     20 

<210>624 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>624 
accccactgc aagaagtcgg     20 

<210>625 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>625 
gccccaggat gggaggatct     20 

45
<210>626 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>626 
cataggacag agaaatgttg     20 55

<210>627 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>627 65
tgctgacctt actctgcccc     20 

ES 2 756 326 T3

 



216

<210>628 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>628 10
taagccatgg ctctgagtca     20 

<210>629 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>629 
agagaggcca tgggaggctg     20 

<210>630 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>630 
ctggccctcc tggcttgccc     20 

<210>631 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>631 
agctgcccca tgctggccct     20 

45
<210>632 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>632 
gcccctggca gctgccccat     20 55

<210>633 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>633 65
ctgtcggctg cgcccctggc     20 

ES 2 756 326 T3

 



217

<210>634 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220><
223>Oligonucleótido sintético 

<400>634 10
cgccgaacac ctgcctgtcg     20 

<210>635 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>635 
cctcccagtg cctgggcacc     20 

<210>636 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>636 
gcgcctgtct gcaaagctgg     20 

<210>637 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>637 
cccaaagttg tccctcctgg     20 

45
<210>638 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>638 
acacccagaa gaacccaaag     20 55

210>639 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>639 65
ctgacccaca cggctcatag     20 

ES 2 756 326 T3

 



218

<210>640 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>640 10
tggccccagg ccctggaaag     20 

<210>641 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>641 
gacaaggcag ctggcagaag     20 

<210>642 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>642 
aagaaaccag tgaccagtga     20 

<210> 643 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>643 
ctgtgaaatg ggaggaggag     20 

45
<210>644 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>644 
gaaggttttt ccagaggctg     20 55

<210>645 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>645 65
ggccaggaga gtcattaggg     20 

ES 2 756 326 T3

 



219

<210>646 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>646 10
ccacaaaagg agtgctcctc     20 

<210>647 
<211>20 
<212>ADN 15
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>647 
ccttttaagg cagcaggaac     20 

<210>648 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>648 
ctaggactgt ctgcttccca     20 

<210>649 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>649 
gtcattcatc aatttctaag     20 

45
<210>650 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>650 
ggaggagctg cagccggaga     20 55

<210>651 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>651 65
gcacccggag gagctgcagc     20 

ES 2 756 326 T3

 



220

<210>652 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>652 10
gcacgacacc tgcagggcac     20 

<210>65 
<210>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>653 
agctcaccag gtagttctca     20 

<210>654 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>654 
gcttcctctc cccacctcct     20 

<210>655 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>655 
gcagcacccc caatcctaga     20 

45
<210>656 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>656 
gcccctcatc cacctgacac     20 55

<210>657 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>657 65
ttccaggtaa gagacccccc     20 

ES 2 756 326 T3

 



221

<210>658 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>658 10
agaataggtc ccagacactc     20 

<210>659 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>659 
ctccccctga gatgttctgg     20 

<210>660 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>660 
ccccagccca gagataacca     20 

<210>661 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>661 
cctgatccat cacggatggc     20 

45
< 210>662 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>662 
tactccatga ccaggtactg     20 55

<210>663 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>663 65
gctctgacct tccaagaacc     20 

ES 2 756 326 T3

 



222

<210>664 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>664 10
ctcccttctg tggtcccacc     20 

<210>665 
< 211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>665 
gtcgggtttg atgtccctgc     20 

<210>666 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>666 
agggcactgg ctcaccgttc     20 

<210>667 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>667 
gggccctcct tccaaccact     20 

45
<210>668 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>668 
gcccacccct ctgggcccac     20 55

<210>669 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>669 65
aggagcagag cgaggcttgg     20 
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<210>670 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>670 10
caccttgtag tggacgatct     20 

<210>671 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>671 
ctaccccgcc cccgctcacc     20 

<210>672 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>672 
ctaggtcact gctgggtcct     20 

<210>673 35
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>673 
ctcagatagc tccccactcc     20 

45
<210>674 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>674 
aattctctaa ttctctagac     20 55

<210>675 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>675 65
tacctgaggg ccatgcagga     20 
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<210>676 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>676 10
gttccaagac tgatcctgca     20 

<210>677 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>677 
aggagggcgg tggcgcggcg     20 

<210>678 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>678 
tgacagctgg aaggagaaga     20 

<210>679 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>679 
catgggaagg tggatccgtg     20 

45
<210>680 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>680 
ggaggttatc tagggagatc     20 55

<210>681 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>681 65
gaagggacag gtgacccgat     20 
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<210>682 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>682 10
cgtaccctgg cagggagcag     20 

< 210>683 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>683 
ggactcgccc cgcctacgcc     20 

<210>684 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>684 
ctcctgggac tcgccccgcc     20 

<210>685 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>685 
gctcctggga ctcgccccgc     20 

45
<210>686 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>686 
attggctcct gggactcgcc     20 55

<210>687 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>687 65
gattggctcc tgggactcgc     20 
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<210>688 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400>688 10
gcctctgatt ggctcctggg     20 

<210>689 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>689 
gcatgggcct ctgattggct     20 

<210>690 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>690 
cacccggcat gggcctctga     20 

<210>691 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>691 
gccaggccta gggacctgcg     20 

45
<210>692 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético

<400>692 
ttcctccccc aaccctgatt     20 55

<210>693 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>693 65
aagtttgcag caacttttct     20 
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<210>694 
<211>20 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>694 10
gcccctcgga attcccggct     20 

<210>695 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>695 
catctcggcc tgcgctccgc     20 

<210>696 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>696 
gcaggccccc acattcccca     20 

<210>697 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>697 
cttctgcacg cctccgtctc     20 

45
<210>698 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>698 
tggcccacag ccacggccgg     20 55

<210>699 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>699 65
ggcctggccc caccagcggg     20 
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<210>700 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>700 10
cctggcaggg agcagcaggt     20 

<210>701 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>701 
cagccgcact tcggctgaca     20 

<210>702 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>702 
gcctgggtcc agcaccagct     20 

<210>703 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>703 
gtcccaggaa gcctgggtcc     20 

45
<210>704 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223> Oligonucleótido sintético

<400>704 
cgttagcagg tccccgccca     20 55

<210>705 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>705 65
gtctatggcc atgacaatct     20 
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<210>706 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>706 10
gtagcccagc cggtgcacgg     20 

<210>707 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>707
gggtgcccac agccaccagc     20 

<210>708 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>708 
tggcccgtag ctgcctgccc     20 

<210>709 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>709 
ggaaatcacc tgccccacct     20 

45
<210>710 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>710 
ggatgtttct ggaaatcacc     20 55

<210>711 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>711 65
gtggcaccct cgaagtctgg     20 
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<210>712 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>712 10
ccccgctcac catggcagtg     20 

<210>713 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>713 
ggtccgggac ctgattgtct     20 

<210>714 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>714 
gctgcatgtc tgcccgtccc     20 

<210>715 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>715 
ggccccagaa ccctagctgc 20 

45
<210>716 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>716 
tcacagggcc tggctgcccc     20 55

<210>717 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>717 65
ggctgacatg ttgggcaggc     20 
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<210>718 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>718 10
tgtccaggcc ccagaaccct     20 

<210>719 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>719 
ggccaggcct agggatctgc     20 

<210>720 
<211>20 25
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>720 
cgcctcggat aggccaggcc     20 

<210>721 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético

<400>721 
ggcttggagt cttagggttc     20

45
<210>722 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>722 
tccccggccg ccaggtggca     20 55

<210>723 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
223>Oligonucleótido sintético 

<400>723 65
ggtgctgggc acgagccctg     20 
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<210>724 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>724 10
gcccagctgc tgcagcagcg     20 

<210>725 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>725 
ccgtgtgtgc tggcagaggt     20 

<210>726
<211>2025
<212>ADN 
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>726 
ataaataccg aggaatgtcg     20 

<210>727 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>727 
gggacagaca ataaataccg

45
<210>728 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>728 
gtgcagccca gtgtggcggc     20 55

<210>729 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>729 65
cctggagaag ttctggttgg     20 
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<210>730 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>730 10
ggtgacccga tcggagccca     20 

<210>731 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>731 
agctggagag agaagggaca     20 

<210>732 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>732 
gtgagggact cgcctgcggc     20 

<210>733 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>733 
gcggctgcgg tgccccagcc     20 

45
<210>734 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>734 
gggccatcta gctggagaga     20 55

<210>735 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>735 65
ccccactgca agaagtcggc     20 
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<210>736 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>736 10
ttgagccctt ttaaggcagc     20 

<210>737 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>737 
tgaccaggta ctgggagcgg     20 

< 210>738 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>738 
cctggagctg gatcagtccc     20 

<210>739 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>739 
acatgggaag gtggatccgt     20 

45
<210>740 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>740 
gtgggacata ccctggcagg     20 55

<210>741 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>741 65
gccaggccta gggatctgca     20 
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<210>742 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>742 10
ggaagcacga cacctcgcct     20 

<210>743 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>743 
cctcaccatt ccatcaggct     20

<210>744 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>744 
cggcagcgac aagtgttccc     20 

< 210>745 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>745
gtctctgaag gccatgcagc     20 

45
<210>746 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>746 
cagccacttg atccggtggg     20 55

<210>747 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>747 65
cttcagccac aggtcggcct     20 
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<210>748 
< 211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>748 10
gttggctgga gaagttctgg     20 

<210>749 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>749 
ccccgtgatg gctgcggctc     20 

<210>750 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>750 
aggccaggcc tagggatcct     20 

<210>751 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>751 
ggcgcggtgc cccagcctgg     20 

45
<210>752 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>752 
gtcctggccc caccagcggg     20 55

<210>753 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>753 65
ccaggcctac gaatcctggc     20 
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< 210>754 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>754 10
gcgcctcgga tagccaggcc     20 

<210>755 
<211>20 
<212>ADN15
<213>Secuencia artificial

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>755 
cccagtgtgg cgcagcagcc     20 

<210>756 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>756 
gtgtttcatc ttcaccaccg     20 

<210>757 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>757 
aggtcagcct cttcagccac     20 

45
<210>758 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>758 
ggccatatgg gaaggtggat     20 55

<210>759 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>759 65
ggaggatttg gcgagaagca     20 
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<210>760 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>760 10
cgaagtctgc cccacctcga     20 

< 210>761 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>761 
gtggcaccct cgaagtctgc     20 

<210>762 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223> Oligonucleótido sintético30

<400>762 
gggtccattg taaggaagct     20 

<210>763 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>763 
ggtgcccaca gccaccaggg     20 

45
<210>764 
<211>20 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>764
tccatggcag tgagccggtc     20 55

<210>765 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>765 65
gggaccactt gatccggtgg     20 
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<210>766 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>766 10
ggatcagagt tgggaccact     20 

<210>767 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>767 
ccccgtgatg gctgcggttc     20 

<210>768 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>768 
gtgtgtcctc ataccccgcc     20 

<210>769 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>769 
gcaccctcga agtctcgacc     20 

45
<210>770 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>770 
gctctgaagg ccatgcagca     20 55

<210>771 
<211>25 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Cebador 

<400>771 65
gacatatgcc aagattgtgc actac     25 
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<210>772 
<211>21 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Cebador

<400>772 10
cacgaatgag gtcctgagct t     21 

<210>773 
<211>22 
<212>ADN15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador

20
<400>773 
aacacttgtc gctgccgctg gc     22 

<210>774 
< 211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>774 
agcgaggctt cacttggcgc     20 

<210>775 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>775 
gggaagcgag gcttcacttg     20 

45
<210>776 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Sintético oligonucleótido 

<400>776 
gcggtcagcg atcccagggt     20 55

<210>777 
<211>20 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>777 65
gggtgccagc gcggtgatct     20 
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<210>778 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>77810
tgttacaaag aaagtgactg     20 

<210>779 
<211>20 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>779 
cgatggcagc aacggaagtt     20 

<210>780 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético30

<400>780 
gtcagtttac gatggcagca     20 

<210>781 35
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>781 
cagggctttg tttcgaaaaa     20 

45
<210>782 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>782 
ccattttctt ccacagggct     20 55

<210>783 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>783 65
atgcttcttc aagttttcca     20 
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<210>784 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>784 10
cagaatgact ttaatgcttc     20 

<210>785 
<211>21 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador

20
<400>785 
ccaccgcaaa tgcttctaga c     21

<210>786 
<211>20 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Cebador30

<400>786 
cccccccatt gagaagattc     20 

<210>787 35
<211>24 
<212>ADN 
<213>Artificial Secuencia 

<220>40
<223>Cebador

<400>787 
ctccacctcc agcacgcgac ttct     24 

45
<210>788 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>788 
gcggtcagcg atcccagggt     2055

<210>789 
<211>25 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>789 65
agcagcagca gcagcagcag cagca     25 

ES 2 756 326 T3

 



243

<210>790 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>790 10
agcagcagca gcagcagcag     20 

<210>791 
<211>15 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>791 
gcagcagcag cagca     15 

<210>792
25

<400>792 

000 

<210>793 30
< 211>2611 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 

<400>793 35

40

45

50

55

60

65
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210>794 
<211>988 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 55

<220>
<221>misc_feature 
<222>531, 942 
<223>n = A, T, Co G 60

<400>794 

65
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5

10

15

20

<210>795 
<211>649 25
<212>ADN
<213>Mus musculus 

<400>795 
30

35

40

<210>796 45
<211>527 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 

<400>796 50

55

60

<210>797 
<211>567 65
<212>ADN 
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<213>Mus musculus 

<400>797 

5

10

15

<210>798 
<211>2474 20
<212>ADN 
<213>Mus musculus 

<400>798 
25

30

35

40

45

50

55

60

65
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

<210>799 
<211>2135 
<212>ADN 
<213>Mus musculus 55

<400>799 

60

65
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5

10

15

20

25

30

35

40

<210>800 
<211>2873 
<212>ADN 45
<213>Homo sapiens 

<400>800 

50

55

60

65
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5

10

15

20

25

30

35

40

<210>801 45
<211>1509 
<212>ADN 
<21 3>Homo sapiens 

<400>801 50

55

60

65
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5

10

15

20

25

30

210>802 35
<211>19 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>802 
gcagcagcag cagcagcag     19 

45
<210>803 
<211>19 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>803 
gcagcagcag cagcagcag     19 55

<210>804 
<211>20 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>804 65
agcagcagca gcagcagcag     20 
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<210>805 
<211>18 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>805 10
gcagcagcag cagcagca     18 

<210>806 
<211>19 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>806 
agcagcagcagcag gcagcagca     19 

<210>807 
<211>16 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>807 
agcagcagca gcagca     16 

<210>808 35
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>808 
ctcccgacaa gctcca     16 

45
<210>809 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>809
tcccgacaag ctcc     14 55

<210>810 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>810 65
gcttgcacgt gtggct     16 
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<210>811 
<211>14 
< 212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>811 10
cttgcacgtg tggc    14 

<210>812 
<211>16 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>812 
ggttgtgaac tggcag     16 

<210>813 
<211>14 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>813 
gttgtgaact ggca     14 

<210>814 35
<211>16 
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<40 0>814 
gagcggttgt gaactg     16 

45
<210>815 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>815 
agcggttgtg aact     14 55

<210>816 
<211>16
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>816 65
gctgccttcc caggcc     16 
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<210>817 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>817 10
ctgccttccc aggc    14 

<210>818 
<211>16 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220 
223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>818 
gcactttacg aaccaa     16 

<210>819 
<211>14 25
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 30

<400>819 
cactttgcga acca     14 

<210>820 35
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>40
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>820 
gaaagctttg cacttt     16 

45
<210>821 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

50
< 220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>821 
aaagctttgc actt     14 55

<210>822 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 60

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>822 65
cggaggacga ggtcaa     16 
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<210>823 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 5

<220>
< 223>Oligonucleótido sintético 

<400>823 10
ggaggacgag gtca     14 

<210>824 
<211>16 
<212>ADN 15
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

20
<400>824 agcctgtcag cgagtc     16 

<210>825 
<211>14 
<212>ADN 25
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

30
<400>825 
gcctgtcagc gagt     14 

<210>826 
<211>16 35
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 40

<400>826 
tcctgtagcc tgtcag     16 

<210>827 45
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>50
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>827 
cctgtagcct gtca    14 

55
<210>828 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

60
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>828 
gaagcgaggc ttcact     16 65
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<210>829 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

5
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

< 400>829 
aagcgaggct tcac     14 10

<210>830 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 15

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>830 20
acctgcccgt ctggca     16 

<210>831 
<211>14 
<212>ADN 25
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

30
<400>831 
cctgcccgtc tggc     14 

<210>832 
<211>16 35
<212>ADN 
< 213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 40

<400>832 
ggtcagcgat cccagg     16 

<210>833 45
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

<220>50
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>833 
gtcagcgatc ccagg     14 

55
<210>834 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

60
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>834 
attttcttcc acaggg     16 65
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<210>835 
<211>14 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 

5
<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>835 
ttttcttcca cagg    14 10

<210>836 
<211>16 
<212>ADN 
<213> Secuencia artificial 15

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

<400>836 20
gaatgacttt aatgct    16 

<210>837 
<211>14 
<212>ADN 25
<213> Secuencia artificial 

<220>
<223>Oligonucleótido sintético 

30
<400>837
aatgacttta atgc     14 
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un oligonucleótido antisentido modificado que consta de 10 a 30 nucleósidos unidos 
complementarios a un no de repetición repetida de un ARN DMPK que contiene repetición CUG expandida para usar 5
en un método de tratamiento de un animal que tiene distrofia miotónica tipo 1, en donde el oligonucleótido 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 
según la totalidad de dicho oligonucleótido, en donde el oligonucleótido antisentido modificado, cuando se une al ARN 
DMPK que contiene repetición CUG expandido, activa una ribonucleasa nuclear.

10
2. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 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 
miotonía en cualquiera de los músculos cuádriceps, el músculo gastrocnemio o el músculo tibial anterior.

15
4. El compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la secuencia de 
nucleobase del oligonucleótido modificado es 100% complementaria a la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

5. El compuesto para usar de acuerdo a la reivindicación 4, en donde el oligonucleótido modificado es un 
oligonucleótido monocatenario, en donde opcionalmente el oligonucleótido modificado monocatenario es un 20
separador. 

6. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 5, en donde al menos un enlace internucleosídico del 
oligonucleótido modificado es un enlace internucleosídico modificado, en donde opcionalmente cada enlace 
internucleósido del oligonucleótido modificado es un enlace internucleósido modificado. 25

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde el enlace internucleosídico modificado es un 
enlace internucleósido de fosforotioato. 

8. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 7, en donde al menos un enlace internucleosídico del 30
oligonucleótido modificado es un enlace internucleosídico de fosforotioato y al menos un enlace internucleósido del 
oligonucleótido modificado es un enlace internucleósido fosfodiéster. 

9. El compuesto para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde al menos un nucleósido 
del oligonucleótido modificado comprende un azúcar modificado, en donde opcionalmente al menos un azúcar 35
modificado es un azúcar bicíclico. 

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 9, en donde el azúcar bicíclico comprende un puente 
químico entre las posiciones 4’ y 2' del azúcar, en donde el puente químico se selecciona entre: 4’-(CH2)-O-2’; 4’-
(CH2)-S-2'; 4’-(CH2)2-O-2'; 4’-CH(CH3)-O-2', 4’-CH(CH2OCH3)-O-2', 4’-(CH3) (CH3)-O-2', 4’-H2-N(OCH3)-2’, 4’-CH2-O-40
N(CH3)-2', 4’-CH2-N(R)-O-2’, en donde R es H, C1-C12 alquilo, o un grupo protector, 4’-CH2

-(H)(CH3)-2', 4’-y CH2-C(=
CH2)-2'. 

11. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicación 9, en donde el azúcar modificado comprende un grupo 2’-
O-metoxietilo.45

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

50
13. El compuesto para uso de acuerdo con cualquier reivindicación precedente en donde el compuesto es un 
compuesto antisentido conjugado. 

14. Una composición 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 miotónica de tipo 1.55
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