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DESCRIPCION
Modulacién de la expresiéon de TMPRSS6
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a métodos, compuestos y composiciones para modular la expresion TMPRSS6
para el propdsito de reducir la acumulaciéon de hierro en un animal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI mantenimiento del equilibrio de hierro en los seres humanos es delicado debido a la capacidad limitada de
la fisiologia humana para la absorcion y excrecion de hierro (Finch, CA y Huebers, HN Engl. J. Med. 1982. 306: 1520-
1528). La deficiencia de hierro es un trastorno generalizado y es el resultado de cualquier condicién en donde la
ingesta de hierro en la dieta no satisfaga las demandas del cuerpo. A menudo, la pérdida de sangre patoldgica
contribuye al equilibrio negativo de hierro. La sobrecarga de hierro también es una condicion comun, y puede resultado
de una causa genética, p. gj., mutaciones de diferentes genes del metabolismo del hierro (Camaschella, C. Blood.
2005. 106: 3710-3717). La hormona peptidica hepatica, la hepcidina, juega un papel clave en el metabolismo del hierro
del cuerpo, ya que controla la absorcion y el reciclaje del hierro (Ganz, T. A-M. Soc. Hematol. Educ. Program 2006.
507: 29-35; Kemna, EH et al., Clin. Chem. 2007. 53: 620-628). Varias proteinas, incluyendo HFE (proteina de
hemocromatosis) (Ahmad, KA et al., Blood Cells Mol Dis. 2002. 29: 361), receptor de transferrina 2 (Kawabata, H. et
al., Blood 2005. 105: 376), y La hemojuvelina (Papanikolaou, G. et al., Nat. Genet. 2004. 36: 77) también regulan los
niveles de hierro del cuerpo.

[0003] La proteasa transmembrana, la serina 6 (TMPRSS6) es una serina proteasa transmembrana de tipo Il y se
expresa principalmente en el higado (Velasco, G. y col., J. Biol. Chem. 2002. 277: 37637-37646). Las mutaciones en
TMPRSS6 se han implicado en la anemia por deficiencia de hierro (Finberg, KE et al., Nat. Genet. 2008. 40: 569-571),
donde se encontré que el nivel de hepcidina era inusualmente elevado. Un estudio de una poblacion humana con
anemia microcitica encontré6 que las mutaciones de pérdida de funcién en el gen TMPRSS6 conducen a la
sobreproduccion de hepcidina, lo que, a su vez, conduce a una absorcion y utilizacién defectuosas del hierro (Melis,
MA et al., Hematologica 2008. 93: 1473-1479). TMPRSS6 participa en una via de sefalizacion transmembrana
desencadenada por deficiencia de hierro y suprime diversas vias de activacion de Hamp, el gen que codifica la
hepcidina (Du, X. et al., Science 2008. 320: 1088-1092). La pérdida heterocigoética de TMPRSS6 en ratones HFE -/-
reduce la sobrecarga de hierro sistémica, mientras que la pérdida homocigética de TMPRSS6 en ratones HFE -/- causa
deficiencia de hierro sistémica y una elevada expresion hepatica de hepcidina (Finberg, KE et al., Blood 2011. 117:
4590 - 4599).

[0004] Un ejemplo de un trastorno de la sobrecarga de hierro es la hemocromatosis. La hemocromatosis (p. €j.,
hemocromatosis tipo 1 0 hemocromatosis hereditaria) es un trastorno que produce una absorcion intestinal excesiva
de hierro en la dieta del tracto gastrointestinal (Allen, KJ et al., N. Engl. J. Med. 2008. 358: 221-230). Esto da como
resultado un aumento patolégico en las reservas totales de hierro en el cuerpo. El exceso de hierro se acumula en los
tejidos y organos, particularmente el higado, las glandulas suprarrenales, el corazoén, la piel, las gonadas, las
articulaciones y el pancreas, e interrumpe su funcién normal. Complicaciones secundarias, como cirrosis (Ramm, GA
y Ruddell, RG Semin. Liver Dis. 2010. 30: 271-287), poliartropatia (Carroll, GJ et al., Arthritis Rheum. 2011. 63: 286-
294), suprarrenal insuficiencia, insuficiencia cardiaca y diabetes (Huang, J. et al., Diabetes 2011. 60: 80-87) son
comunes. Otro ejemplo de un trastorno por sobrecarga de hierro es la B-talasemia, donde los pacientes pueden
desarrollar una sobrecarga de hierro causada por eritropoyesis o transfusiones ineficaces para tratar la 3-talasemia.

[0005] Maxson y col. (Journal of Biological Chemistry, 2010, 285 (50), paginas 39021-39028) describe moléculas de
ARNip que se dirigen al gen TMPRSS6.

[0006] Sisay et al. (Journal of Medicinal Chemistry, 2010, 53 (15), paginas 5523-5535) describe la identificacion de los
primeros inhibidores de bajo peso molecular de Matriptasa-2 (TMPRSS6).

[0007] Finberg y col. (Blood, 2010,116 (21), pagina 75, de la 522 Reunién Anual de la American Society of Hematology)

ensefia que TMPRSS6 es necesario para la supresion de hepcidina y la carga de hierro en un modelo de raton de
beta talasemia.

[0008] Ramsay y col. (Haematologica, 2009, 94 (6), paginas 840-849) describe la relevancia de Matriptasa-2
(TMPRSS6) en el metabolismo del hierro.

[0009] El documento WO 2011/085271 describe métodos, compuestos y composiciones para reducir la expresion de
un ARNm y proteina ANGPTL3 en un animal.

[0010] El documento WO 2012/135246 ensefia composiciones de acido ribonucleico de doble cadena (ARNdSs)
dirigidas al gen TMPRSS6, y métodos para usar tales composiciones de ARNds para inhibir la expresién de TMPRSS6.
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[0011] Hay un momento, la falta de opciones aceptables para el tratamiento de trastornos de sobrecarga de hierro.
Por lo tanto, es un objeto en el presente documento identificar compuestos y métodos para el tratamiento de tales
enfermedades y trastornos. Esta invencion se refiere al descubrimiento de nuevos inhibidores altamente potentes de
la expresion del gen TMPRSS6.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0012] La invencidn proporciona un compuesto antisentido que comprende un oligonucledtido modificado que consiste
de 12-30 nucleosidos enlazados, en donde el oligonucleotido modificado tiene una secuencia de nucleobase que es
al menos 95% complementaria a un acido nucleico TMPRSS6, y en donde el compuesto disminuye la expresion de
TMPRSSS6, para usar en el tratamiento de la talasemia en un sujeto.

[0013] Otras caracteristicas de la invencion se exponen en las reivindicaciones.

[0014] También se describen en este documento métodos para modular los niveles de ARNm y/o proteina TMPRSS6
en un animal. Aqui se describen métodos, compuestos y composiciones para reducir los niveles de TMPRSS6. En
ciertas realizaciones, la disminucién de TMPRSS6 da como resultado un aumento en los niveles de expresion de
hepcidina. En ciertas realizaciones, la disminucion de TMPRSS6 da como resultado una disminucion en el porcentaje
de saturacion de transferrina. En ciertas realizaciones, la disminucién de TMPRSS6 da como resultado una reduccion
de la acumulaciéon de hierro. En ciertas realizaciones, tales resultados se efectian administrando un inhibidor de
TMPRSS6. En ciertas realizaciones, se administra una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de
TMPRSS6 a un animal. En realizaciones adicionales, la administracion de la cantidad terapéuticamente efectiva del
inhibidor TMPRSS6 también aumenta los niveles de expresion de hepcidina. En realizaciones adicionales, la
administracion de la cantidad terapéuticamente efectiva del inhibidor TMPRSS6 también disminuye el porcentaje de
saturacion de la molécula de transferrina en el animal.

[0015] En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, mejorar y/o reducir
un sintoma, de una enfermedad, trastorno y/o afeccién asociada con el exceso de acumulacion de hierro en un animal.
Los métodos comprenden administrar al animal una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de TMPRSS6,
en donde la enfermedad, trastorno y/o afeccién asociada con la acumulacion excesiva de hierro se trata, previene, el
inicio se retrasa, el sintoma mejora y/o reduce.

[0016] En ciertas realizaciones, se describen métodos para la identificacion de un animal en riesgo de una enfermedad,
trastorno y/o condicién o que tiene una enfermedad, trastorno y/o afeccion que esta asociada con la acumulacion de
exceso de hierro. En realizaciones adicionales, los métodos incluyen administrar al animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de un inhibidor de TMPRSSB6, tratando asi al animal.

[0017] En ciertas realizaciones, describe en el presente documento es el uso de un inhibidor de TMPRSS6 para la
preparacion de un medicamento.

[0018] En ciertas realizaciones, descritas en este documento es el uso de un inhibidor de TMPRSS6 como un
medicamento para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, y/o reducir los sintomas de una enfermedad, trastorno y/o
afeccion asociada con el exceso de acumulaciéon de hierro en un animal administrando al animal una cantidad
terapéuticamente efectiva del inhibidor TMPRSS6.

[0019] En ciertas realizaciones, describe en el presente documento es el uso de un compuesto antisentido TMPRSS6
como un inhibidor de TMPRSS6.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0020] Ha de entenderse que tanto la anterior descripcion general y la siguiente descripcion detallada son a modo de
ejemplo y sélo explicativas y no son restrictivas de la invencion, segun se reivindica. Aqui, el uso del singular incluye
el plural a menos que se indique especificamente lo contrario. Como se usa en este documento, el uso de “0” significa
"y/o" a menos que se indique lo contrario. Ademas, el uso del término "incluido", asi como otras formas, como "incluye"
e "incluido", no es limitante. Ademas, términos como "elemento" o "componente" abarcan tanto elementos como
componentes que comprenden una unidad y elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a
menos que se indique especificamente lo contrario.

[0021] Los encabezados de seccidon usados en este documento son sélo para fines de organizaciéon y no deben
considerarse como limitativos de la materia diana descrita.

Definiciones

[0022] A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los
procedimientos y técnicas de, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica descritas
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en el presente documento son los bien conocidos y cominmente utilizados en la técnica. Se pueden usar técnicas
estandar para la sintesis quimica y el analisis quimico.

[0023] A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos tienen los siguientes significados:
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"2'-O-metoxietilo" (también de 2'-MOE y 2'-O(CH.).-OCH?s) se refiere a una modificacion con O-metoxi-etilo
de la posiciéon 2’ de un anillo de furosilo. Un aztcar modificado con 2'-O-metoxietilo es un azdcar modificado.
"Nucledtido de 2'-O-metoxietilo” significa un nucleétido que comprende un resto de aztcar modificado con 2'-
O-metoxietilo.

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

"Acerca de" significa dentro del + 10% de un valor. Por ejemplo, si se indica, "un marcador puede
incrementarse en aproximadamente un 50%", se implica que el marcador puede incrementarse entre 45% -
55%.

"Agente farmacéutico activo" o "agente farmacéutico" significa la sustancia o sustancias en una composicion
farmacéutica que proporcionan un beneficio terapéutico cuando se administran a un individuo. Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, un oligonucledtido antisentido dirigido a TMPRSS6 es un agente farmacéutico activo.
"Region diana activa" o "region diana" significa una region a la que se dirige uno o mas compuestos
antisentido activos.

"Compuestos antisentido activos" se refiere a los compuestos antisentido que reducen los niveles de acido
nucleico o los niveles de proteina objetivo.

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

"Administrar" significa proporcionar un agente farmacéutico a un individuo e incluye, entre otros, la
administracion por un profesional médico y la autoadministracion.

"Agente" significa una sustancia activa que puede proporcionar un beneficio terapéutico cuando se administra
a un animal.

"Primer agente" significa un compuesto terapéutico como se describe en el presente documento. Por ejemplo,
un primer agente es un oligonucleétido antisentido dirigido a TMPRSS6.

"Segundo agente" significa un segundo compuesto terapéutico descrito aqui. Por ejemplo, un segundo agente
puede ser un segundo oligonucledtido antisentido dirigido a TMPRSS6 o un objetivo no TMPRSS6.
Alternativamente, un segundo agente puede ser un compuesto distinto de un oligonucleétido antisentido.
"Mejoria" se refiere a una disminucion de al menos un indicador, marcador, signo o sintoma de una
enfermedad, trastorno y/o afeccidon asociada. En ciertas realizaciones, la mejora incluye un retraso o
desaceleracion en la progresion de uno o mas indicadores de una afeccion, trastorno y/o enfermedad. La
gravedad de los indicadores puede determinarse mediante medidas subjetivas u objetivas, que son conocidas
por los expertos en la materia.

"Anemia" es una enfermedad caracterizada por un nimero menor de lo normal de glébulos rojos (eritrocitos)
en la sangre, generalmente medido por una disminucion en la cantidad de hemoglobina. La causa de la
anemia puede incluir inflamacion crénica, enfermedad renal crénica, tratamiento de didlisis renal, trastornos
genéticos, infeccidon crénica, infeccion aguda, cancer y tratamientos contra el cancer. La alteracién de la
homeostasis y/o la eritropoyesis de hierro en estas enfermedades, trastornos y/o afecciones también pueden
provocar una disminucién de la produccion de eritrocitos. Los signos clinicos de anemia incluyen niveles bajos
de hierro en suero (hipoferremia), niveles bajos de hemoglobina, niveles bajos de hematocrito, disminucion
de gldbulos rojos, disminucion de reticulocitos, aumento del receptor de transferrina soluble y eritropoyesis
restringida por hierro. Los ejemplos de anemia incluyen talasemias (es decir, o-talasemia, 3-talasemia (leve,
intermedia y mayor) y &-talasemia), anemia falciforme, anemia aplasica, anemia de Fanconi, anemia de
Diamond Blackfan, sindrome de Shwachman Diamond, trastornos de la membrana de los glébulos rojos,
deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, telangiectasia hemorragica hereditaria, anemia hemolitica,
anemia de enfermedades cronicas y similares.

"Animal" se refiere a un animal humano o no humano, incluidos, entre otros, ratones, ratas, conejos, perros,
gatos, cerdos y primates no humanos, incluidos, entre otros, monos y chimpancés.

"Anticuerpo” se refiere a una molécula caracterizada por reaccionar especificamente con un antigeno de
alguna manera, donde el anticuerpo y el antigeno se definen cada uno en términos del otro. El anticuerpo
puede referirse a una molécula de anticuerpo completa o cualquier fragmento o regién de la misma, como la
cadena pesada, la cadena ligera, la region Fab y la region Fc.

"Actividad antisentido" significa cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridacion de un
compuesto antisentido a su acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, la actividad antisentido es una
disminucion en la cantidad o expresion de un acido nucleico o proteina diana codificado por dicho acido
nucleico diana.

"Compuesto antisentido" significa un compuesto oligomérico que es capaz de experimentar hibridaciéon con
un acido nucleico diana a través de enlaces de hidroégeno.
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"Inhibicion antisentido” significa la reduccion de los niveles de acido nucleico diana o los niveles de proteina
diana en presencia de un compuesto antisentido complementario a un acido nucleico diana en comparaciéon
con los niveles de acido nucleico diana o los niveles de proteina diana en ausencia del compuesto antisentido.
“Oligonucledtido antisentido” significa un oligonucleétido monocatenario que tiene una secuencia de
nucleobase que permite la hibridacion a una regién o segmento correspondiente de un acido nucleico diana.
"Azucar biciclico" significa un anillo de furosilo modificado por el puente de dos atomos del anillo no geminal.
Un azucar biciclico es un azicar modificado.

"Acido nucleico biciclico" o "BNA" se refiere a un nucleésido o nucleétido en donde la porcién de furanosa del
nucledsido o nucledtido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo de furanosa,
formando asi un sistema de anillo biciclico.

La "transfusion de sangre" se refiere al proceso de recibir productos sanguineos en la circulacion intravenosa.
Las transfusiones se usan en una variedad de enfermedades, trastornos y/o afecciones médicas para
reemplazar los componentes sanguineos perdidos.

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

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

"Compuesto antisentido quimérico" significa un compuesto antisentido que tiene al menos dos regiones
quimicamente distintas.

"Administracion conjunta"” significa la administracion de dos o0 mas agentes farmacéuticos a un individuo. Los
dos o mas agentes farmacéuticos pueden estar en una Unica composicion farmacéutica, o pueden estar en
composiciones farmacéuticas separadas. Cada uno de los dos o mas agentes farmacéuticos puede
administrarse a través de la misma o diferentes vias de administracion. La coadministracion abarca la
administracion concomitante, paralela o secuencial.

"Complementariedad" significa la capacidad de emparejamiento entre nucleobases de un primer acido
nucleico y un segundo acido nucleico.

"Nucleobases contiguas" significa nucleobases inmediatamente adyacentes entre si.

"Desoxirribonucledétido” significa un nucleétido que tiene un hidrégeno en la posicion 2’ de la porcién de aztcar
del nucledtido. Los desoxirribonucleétidos pueden modificarse con cualquiera de una variedad de
sustituyentes.

"Diluyente" significa un ingrediente en una composicién que carece de actividad farmacolégica, pero es
farmacéuticamente necesario o deseable. Por ejemplo, el diluyente en una composicion inyectada puede ser
un liquido, p. €j., PBS.

"Unidad de dosificacion" significa una forma en donde se proporciona un agente farmacéutico, p. €j., pildora,
tableta u otra unidad de dosificacion conocida en la técnica. En ciertas realizaciones, una unidad de
dosificacion es un vial que contiene oligonucleétido antisentido liofilizado. En ciertas realizaciones, una unidad
de dosificacion es un vial que contiene oligonucleétido antisentido reconstituido.

"Dosis" significa una cantidad especificada de un agente farmacéutico proporcionado en una sola
administracién, o en un periodo de tiempo especificado. En ciertas realizaciones, una dosis puede
administrarse en uno, dos o mas bolos, tabletas o inyecciones. Por ejemplo, en ciertas realizaciones donde
se desea la administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen que no se acomoda facilmente
con una sola inyeccion, por lo tanto, se pueden usar dos o mas inyecciones para lograr la dosis deseada. En
ciertas realizaciones, el agente farmacéutico se administra por infusién durante un periodo prolongado de
tiempo o de forma continua. Las dosis pueden indicarse como la cantidad de agente farmacéutico por hora,
dia, semana o mes.

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

"Completamente complementario” o0 "100% complementario” significa que cada nucleobase de una secuencia
de nucleobase de un primer acido nucleico tiene una nucleobase complementaria en una segunda secuencia
de nucleobase de un segundo acido nucleico. En ciertas realizaciones, el primer acido nucleico es un
compuesto antisentido y el segundo acido nucleico es un acido nucleico diana.

"Gapmer" significa un compuesto antisentido quimérico en donde una regioén interna que tiene una pluralidad
de nucledsidos que soportan la escisiéon de RNasa H se coloca entre regiones externas que tienen uno o mas
nucledsidos, en donde los nucledsidos que comprenden la region interna son quimicamente distintos del
nucledsido o nucledsidos que comprenden las regiones externas. La region interna puede denominarse
"segmento de separacion” y las regiones externas pueden denominarse "segmentos de ala".

"Ampliado por espacio" significa un compuesto antisentido quimérico que tiene un segmento de espacio de
12 o0 mas 2'-desoxinucledsidos contiguos colocados entre e inmediatamente adyacentes a segmentos de ala
5’y 3' que tienen de uno a seis nucledsidos.

"Hemocromatosis" es un trastorno del metabolismo del hierro que provoca que el exceso de hierro sea
absorbido por el tracto gastrointestinal, lo que lleva a una acumulacion y depdsito excesivo de hierro en varios
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tejidos del cuerpo. La hemocromatosis primaria, hereditaria o clasica es causada por una mutacion genética,
p. €j., en el gen HFE. Los sujetos con esta enfermedad tienen cantidades excesivas de hierro, que se absorbe
en el tracto gastrointestinal y se acumula en los tejidos del cuerpo, particularmente en el higado. La
hemocromatosis secundaria o adquirida puede ser causada por transfusiones sanguineas frecuentes, una
alta ingesta oral o parenteral de suplementos de hierro o un efecto secundario de otras enfermedades.
"Hematopoyesis" se refiere a la formacién de componentes celulares de la sangre, derivados de células
madre hematopoyéticas. Estas células madre residen en la médula de la médula 6sea y tienen la capacidad
Unica de dar lugar a todos los diferentes tipos de células sanguineas maduras.

"Hemolisis" se refiere a la ruptura de eritrocitos o glébulos rojos y la liberacion de su contenido en el fluido
circundante. La hemodlisis en un animal puede ocurrir debido a una gran cantidad de afecciones médicas, que
incluyen infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, trastornos autoinmunes y trastornos genéticos.
"Hepcidina" se refiere tanto a un ARNm como a una proteina codificada por el ARNm que producen los
hepatocitos en respuesta a la inflamacion o al aumento de los niveles de hierro en la sangre. La funcion
principal de la hepcidina es regular los niveles de hierro en la sangre al facilitar una disminucion en estos
niveles de hierro en la sangre. La expresion de hepcidina aumenta en condiciones de inflamacién aguda y
cronica, lo que resulta en una disminucion de la disponibilidad de hierro para la eritropoyesis.

"Hepcidina" también se conoce como péptido antimicrobiano hepcidina; HAMP; HAMP1; HEPC; HFE2; LEAP-
1; LEAP1; y péptido antimicrobiano expresado en higado.

"Anemia hereditaria" se refiere a la anemia causada por una afeccion hereditaria que hace que los glébulos
rojos en el cuerpo mueran mas rapido de lo normal, sean ineficaces para transportar oxigeno desde los
pulmones a las diferentes partes del cuerpo o no se creen en absoluto. Los ejemplos incluyen, entre otros,
anemia de células falciformes, talasemia, anemia de Fanconi, anemia de Diamond Blackfan, sindrome de
Shwachman Diamond, trastornos de la membrana de glébulos rojos, deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, o telangiectasia hemorragica hereditaria.

"HFE" se refiere al gen o proteina de hemocromatosis humana.

"Mutacion del gen HFE" se refiere a mutaciones en el gen HFE, que pueden provocar hemocromatosis
hereditaria.

"Hibridacion" significa el recocido de moléculas de acido nucleico complementarias. En ciertas realizaciones,
las moléculas de acido nucleico complementarias incluyen un compuesto antisentido y un acido nucleico
diana.

"Identificar un animal en riesgo o tener una enfermedad, trastorno y/o condicidon asociada con una
acumulaciéon excesiva de hierro" significa identificar a un animal que ha sido diagnosticado con una
enfermedad, trastorno y/o condicién o identificar un animal predispuesto a desarrollar una enfermedad,
trastorno y/o condicidon asociada con la acumulacidon excesiva de hierro. Los individuos pueden estar
predispuestos a desarrollar una enfermedad, trastorno y/o afeccion asociada con la acumulacion excesiva de
hierro en individuos con antecedentes familiares de hemocromatosis. Dicha identificacion puede lograrse
mediante cualquier método, incluida la evaluacion del historial médico de un individuo y las pruebas o
evaluaciones clinicas estandar.

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

"Individual" o "sujeto" o "animal" significa un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento o
terapia.

"Inhibir la expresion o actividad" se refiere a una reduccién o bloqueo de la expresion o actividad de un ARN
o proteina y no indica necesariamente una eliminacion total de la expresion o actividad.

"Enlace internucleosidico" se refiere al enlace quimico entre nucleédsidos.

"Administracion intravenosa" significa administracion en una vena.

"Acumulacion de hierro" o "sobrecarga de hierro" indica acumulacion y deposicion de hierro en el cuerpo por
cualquier causa. Las causas mas comunes son causas hereditarias, sobrecarga de hierro transfusional, que
puede ser el resultado de transfusiones sanguineas repetidas o ingesta excesiva de hierro en la dieta.
"Suplementos de hierro" se refieren a los suplementos recetados por una razén médica para tratar la
deficiencia de hierro en un paciente. El hierro puede complementarse por via oral o administrarse por via
parenteral. Nucledsidos unidos significa nucledsidos adyacentes que estan unidos entre si.

"Marcador" o "biomarcador" es cualquier parametro bioloégico cuantificable y cuantificable que sirve como
indice para evaluaciones relacionadas con la salud o la fisiologia. Por ejemplo, un aumento en el porcentaje
de saturacion de transferrina, un aumento en los niveles de hierro o una disminucién en los niveles de
hepcidina pueden considerarse marcadores de una enfermedad, trastorno y/o trastorno por sobrecarga de
hierro.

"MCH" se refiere a "hemoglobina corpuscular media" o "hemoglobina celular media", un valor para expresar
la masa promedio de hemoglobina (Hb) por glébulo rojo en una muestra de sangre.

"MCV" se refiere a "volumen corpuscular medio" o "volumen celular medio", un valor para expresar el tamafio
promedio de glébulos rojos.

"No coincidencia" o "nucleobase no complementaria" o "MM" se refiere al caso cuando una nucleobase de
un primer acido nucleico no es capaz de emparejarse con la nucleobase correspondiente de un segundo
acido nucleico o diana.

"Enlace internucleosidico modificado" se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace
internucledsido natural (es decir, un enlace internucledsido fosfodiéster).
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“Nucleobase modificada” se refiere a cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina o
uracilo. Por ejemplo, una nucleobase modificada puede ser 5-metilcitosina. 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).

“Nucledsido modificado” significa un nucledsido que tiene, independientemente, un resto de azucar
modificado o una nucleobase modificada.

“Nucledtido modificado” significa un nucledtido que tiene, independientemente, un resto de azucar
modificado, enlace internucledsido modificado o nucleobase modificada.

"Oligonucledtido modificado” significa un oligonucleétido que comprende un enlace internucleosidico
modificado, un aztcar modificado o una nucleobase modificada.

"Azucar modificado" se refiere a una sustitucion o cambio de un azucar natural. Por ejemplo, un azucar
modificado puede ser 2'-MOE.

"Modular" se refiere a cambiar o ajustar una caracteristica en una célula, tejido, érgano u organismo. Por
ejemplo, modular el nivel de TMPRSS6 puede significar aumentar o disminuir el nivel de ARNm de TMPRSS6
o proteina de TMPRSS6 en una célula, tejido, 6rgano u organismo. Un "modulador” efectia el cambio en la
célula, tejido, érgano u organismo. Por ejemplo, un oligonucleétido antisentido TMPRSS6 puede ser un
modulador que aumenta o disminuye la cantidad de ARNm TMPRSS6 o proteina TMPRSS6 en una célula,
tejido, 6érgano u organismo.

"Motivo" significa el patrén de regiones quimicamente distintas en un compuesto antisentido.

"Mutaciones" se refieren a cambios en una secuencia de acido nucleico. Las mutaciones pueden ser
causadas de varias maneras, incluyendo, pero no limitado a, radiacion, virus, transposones y mutagénicos.
quimicos, asi como los errores que ocurren durante la meiosis, la replicacion del ADN, la transcripcién del
ARN y el procesamiento postranscripcional. Las mutaciones pueden provocar varios cambios diferentes en
la secuencia; pueden no tener ningun efecto, alterar el producto de un gen o prevenir el gen de funcionar
correctamente o completamente. Por ejemplo, la mutacion HFE puede conducir al funcionamiento incorrecto
del producto genético, lo que lleva a una absorcion excesiva de hierro en los intestinos.

"Sindrome mielodisplasico" se refiere a una coleccion diversa de enfermedades, trastornos y/o afecciones
médicas hematoldgicas. que incluyan la produccion ineficaz de la clase mieloide de las células sanguineas.
El sindrome es causado por trastornos de las células en la médula ésea. En el sindrome mielodisplasico, la
hematopoyesis es ineficaz y la cantidad y calidad de las células sanguineas disminuye irreversiblemente, lo
que perjudica aun mas la produccion de sangre. Como resultado, los pacientes con sindrome mielodisplasico
desarrollan anemia severa y requieren transfusiones de sangre frecuentes.

"Enlace internucleosidico natural" significa un enlace fosfodiéster de 3'a 5'.

"Resto de azucar natural" significa un aztcar que se encuentra en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas de nucleétidos monoméricos. Un &cido nucleico incluye
acidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos nucleicos monocatenarios, acidos
nucleicos bicatenarios, acidos ribonucleicos interferentes pequefios (ARNip) y microARN (miARN).
“Nucleobase” significa un resto heterociclico capaz de emparejarse con una base de otro acido nucleico.
"Secuencia de nucleobase" significa el orden de nucleobases contiguas independientes de cualquier azucar,
enlace o modificaciéon de nucleobase.

"Nucledsido" significa una nucleobase unida a un azucar.

"Mimético de nucledsido" incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el azdcar o el azicar y la base
y no necesariamente el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico; tales como, p. €j.,
miméticos de nucledsidos que tienen miméticos de azicar morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo,
tetrahidropiranilo, biciclo o triciclo, p. €j., unidades de azicar sin furanosa.

“Nucleétido” significa un nucledsido que tiene un grupo fosfato unido covalentemente a la porcion de azucar
del nucledsido.

"Mimético de nucleoétidos” incluye aquellas estructuras usadas para reemplazar el nucledsido y el enlace en
una o mas posiciones de un compuesto oligomérico; tales como, p. €j., acidos nucleicos peptidicos o
morfolinos (morfolinos unidos por -N(H)-C(=0)-O- u otro enlace no fosfodiéster).

"Compuesto oligomérico" u "oligébmero" se refiere a una estructura polimérica que comprende dos o mas
subestructuras y capaz de hibridarse a una regiéon de una molécula de acido nucleico. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucledsidos. En ciertas realizaciones, los compuestos
oligoméricos son oligonucleétidos. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son compuestos
antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucleétidos antisentido. En
ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos son oligonucledétidos quiméricos.

"Oligonucleostido” significa un polimero de nucledsidos unidos, cada uno de los cuales puede modificarse o
no modificarse, independientemente uno del otro.

"Administracion parenteral" significa administracion por inyeccion o infusion. La administracion parenteral
incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular, administracion
intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, p. ej., administracién intratecal o
intracerebroventricular. La administracion puede ser continua, crénica, corta o intermitente.

"Péptido" se refiere a una molécula formada uniendo al menos dos aminoacidos por enlaces amida. Péptido
se refiere a polipéptidos y proteinas.
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"Porcentaje de saturacion de transferrina" se refiere a la proporcion de hierro sérico con respecto a la
capacidad total de unién al hierro multiplicada por 100. De las moléculas de transferrina que estan disponibles
para unir hierro, este valor le dice al médico cuanto hierro sérico esta realmente unido.

"Composicion farmacéutica” significa una mezcla de sustancias adecuadas para administrar a un individuo.
Por ejemplo, una composicion farmacéutica puede comprender uno o mas agentes farmacéuticos activos y
una solucion acuosa estéril.

"Vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa un medio o diluyente que no interfiere con la estructura del
oligonucledtido. Ciertos de tales vehiculos permiten formular composiciones farmacéuticas como, p. €j.,
tabletas, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lodos, suspensiones y pastillas para la
ingestion oral de un sujeto. Por ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser una solucion
acuosa estéril, como PBS.

"Derivado farmacéuticamente aceptable” abarca sales, conjugados, profarmacos o isémeros
farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en el presente documento.

"Sales farmacéuticamente aceptables" significa sales fisiologica y farmacéuticamente aceptables de
compuestos antisentido, es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del oligonucleétido
original y no imparten efectos toxicoldgicos no deseados a los mismos.

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

"Policitemia" se refiere a una condicién de aumento de glébulos rojos (RBC) en un volumen especifico debido
a un aumento en el nimero de globulos rojos (policitemia absoluta) o una disminucidon en el volumen
plasmatico (policitemia relativa). Las proporciones de volumen de sangre a glébulos rojos se pueden medir
como niveles de hematocrito. La mayor proporcion de glébulos rojos puede hacer que la sangre sea viscosa,
lo que puede conducir a un flujo sanguineo mas lento a través del sistema circulatorio y a la posible formacion
de coagulos sanguineos. Un flujo sanguineo mas lento puede disminuir el transporte de oxigeno a las células,
tejidos y/u érganos, lo que conduce a enfermedades, trastornos o afecciones como angina o insuficiencia
cardiaca. La formacion de coagulos de sangre en el sistema circulatorio puede provocar dafios en células,
tejidos y/u 6rganos, lo que puede provocar enfermedades, trastornos o afecciones como infarto de miocardio
o accidente cerebrovascular. El tratamiento para la policitemia incluye flebotomia o medicamentos para
disminuir la produccion de glébulos rojos (p. €j., INF-a, hidroxiurea, anagrelida). Los ejemplos de policitemia
incluyen, pero no se limitan a, policitemia vera (PCV), policitemia rubra vera (PRV) y eritremia. En ciertos
casos, la policitemia puede progresar a leucemia eritroide en un sujeto.

“Porcioén” significa un niumero definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) de un acido nucleico. En
ciertas realizaciones, una porcion es un numero definido de nucleobases contiguas de un acido nucleico
diana. En ciertas realizaciones, una porcidon es un nuimero definido de nucleobases contiguas de un
compuesto antisentido.

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

"Profarmaco” significa un agente terapéutico que se prepara en una forma inactiva que se convierte en una
forma activa dentro del cuerpo o las células del mismo por la acciéon de enzimas enddgenas u otras sustancias
quimicas o afecciones.

"Efectos secundarios" significa respuestas fisioldgicas atribuibles a un tratamiento distinto de los efectos
deseados. En ciertas realizaciones, los efectos secundarios incluyen reacciones en el lugar de la inyeccion,
anomalias en las pruebas de funcién hepatica, anomalias en la funcién renal, toxicidad hepatica, toxicidad
renal, anomalias en el sistema nervioso central, miopatias y malestar general. Por ejemplo, el aumento de
los niveles de aminotransferasa en suero puede indicar toxicidad hepatica o anormalidad de la funcion
hepatica.

“Oligonucledtido monocatenario” significa un oligonucleétido que no se hibrida con una cadena
complementaria.

"Especificamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad con un acido nucleico diana para inducir un efecto deseado, mientras que exhibe efectos
minimos o nulos en los acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea una union especifica,
es decir, bajo condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo y tratamientos terapéuticos.
"Administracion subcutanea" significa administracion justo debajo de la piel.

"Dirigido" o "dirigir" significa el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que se hibridara
especificamente con un acido nucleico diana e inducira un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana" y "transcripcion de ARN diana" se refieren a un &cido nucleico capaz de
ser objetivo de compuestos antisentido.

"Segmento diana" significa la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana al que se dirige un
compuesto antisentido. "Sitio diana 5™ se refiere al nucleétido mas 5' de un segmento diana. "Sitio diana 3™
se refiere al nucleoétido mas 3' de un segmento diana.

"Talasemia" se refiere a un subgrupo de anemias (p. €j., a-talasemia, p-talasemia, d-talasemia, talasemia no
dependiente de transfusiones (NTDT)) causadas por la formacion de moléculas de hemoglobina anormales
que conducen a la destruccion o degradacion de glébulos rojos. Las complicaciones de la talasemia incluyen
exceso de hierro (es decir, sobrecarga de hierro en la sangre, ya sea por la talasemia en si o por transfusiones
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frecuentes para tratar la talasemia), mayor riesgo de infeccion, deformidades 6seas, bazos agrandados (es
decir, esplenomegalia), tasas de crecimiento mas lentas y problemas cardiacos (p. €j., insuficiencia cardiaca
congestiva y arritmias).

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

"TMPRSS6" (también conocido como "matriptasa-2") se refiere a cualquier acido nucleico o proteina de
TMPRSS6.

"Acido nucleico TMPRSSB" significa cualquier acido nucleico que codifica TMPRSS6. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un acido nucleico TMPRSS6 incluye una secuencia de ADN que codifica TMPRSS6, una
secuencia de ARN transcrita a partir de ADN que codifica TMPRSS6 (que incluye ADN gendémico que
comprende intrones y exones) y una secuencia de ARNm que codifica TMPRSS6.

"ARNm de TMPRSS6" significa un ARNm que codifica una proteina TMPRSS6.

"Inhibidor especifico de TMPRSS6" se refiere a cualquier agente capaz de inhibir especificamente la
expresion del gen TMPRSS6, ARN TMPRSS6 y/o proteina TMPRSS6 a nivel molecular. Por ejemplo, los
inhibidores especificos de TMPRSS6 incluyen acidos nucleicos (incluidos compuestos antisentido), péptidos,
anticuerpos, moléculas pequefias y otros agentes capaces de inhibir el nivel de TMPRSS6. En ciertas
realizaciones, al modular especificamente TMPRSS6, los inhibidores especificos de TMPRSS6 pueden
afectar los componentes de la ruta de acumulacién de hierro.

"Tratar" se refiere a administrar una composicion farmacéutica a un animal para efectuar una alteraciéon o
mejora de una enfermedad, trastorno o afeccion en el animal. En ciertas realizaciones, se pueden administrar
una o mas composiciones farmacéuticas al animal.

"Nucleodtido no modificado” significa un nucledtido compuesto de nucleobases, restos de azlcar y enlaces
internucleosidicos que se producen naturalmente. En ciertas realizaciones, un nucleétido no modificado es
un nucledtido de ARN (es decir, ® -D-ribonucleétido) o un nucledtido de ADN (es decir, ® -D-
desoxirribonucleotido).

Ciertas formas de realizacion

[0024] En ciertas realizaciones, descritos en este documento son moduladores TMPRSS6. En ciertas realizaciones,
los moduladores de TMPRSS6 pueden ser inhibidores especificos de TMPRSS6. En ciertas realizaciones, los
inhibidores especificos de TMPRSS6 son acidos nucleicos (incluidos compuestos antisentido), péptidos, anticuerpos,
moléculas pequefias y otros agentes capaces de inhibir o disminuir la expresion de TMPRSS6.

[0025] En ciertas realizaciones, los métodos se describen en el presente documento para reducir la acumulacion de
hierro. En ciertas realizaciones, se describen inhibidores de TMPRSS6 como se describe en el presente documento
para uso en la reduccion de la acumulacion de hierro en un animal. En ciertas realizaciones, la acumulacién de hierro
es el resultado de una terapia para tratar una enfermedad, trastorno o afeccién en el animal. En ciertas realizaciones,
la terapia es la terapia de transfusién. En ciertas realizaciones, la acumulacién de hierro se debe a una enfermedad,
trastorno o afeccién en el animal. En ciertas realizaciones, la enfermedad, trastorno o afeccion es hemocromatosis
hereditaria o B-talasemia. En ciertas realizaciones, la B-talasemia es p-talasemia mayor, B-talasemia intermedia o -
talasemia menor.

[0026] En ciertas realizaciones, los métodos se describen en el presente documento para aumentar los niveles de
hepcidina, tales como ARNm o proteina de los niveles de expresion. En ciertas realizaciones, se describen inhibidores
de TMPRSS6 como se describe en el presente documento para uso en niveles crecientes de hepcidina, tales como
niveles de expresion de ARNm.

[0027] En ciertas realizaciones, los métodos se describen en el presente documento para disminuir el porcentaje de
saturacion de transferrina en un animal. En ciertas realizaciones, se describen inhibidores de TMPRSS6 como se
describe en el presente documento para usar en la disminucion del porcentaje de saturacion de transferrina en un
animal. En ciertas realizaciones, la disminuciéon de la saturacién de transferrina conduce a una disminucién en el
suministro de hierro para la eritropoyesis. En ciertas realizaciones, la disminucion de la eritropoyesis trata, previene,
retrasa la aparicion, mejora y/o reduce la policitemia, o sintoma de la misma, en el animal. En ciertas realizaciones, la
policitemia es policitemia vera. En ciertas realizaciones, el tratamiento con el oligonucleétido modificado dirigido a
TMPRSS6 evita o retrasa el avance de la policitemia hacia la leucemia eritroide.

[0028] Los métodos descritos en la presente memoria comprenden administrar al animal una cantidad
terapéuticamente efectiva del inhibidor TMPRSS6. En ciertas realizaciones, se describen inhibidores de TMPRSS6
como se describe en el presente documento para su uso en la administracion a un animal en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

[0029] En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, mejorar y/o reducir
una enfermedad, trastorno y/o afeccion, o sintoma de la misma, asociada con el exceso de acumulacion de hierro en
un animal, que comprende administrando al animal una cantidad terapéuticamente efectiva de un inhibidor de
TMPRSSS6, en donde la enfermedad, trastorno y/o afeccion asociada con la acumulacion excesiva de hierro se trata,
previene, el inicio se retrasa, el sintoma mejora o disminuye.
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[0030] En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, mejorar, y/o
reducir la hemocromatosis hereditaria, o sintoma de la misma, en un animal, que comprende administrar al animal una
cantidad terapéuticamente eficaz de un oligonucledtido modificado dirigido a TMPRSS6, en donde el oligonucledtido
modificado comprende (a) un segmento de separacion que consiste en nucledsidos deoxi unidos (b) un segmento de
ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos (c) un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos unidos, y en donde
el segmento de separacion es colocado entre el segmento del ala 5° y el segmento del ala 3' y en donde cada
nucledsido de cada segmento del ala comprende un azucar modificado.

[0031] En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, mejorar, y/o
reduccion de la anemia, o sintoma de la misma, en un animal, que comprende administrar al animal una cantidad
terapéuticamente cantidad efectiva de un focalizaciéon oligonucledtido modificado TMPRSS6, en donde el
oligonucleodtido modificado comprende (a) un segmento de separacion que consiste en nucledsidos unidos deoxi (b)
un segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos (c) un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos
unidos, y en donde el segmento de separacion esta posicionado entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3'
y en donde cada nucledsido de cada segmento del ala comprende un aztcar modificado.

[0032] En ciertas realizaciones, se describen métodos para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, mejorar, y/o
reducir B-talasemia, o sintoma de la misma, en un animal, que comprende administrar al animal una cantidad
terapéuticamente efectiva de un oligonucleétido modificado dirigido a TMPRSS6, en donde el oligonucledtido
modificado comprende (a) un segmento de separacion que consiste en nucledsidos desoxi unidos (b) un segmento de
ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos (c) un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos unidos, y en donde
el segmento de separacion se coloca entre el segmento del ala 5’ y el segmento del ala 3' y en donde cada nucledsido
de cada segmento del ala comprende un aztcar modificado.

[0033] En ciertas realizaciones, se describen métodos para la disminucion de la saturacion de transferrina en un
animal, que comprende administrar al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de un oligonucleétido modificado
de orientacion TMPRSS6, en donde los comprende oligonucleétidos modificados (a) un segmento de hueco que
consiste en nucledsidos desoxi enlaces (b) un segmento de ala 5’ que consiste en nucledsidos unidos (c) un segmento
de ala 3' que consiste en nucledsidos unidos, y en donde el segmento de separacion esta posicionado entre el
segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3' y en donde cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un
azucar modificado. En ciertas realizaciones, la disminucién de la saturacion de transferrina conduce a una disminucion
en el suministro de hierro para la eritropoyesis. En ciertas realizaciones, la disminucion de la eritropoyesis trata,
previene, retrasa la aparicion, mejora y/o reduce la policitemia, o sintoma de la misma, en el animal. En ciertas
realizaciones, la policitemia es policitemia vera. En ciertas realizaciones, el tratamiento con el oligonucleétido
modificado dirigido a TMPRSSE evita o retrasa el avance de la policitemia hacia la leucemia eritroide.

[0034] En ciertas realizaciones, se describen métodos para la identificacion de un animal en riesgo de una enfermedad,
trastorno y/o condiciéon o que tiene una enfermedad, trastorno y/o afeccién que esta asociada con un exceso de
acumulaciéon de hierro, administrar al animal una cantidad terapéuticamente cantidad efectiva de un inhibidor de
TMPRSS6, tratando asi al animal.

[0035] En ciertas realizaciones, describe en el presente documento es el uso de un inhibidor de TMPRSS6 para la
preparacion de un medicamento. En ciertas realizaciones, se describen inhibidores de TMPRSS6 como se describe
en el presente documento para su uso en la preparacion de un medicamento.

[0036] En ciertas realizaciones, descritas en este documento es el uso de un inhibidor de TMPRSS6 como un
medicamento para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, y/o reducir una enfermedad, trastorno y/o afeccién, o
sintoma de la misma, asociada con un exceso de acumulaciéon de hierro en un animal administrando al animal una
cantidad terapéuticamente efectiva del inhibidor TMPRSS6. En ciertas realizaciones se describen inhibidores de
TMPRSS6 como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento, prevencion, retraso del inicio
y/o reduccién de una enfermedad, trastorno y/o afeccién, o sintoma de los mismos, asociados con una acumulacion
excesiva de hierro en un animal.

[0037] En ciertas realizaciones, describe en el presente documento es el uso de un compuesto antisentido TMPRSS6
para inhibir TMPRSS6. En ciertas realizaciones, se describe en el presente documento un compuesto antisentido
TMPRSS6 para su uso en la inhibicion de TMPRSS6.

[0038] En ciertas realizaciones, la enfermedad es la hemocromatosis. En ciertas realizaciones, la enfermedad esta
asociada con mutaciones en el gen HFE. En otras realizaciones, la enfermedad esta asociada con mutaciones en el
gen de hemojuvelina. En otras realizaciones, la enfermedad esta asociada con mutaciones en el gen de hepcidina.

[0039] En ciertas realizaciones, describe en el presente documento es el uso de un inhibidor de TMPRSS6 como un

medicamento para tratar, prevenir, retardar la aparicion de, y/o reducir la policitemia o leucemia del eritroides. En
ciertas realizaciones se describen inhibidores de TMPRSS6 como se describe en el presente documento para su uso
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en el tratamiento, prevencion, retraso del inicio y/o reduccion de policitemia o leucemia eritoidea. En ciertas
realizaciones, la policitemia incluye, pero no se limita a, policitemia vera (PCV), policitemia rubra vera (PRV) y eritremia.

[0040] En ciertas realizaciones, la enfermedad, trastorno y/o afeccion puede deberse a multiples transfusiones de
sangre. En ciertas realizaciones, las transfusiones mdultiples pueden conducir a policitemia. En realizaciones
adicionales, multiples transfusiones de sangre estan asociadas con el animal que tiene anemia. Los ejemplos de
anemia que requieren multiples transfusiones de sangre son anemia hereditaria, sindrome mielodisplasico y hemdlisis
cronica grave. Los ejemplos de anemia hereditaria incluyen, entre otros, anemia falciforme, talasemia, anemia de
Fanconi, anemia de Diamond Blackfan, sindrome de Shwachman Diamond, trastornos de la membrana de glébulos
rojos, deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o telangiectasia hemorragica hereditaria. En ciertas
realizaciones, la talasemia es B-talasemia. En ciertas realizaciones, la B-talasemia es B-talasemia mayor, -talasemia
intermedia o B-talasemia menor. En ciertas realizaciones, la enfermedad, trastorno y/o afeccion esta asociada con un
exceso de ingesta de suplemento parenteral de hierro o un exceso de ingesta dietética de hierro.

[0041] En ciertas realizaciones, en el presente documento se divulgan compuestos dirigidos a un acido nucleico
TMPRSS6. En ciertas realizaciones, el acido nucleico TMPRSS6 es la secuencia murina establecida en el N° de
acceso GENBANK NM_027902,2 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 1). En ciertas realizaciones, el acido nucleico
TMPRSS6 es cualquiera de las secuencias humanas establecidas en el N° de acceso GENBANK NM_153609,2
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 2), el complemento del N° de acceso GENBANK NT_011520,12 truncado de
16850000 a 16891250 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 3), GENBANK N° de acceso CR456446,1 (incorporado
aqui como SEQ ID NO: 4), GENBANK N° de acceso BC039082,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 5), GENBANK
N° de acceso AY358398,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 6), o GENBANK N° de acceso DB081153,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 7).

[0042] En ciertas realizaciones, el acido nucleico TMPRSS6 es un oligonucleétido modificado. En ciertas realizaciones,
el acido nucleico TMPRSS6 consiste en 12 a 30, 10 a 30, 8 a 80, 10 a 50, 15 a 30, 18 a 21, 20 a 80, 20 a 35, 20 a 30,
20a29,20a28,20a27,20a26,20a25,20a24,20a23,20a22,20a21 o0 20 nucleobases unidas. En ciertas de
tales realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43,44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74,75, 76, 77, 78, 79 u 80 nucleobases unidas en longitud, o un rango definido por cualquiera de los dos valores
anteriores. En realizaciones adicionales, el oligonucleétido modificado es monocatenario.

[0043] En ciertas realizaciones, el compuesto para uso en los procedimientos puede comprender un oligonucleétido
modificado que comprende una secuencia de nucleobase al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos
85%, 90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% complementario a una
porcion de igual longitud de SEQ ID NOs: 1-7. En ciertas realizaciones, el compuesto puede comprender un
oligonucledtido modificado que comprende una secuencia de nucleobase 100% complementaria a una porcion de
igual longitud de SEQ ID NOs: 1-7.

[0044] En ciertas realizaciones, se describen compuestos para uso en los métodos que comprenden un oligonucleétido
modificado que tiene una secuencia de nucleobases 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 o al
menos 20 nucleobases contiguas de una secuencia de nucleobase complementaria a cualquiera de las secuencias
enumeradas en SEQ ID NOs: 1-7.

[0045] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado para uso en los métodos consiste en acido nucleico
TMPRSS6 consta de 12 a 30, 10 a 30, 8 a 80, 10 a 50, 15 a 30, 18 a 21, 20 a 80, 20 a 35, 20 a 30, 20 a 29, 20 a 28,
20a27,20a26,20a25,20a24,20a23,20a 22,20 a 21 o 20 nucleobases unidas. En ciertas de tales realizaciones,
el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75,76, 77, 78,
79 u 80 nucleobases unidas en longitud, o un rango definido por cualquiera de los dos valores anteriores.

[0046] En ciertas realizaciones, el compuesto para usar en los métodos tiene al menos un enlace internucleosidico
modificado.En ciertas realizaciones, el enlace internucleosidico modificado es un enlace internucleésido fosforotioato.

[0047] En ciertas realizaciones, el compuesto para usar en los métodos tiene al menos un nucledsido que comprende
un azucar modificado. En ciertas realizaciones, al menos un aztcar modificado es un azucar biciclico.

[0048] En ciertas realizaciones, el compuesto para usar en los métodos tiene al menos un nucledsido que comprende
una nucleobase modificada. En ciertas realizaciones, la nucleobase modificada es una 5-metilcitosina.

[0049] En ciertas realizaciones, el oligonucleétido modificado del compuesto para usar en los métodos comprende: (i)
un segmento de separacion que consiste en desoxinucledsidos unidos; (i) un segmento de ala 5’ que consiste en
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nucledsidos unidos; (iii) un segmento de ala 3’ que consiste en nucledsidos unidos, en donde el segmento de
separacion se coloca inmediatamente adyacente a y entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3’ y en donde
cada nucledsido de cada segmento de ala comprende un azicar modificado. En ciertas realizaciones, el
oligonucledétido modificado comprende ademas al menos un enlace internucleosidico de fosforotioato.

[0050] En ciertas realizaciones, se describen métodos o usos en donde el animal es humano.

[0051] En ciertas realizaciones, la administracion de un inhibidor de TMPRSS6 reduce la acumulacién de hierro en el
animal. En ciertas realizaciones, el inhibidor TMPRSS6 aumenta los niveles de expresion de hepcidina. En otras
realizaciones, el inhibidor TMPRSS6 disminuye el porcentaje de saturacion de transferrina.

[0052] En ciertas realizaciones, el compuesto se coadministra con uno o mas segundo(s) agente(s). En ciertas
realizaciones, el segundo agente es un quelante de hierro o un agonista de hepcidina. En realizaciones adicionales,
el quelante de hierro incluye FBS0701 (FerroKin), Exjade, desferal o Deferiprone. En ciertas realizaciones, el segundo
agente es un segundo compuesto antisentido. En realizaciones adicionales, el segundo compuesto antisentido se
dirige a TMPRSSB6. En ofras realizaciones, el segundo compuesto antisentido se dirige a un compuesto no TMPRSS6.
En otras realizaciones, el inhibidor TMPRSS6 se administra antes, durante o después de la terapia de flebotomia.

Compuestos antisentido

[0053] Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucledtidos, oligonucledsidos, analogos de
oligonucledtidos, miméticos de oligonucledtidos, compuestos antisentido, oligonucleotidos antisentido, y ARNsi. Un
compuesto oligomérico puede ser "antisentido" para un acido nucleico diana, lo que significa que es capaz de
someterse a hibridacién con un acido nucleico diana a través de enlaces de hidrégeno.

[0054] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que, cuando se escribe
en la direccion 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico diana a la que
esta dirigido. En ciertas realizaciones de este tipo, un oligonucledétido antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que, cuando se escribe en la direcciéon 5 a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido
nucleico diana al que se dirige.

[0055] En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico TMPRSS6 es de 10 a 30
nucledtidos de longitud. En otras palabras, los compuestos antisentido son de 10 a 30 nucleobases unidas. En otras
realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 80, 10 a 80, 12
a 50, 15a 30, 18 a 24, 19 a 22 0 20 nucleobases unidas. En ciertas de tales realizaciones, el compuesto antisentido
comprende un oligonucleoétido modificado que consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80 nucleobases unidas
en longitud, o un rango definido por cualquiera de los dos valores anteriores. En algunas realizaciones, el compuesto
antisentido es un oligonucledtido antisentido.

[0056] En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido comprende un oligonucleétido modificado acortado o
truncado. El oligonucleétido modificado acortado o truncado puede tener un solo nucledsido eliminado del extremo 5’
(truncamiento 5'), la porcion central o, alternativamente, del extremo 3’ (truncamiento 3'). Un oligonucleétido acortado
o truncado puede tener dos o mas nucledsidos eliminados del extremo 5’, dos 0 mas nucledsidos eliminados de la
porcion central o, alternativamente, puede tener dos o0 mas nucleédsidos eliminados del extremo 3'. Alternativamente,
los nucledsidos eliminados pueden dispersarse por todo el oligonucledtido modificado, p. €j., en un compuesto
antisentido que tiene uno o mas nucledsidos eliminados del extremo 5’, uno o mas nucledsidos eliminados de la
porcioén central y/o uno o mas nucledsidos eliminados del 3’ final.

[0057] Cuando un solo nucledsido adicional esta presente en un oligonucleétido alargado, el nucledsido adicional
puede estar situado en el extremo 5’, extremo 3' o parte central del oligonucleétido. Cuando estan presentes dos o
mas nucledsidos adicionales, los nucledsidos afiadidos pueden estar adyacentes entre si, p. €j., en un oligonucleétido
que tiene dos nucleosidos afadidos al extremo 5 (adicion 5'), al extremo 3’ (adicion 3') o la porcion central, del
oligonucledtido. Alternativamente, el nucledsido agregado puede dispersarse a través del compuesto antisentido, p.
€j., en un oligonucledtido que tiene uno o mas nucledsidos agregados al extremo 5’, uno o mas nucledsidos agregados
al extremo 3', y/o uno o mas nucleodsidos agregados a la porcion central.

[0058] Es posible aumentar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucleétido
antisentido, y/o introducir bases desajuste sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 89: 7305-7309, 1992), se probd una serie de oligonucledtidos antisentido de 13-25 nucleobases de longitud
para determinar su capacidad para inducir la escision de un ARN diana en un modelo de inyeccion de ovocitos. Los
oligonucledtidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de emparejamiento erroneo cerca de los
extremos de los oligonucledtidos antisentido pudieron dirigir la escision especifica del ARNm diana, aunque en menor
medida que los oligonucledtidos antisentido que no contenian emparejamientos erréneos. De manera similar, se logré
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la escision especifica de la diana usando oligonucleétidos antisentido de 13 nucleobases, incluidos aquellos con 1 o
3 desajustes.

[0059] Gautschi et al (J. Natl Cancer Inst 93: 463 a 471, marzo de 2001) demostré la capacidad de un oligonucleétido
que tiene 100% de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 desapareamientos con el ARNm de bcl-
xL a reducir la expresion de bcl-2 y bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este oligonucledtido demostrd una potente
actividad antitumoral in vivo.

[0060] Maher y Dolnick (Nuc Acid R es 16: 3341-3358, 1988) probd una serie de 14 oligonucledétidos antisentido
tandem de nucleobases, y unos 28 y 42 oligonucledtidos antisentido de nucleobases compuestos de la secuencia de
dos o tres de los oligonucledtidos antisentido tandem, respectivamente, por su capacidad para detener la traduccion
de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los tres oligonucleétidos antisentido de 14
nucleobases solo fue capaz de inhibir la traduccion, aunque a un nivel mas modesto que los 28 o 42 oligonucledtidos
antisentido de nucleobase.

Motivos compuestos antisentido

[0061] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico TMPRSS6 han modificado
quimicamente subunidades dispuestas en patrones, o motivos, para conferir a las propiedades de los compuestos
antisentido tales como actividad mejorada del inhibidor, aumento de la afinidad de unién por un acido nucleico diana
o resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo.

[0062] Compuestos antisentido quiméricos contienen tipicamente al menos una regién modificada de modo que
confieren mayor resistencia a la degradacién por nucleasas, aumento de la captacion celular, aumento de la afinidad
de unién para el acido nucleico diana, y/o aumento de la actividad inhibidora. Una segunda regién de un compuesto
antisentido quimérico puede servir opcionalmente como sustrato para la endonucleasa celular RNasa H, que escinde
la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN.

[0063] Los compuestos antisentido que tienen un motivo gapmer se consideran compuestos antisentido quimeéricos.
En un gapmer, una regién interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision de RNasa H se
coloca entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos de los
nucledsidos de la region interna. En el caso de un oligonucleétido antisentido que tiene un motivo gapmer, el segmento
gap generalmente sirve como sustrato para la escision de la endonucleasa, mientras que los segmentos del ala
comprenden nucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, las regiones de un gapmer se diferencian por los tipos
de restos de azicar que comprenden cada region distinta. Los tipos de restos de azlcar que se usan para diferenciar
las regiones de un gapmer pueden en algunas realizaciones incluir -D-ribonucleésidos, B-D-desoxirribonucledsidos,
nucledsidos modificados en 2’ (tales nucledsidos modificados en 2' pueden incluir 2'-MOE, y 2'-O-CHjs, entre otros), y
nucledsidos biciclicos modificados en el azucar (tales nucledsidos biciclicos modificados en el azdcar pueden incluir
los que tienen un puente 4’-(CH2)n-0O-2', donde n = 1 o n = 2) Preferiblemente, cada region distinta comprende restos
de azucar uniformes. El motivo ala-espacio-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", donde "X" representa la
longitud de la region del ala 5, "Y" representa la longitud de la region del espacio, y "Z" representa la longitud de los
3’ region del ala. Como se usa en este documento, un separador descrito como "X-Y-Z" tiene una configuracion tal
que el segmento de separacion se coloca inmediatamente adyacente a cada uno de los segmentos del ala 5 y el
segmento del ala 3'. Por lo tanto, no existen nucledtidos intermedios entre el segmento de ala 5’ y el segmento de
separacion, o el segmento de separacion y el segmento de ala 3'. Cualquiera de los compuestos antisentido descritos
en el presente documento puede tener un motivo gapmer. En algunas realizaciones, X y Z son iguales; en otras
realizaciones son diferentes. En una realizacion preferida, Y tiene entre 8 y 15 nucledtidos. X, Y o Z pueden ser
cualquierade 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o
mas nucleotidos. 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-
13-5, 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, 2-6-2, 6-8-6, 5-8-5, 1-8-1, 2-6-2, 2-13-2, 1-8-2,
2-8-3, 3-10-2, 1-18-2 0 2-18-2.

[0064] En ciertas realizaciones, el compuesto antisentido como un motivo "wingmer", que tiene un ala-hueco o
configuracion de brecha de ala, es decir, una configuracion X-Y o Y-Z como se describié anteriormente para la
configuracion de gapmer. Por lo tanto, las configuraciones de wingmer incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo 5-
10, 8-4, 4-12, 12-4, 3-14, 16-2, 18-1, 10-3, 2-10, 1-10, 8-2, 2-13 0 5-13.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

[0065] Las secuencias de nucledtidos que codifican TMPRSS6 incluyen, sin limitacion, los siguientes: N° de acceso
NM_027902,2 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1), N° de acceso GENBANK NM_153609,2
(incorporados aqui como SEQ ID NO: 2), el complemento de N° de acceso GENBANK NT_011520,12 truncado de
16850000 a 16891250 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 3), N° de acceso GENBANK CR456446,1 (incorporado
aqui como SEQ ID NO: 4), N° de acceso GENBANK BC039082,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 5), N° de
acceso GENBANK AY358398,1 (incorporado aqui como SEQ ID NO: 6), o N° de acceso GENBANK DB081153,1
(incorporado aqui como SEQ ID NO: 7).
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[0066] Se entiende que el cuarto conjunto de secuencias en cada SEQ ID NO en los ejemplos contenia el presente
documento es independiente de cualquier modificacion de un resto azucar, un enlace internucleosidico o una base
nucleotidica. Como tal, los compuestos antisentido definidos por una SEQ ID NO pueden comprender,
independientemente, una o mas modificaciones a un resto de azucar, un enlace internucleosidico o una nucleobase.
Los compuestos antisentido descritos por Isis Number (Isis N°) indican una combinacion de secuencia de nucleobase
y motivo.

[0067] En ciertas realizaciones, una region diana es una region estructuralmente definida del acido nucleico diana.
Por ejemplo, una region diana puede abarcar un 3° UTR, un 5' UTR, un exén, un intrén, una unién exon/intrén, una
region de codificacion, una region de inicio de traduccién, una regién de terminacion de traduccién u otra region
definida de acido nucleico. Las regiones estructuralmente definidas para TMPRSS6 se pueden obtener mediante el
numero de acceso a partir de bases de datos de secuencia como NCBI. En ciertas realizaciones, una region diana
puede abarcar la secuencia desde un sitio diana 5’ de un segmento diana dentro de la region diana hasta un sitio
diana 3' de otro segmento diana dentro de la region diana.

[0068] En ciertas realizaciones, un "segmento diana" es una sub-porcién mas pequefia de una region diana dentro de
un acido nucleico. Por ejemplo, un segmento diana puede ser la secuencia de nucledtidos de un acido nucleico diana
al que se dirige uno o mas compuestos antisentido. "Sitio diana 5™ se refiere al nucleétido mas 5' de un segmento
diana. "Sitio diana 3" se refiere al nucleétido mas 3' de un segmento diana.

[0069] La orientacion incluye la determinacion de al menos un segmento diana al que se hibrida un compuesto
antisentido, de modo que se produce un efecto deseado. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es una reduccion
en los niveles de acido nucleico diana de ARNm. En ciertas realizaciones, el efecto deseado es la reduccién de los
niveles de proteina codificada por el acido nucleico diana o un cambio fenotipico asociado con el acido nucleico diana.

[0070] Una region diana puede contener uno o mas segmentos diana. Multiples segmentos diana dentro de una region
diana pueden superponerse. Alternativamente, pueden no superponerse. En ciertas realizaciones, los segmentos
diana dentro de una region diana estan separados por no mas de aproximadamente 300 nucledtidos. En ciertas
realizaciones, los segmentos diana dentro de una region diana estan separados por una cantidad de nucleétidos que
es, es aproximadamente, no es mas que, no es mas que aproximadamente, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50,
40, 30, 20 o 10 nucleodtidos en el acido nucleico diana, o es un rango definido por cualquiera de los dos valores
anteriores. En ciertas realizaciones, los segmentos diana dentro de una region diana estan separados por no mas de,
o no mas de aproximadamente 5 nucleétidos en el acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los segmentos diana
son contiguos. Se contemplan regiones diana definidas por un intervalo que tiene un acido nucleico inicial que es
cualquiera de los sitios diana 5’ o sitios diana 3' enumerados aqui.

[0071] Segmentos diana adecuados se pueden encontrar dentro de un 5' UTR, una regioén codificante, una 3' UTR, un
intrén, un exén, o un exon/intrén de conexiones. Los segmentos diana que contienen un codén de inicio o un codon
de parada también son segmentos diana adecuados. Un segmento diana adecuado puede excluir especificamente
una determinada region estructuralmente definida, como el codén de inicio o el codén de detencion.

[0072] La determinacion de segmentos diana adecuados pueden incluir una comparacion de la secuencia de un acido
nucleico diana a otras secuencias de todo el genoma. Por ejemplo, el algoritmo BLAST puede usarse para identificar
regiones de similitud entre diferentes acidos nucleicos. Esta comparacion puede evitar la seleccion de secuencias de
compuestos antisentido que pueden hibridarse de manera no especifica a secuencias distintas de un acido nucleico
diana seleccionado (es decir, secuencias no diana o fuera de diana).

[0073] Puede haber variacién en la actividad (p. ej., como se define por el porcentaje de reduccion de los niveles de
acido nucleico diana) de los compuestos antisentido dentro de una region diana activa. En ciertas realizaciones, las
reducciones en los niveles de ARNm de TMPRSS6 son indicativas de inhibicién de la expresion de TMPRSS6. Las
reducciones en los niveles de una proteina TMPRSS6 también son indicativas de inhibicion de la expresion de
TMPRSS6. Ademas, los cambios fenotipicos son indicativos de inhibicion de la expresiéon de TMPRSS6. Por ejemplo,
un aumento en los niveles de expresion de hepcidina puede ser indicativo de inhibicién de la expresiéon de TMPRSS6.
En otro ejemplo, una disminucion en la acumulacion de hierro en los tejidos puede ser indicativa de inhibicion de la
expresion de TMPRSS6. En otro ejemplo, un aumento en el porcentaje de saturacion de transferrina puede ser
indicativo de inhibicién de la expresion de TMPRSS6.

Hibridacion
[0074] En algunas realizaciones, la hibridacion ocurre entre un compuesto antisentido descrito en este documento y
un TMPRSS64cido nucleico. EI mecanismo mas comun de hibridacion implica la unién de hidrégeno (p. ej., Watson-

Crick, Hoogsteen o union de hidrogeno de Hoogsteen invertida) entre nucleobases complementarias de las moléculas
de acido nucleico.
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[0075] La hibridacion puede ocurrir en diferentes condiciones. Las condiciones estrictas dependen de la secuencia 'y
son determinadas por la naturaleza y composicion de las moléculas de acido nucleico a hibridar.

[0076] Los métodos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable con un acido nucleico diana son
bien conocidos en la técnica (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., 2001). En ciertas
realizaciones, los compuestos antisentido descritos en este documento son especificamente hibridables con un acido
nucleico TMPRSS6.

Complementariedad

[0077] Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero suficiente
de nucleobases de la union puede hidrégeno compuesto antisentido con el correspondiente nucleobases del acido
nucleico diana, de modo que se producira un efecto deseado (p. €j., inhibicién antisentido de un acido nucleico diana,
tal como un acido nucleico TMPRSS6).

[0078] Nucleobases no complementarias entre un compuesto antisentido y un acido nucleico TMPRSS6 pueden
tolerarse siempre que el compuesto antisentido sigue siendo capaz de hibridarse especificamente a un acido nucleico
diana. Ademas, un compuesto antisentido puede hibridarse sobre uno o mas segmentos de un acido nucleico
TMPRSS6 de tal manera que los segmentos intermedios o adyacentes no estén involucrados en el evento de
hibridacion (p. €j., una estructura de bucle, desajuste o estructura de horquilla).

[0079] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido divulgados en el presente documento, o una porcion
especificada de la misma, son, o son al menos, 70%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% complementario a un acido nucleico TMPRSS6, una region diana, un segmento
diana o una porcion especifica del mismo. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con un
acido nucleico diana se puede determinar utilizando métodos de rutina. Por ejemplo, un compuesto antisentido en
donde 18 de 20 nucleobases del compuesto antisentido son complementarias de una regién diana y, por lo tanto, se
hibridarian especificamente, representarian un 90 por ciento de complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases
no complementarias restantes pueden estar agrupadas o intercaladas con nucleobases complementarias y no
necesitan ser contiguas entre si o con nucleobases complementarias. Como tal, un compuesto antisentido que tiene
18 nucleobases de longitud que tiene 4 (cuatro) nucleobases no complementarias que estan flanqueadas por dos
regiones de completa complementariedad con el acido nucleico diana tendria 77,8% de complementariedad general
con el acido nucleico diana y, por lo tanto, caeria dentro del alcance de la presente divulgacion.

[0080] El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una regioén de un acido nucleico diana
puede determinarse rutinariamente utilizando programas BLAST (herramientas basicas de busqueda de alineacion
local) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403 410; Zhang y
Madden, Genome Res., 1997, 7, 649 656). El porcentaje de homologia, identidad de secuencia o complementariedad
puede determinarse, p. ej., mediante el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University ResearCHPark, Madison Wis.), utilizando la configuracién predeterminada, que
utiliza algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981,2, 482 489).

[0081] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido divulgados en el presente documento, o partes
especificadas de los mismos, son completamente complementarios (es decir, 100% complementarias) a un acido
nucleico diana, o una porcion especificada de la misma. Por ejemplo, el compuesto antisentido puede ser
completamente complementario a un acido nucleico TMPRSS6, o una region diana, o un segmento diana o secuencia
diana del mismo. Como se usa en el presente documento, "completamente complementario” significa que cada
nucleobase de un compuesto antisentido es capaz de emparejar bases precisas con las nucleobases correspondientes
de un acido nucleico diana. Por ejemplo, un compuesto antisentido de 20 nucleobases es completamente
complementario a una secuencia diana que tiene una longitud de 400 nucleobases, siempre que haya una porcidon
correspondiente de 20 nucleobases del acido nucleico diana que sea completamente complementaria al compuesto
antisentido. Completamente complementario también puede usarse en referencia a una porcion especificada del
primer y/o el segundo acido nucleico. Por ejemplo, una porcion de 20 nucleobases de un compuesto antisentido de 30
nucleobases puede ser "completamente complementaria" a una secuencia diana que tiene una longitud de 400
nucleobases. La porcién de 20 nucleobases del oligonucledtido de 30 nucleobases es completamente complementaria
a la secuencia diana si la secuencia diana tiene una porcién correspondiente de 20 nucleobase en donde cada
nucleobase es complementaria a la porcion de 20 nucleobase del compuesto antisentido. Al mismo tiempo, el
compuesto antisentido de 30 nucleobases completo puede o no ser completamente complementario a la secuencia
diana, dependiendo de si las 10 nucleobases restantes del compuesto antisentido también son complementarias a la
secuencia diana.

[0082] La ubicacion de una nucleobase no complementaria puede estar en el extremo 5’ o extremo 3' del compuesto
antisentido. Alternativamente, la nucleobase o nucleobases no complementarias pueden estar en una posicion interna
del compuesto antisentido. Cuando estan presentes dos o mas nucleobases no complementarias, pueden ser
contiguas (es decir, unidas) o no contiguas. En una realizacién, una nucleobase no complementaria se encuentra en
el segmento del ala de un oligonucleétido antisentido gapmer.
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[0083] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido que son, o son de hasta, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0
20 nucleobases de longitud comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase(s) no
complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico TMPRSS6, o una porcion
especificada del mismo.

[0084] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido que son, o son de hasta, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucleobases de longitud comprenden no mas de 6, no mas de 5, no mas
de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase(s) no complementaria(s) en relacién con un acido nucleico
diana, tal como un acido nucleico TMPRSS6, o una porcion especificada del mismo.

[0085] Los compuestos antisentido divulgados en el presente documento también incluyen los que son
complementarios a una porcién de una diana de acido nucleico. Como se usa en el presente documento, "porciéon” se
refiere a un nimero definido de nucleobases contiguas (es decir, unidas) dentro de una regién o segmento de un acido
nucleico diana. Una "porcién" también puede referirse a un numero definido de nucleobases contiguas de un
compuesto antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son complementarios de al menos una
porcion de 8 nucleobases de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido son
complementarios a al menos una porcion de nucleobase de un segmento diana. En ciertas realizaciones, los
compuestos antisentido son complementarios de al menos una porcién de 15 nucleobases de un segmento diana.
También se contemplan compuestos antisentido que son complementarios de al menos una porcién de 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 mas nucleobases de un segmento diana, o un rango definido por cualquiera de estos
dos valores.

Identidad

[0086] Los compuestos antisentido descritos en este documento también pueden tener un porcentaje de identidad se
define a un nucleétido particular, secuencia, SEQ ID NO, o compuesto representado por un ndmero Isis especifico, o
porcion del mismo. Como se usa en el presente documento, un compuesto antisentido es idéntico a la secuencia
descrita en el presente documento si tiene la misma capacidad de emparejamiento de nucleobase. Por ejemplo, un
ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN descrita se consideraria idéntico a la
secuencia de ADN ya que tanto el uracilo como la timidina se emparejan con adenina. También se contemplan
versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en el presente documento, asi como los
compuestos que tienen bases no idénticas con respecto a los compuestos antisentido descritos en el presente
documento. Las bases no idénticas pueden ser adyacentes entre si o dispersas por todo el compuesto antisentido. El
porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el niUmero de bases que tienen un
emparejamiento de bases idéntico en relacion con la secuencia con la que se compara.

[0087] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son al menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntico a uno o mas de los compuestos antisentido o SEQ ID
NO, o una porcioén de los mismos, descritos aqui.

Modificaciones

[0088] Un nucledsido es una combinacion de base-azicar. La porcion de nucleobase (también conocida como base)
del nucledsido es normalmente un resto de base heterociclica. Los nucleétidos son nucledsidos que ademas incluyen
un grupo fosfato unido covalentemente a la porciéon de azucar del nucleésido. Para aquellos nucledsidos que incluyen
un azucar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse al resto hidroxilo 2’, 3' 0 5’ del azucar. Los oligonucleétidos
se forman a través del enlace covalente de nucledsidos adyacentes entre si, para formar un oligonucleétido polimérico
lineal. Dentro de la estructura oligonucleotidica, los grupos fosfato se denominan cominmente formando los enlaces
internucleosidicos del oligonucledtido.

[0089] Las modificaciones a compuestos antisentido abarcan sustituciones o modificaciones de enlaces
internucledsido, restos de azulcar, o nucleobases. Los compuestos antisentido modificados a menudo se prefieren a
las formas nativas debido a propiedades deseables tales como, p. €j., captacion celular mejorada, afinidad mejorada
por la diana de acido nucleico, mayor estabilidad en presencia de nucleasas o mayor actividad inhibitoria.

[0090] Nucledsidos quimicamente modificados también se pueden emplear para aumentar la afinidad de unién de un
oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se pueden
obtener resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen tales nucledsidos modificados
quimicamente.

Enlaces modificados internucleosidicos
[0091] El enlace internucleosidico de origen natural de ARN y ADN es un enlace 3' a 5' fosfodiéster. Los compuestos

antisentido que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, de origen no natural, a menudo se
seleccionan sobre los compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos de origen natural debido a
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propiedades deseables tales como, p. €j., captacion celular mejorada, afinidad mejorada por los acidos nucleicos diana
y aumento de estabilidad en presencia de nucleasas.

[0092] Los oligonucledtidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos
que retienen un atomo de fésforo, asi como enlaces internucledsidos que no tienen un atomo de fésforo. Los enlaces
internucleosidicos que contienen fésforo representativos incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres, fosfotriésteres,
metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los métodos de preparacion de enlaces que contienen fésforo y no
fésforo son bien conocidos.

[0093] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico TMPRSS6 comprenden uno
0 mas enlaces internucledsidos modificados. En ciertas realizaciones, los enlaces internucleosidicos modificados son
enlaces de fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace internucleosidico de un compuesto antisentido es un
enlace internucledsido de fosforotioato.

Restos de azticar modificados

[0094] Los compuestos antisentido pueden contener opcionalmente uno o mas nucledsidos en donde el grupo azucar
se ha modificado. Dichos nucledsidos modificados con azucar pueden impartir mayor estabilidad de la nucleasa, mayor
afinidad de unién o alguna otra propiedad bioldgica beneficiosa a los compuestos antisentido. En ciertas realizaciones,
los nucledsidos comprenden restos de anillo de ribofuranosa modificados quimicamente. Los ejemplos de anillos de
ribofuranosa modificados quimicamente incluyen, sin limitacion, la adicion de grupos sustituyentes (incluidos grupos
sustituyentes 5’ y 2', puente de atomos de anillo no geminal para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo
del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con S, N(R) o C(R") (R?) (R, R' y R? son cada uno independientemente H,
alquilo C4-C12 0 un grupo protector) y combinaciones de los mismos. Ejemplos de azticares modificados quimicamente
incluyen 2’ -F-5"-nucledsido sustituido con metilo (consulte la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada
el 21/08/08 para otros nucledsidos 5', 2'-bis sustituidos descritos) o la sustitucion del atomo de oxigeno del anillo
ribosilo con Scon sustitucion adicional en la posicion 2’ (véase la solicitud de patente de EE.UU. publicada US2005-
0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o, alternativamente, la sustitucion 5' de un BNA (véase la solicitud
internacional PCT WO 2007/134181 publicada el 22/11/07 en donde LNA esta sustituido con, p. €j., un extremo 5’
metilo o un grupo 5'-vinilo).

[0095] Ejemplos de nucledsidos que tienen restos de azucar modificados incluyen, sin limitacion, nucledsidos que
comprenden grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5-metilo (R o S), 4'-S, 2'-F, 2'-OCHjs, 2'-OCH,CH3, 2'-OCH,;CHzF y 2'-
O(CH,).OCHs. El sustituyente en la posicion 2’ también se puede seleccionar de alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-C1-
C10 alquilo, OCF3, OCHzF, O (CHz). SCHs, O(CHz)-O-N(Rm)(Rn), O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), y O-CH2-C(=0)-N(R")-
(CHa)2 -N(Rm)(Rn), donde cada R', R y Rn es, independientemente, H o alquilo C4-C10 sustituido o no sustituido.

[0096] Como se usa en este documento, "nucledsidos biciclicos" se refieren a nucledsidos modificados que
comprenden un resto de azucar biciclico. Los ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen, sin limitacion, nucledsidos
que comprenden un puente entre los atomos del anillo ribosilo 4’ y 2'. En ciertas realizaciones, los compuestos
antisentido descritos en este documento incluyen uno o mas nucledsidos biciclicos que comprenden un puente de 4’
a 2'. Los ejemplos de tales nucledsidos biciclicos puenteados de 4’ a 2' incluyen, entre otros, una de las formulas: 4'-
(CH2)-O-2' (LNA); 4’-(CH2)-S-2"; 4-(CHy)2-0-2' (ENA); 4'-CH(CHj3)-O-2’ y 4'-CH(CH,OCHs;)-0-2' (y analogos de los
mismos, véase la Patente de los Estados Unidos 7,399,845, emitida el 15 de julio de 2008); 4-C(CHs) (CH3)-O-2' (y
analogos de los mismos ver solicitud internacional publicada WO/2009/006478, publicada el 8 de enero de, 2009); 4'-
CH2-N(OCHj3)-2' (y analogos de los mismos ver solicitud internacional publicada WO/2008/150729, publicada el 11 de
diciembre de 2008); 4’-CH,-O-N(CHs)-2' (véase la Solicitud de Patente de Estados Unidos desde 2004-0171570,
publicada el 2 de septiembre del 2004); 4-CH2-N(R)-O-2', en donde R es H, C4-C42 alquilo, o un grupo protector (véase
la patente de EE.UU. 7,427,672, expedida el 23 de septiembre de 2008); 4’-CH»-C(H)(CHs)-2' (ver Chattopadhyaya et
al, J. Org Chem, 2009, 74, 118-134...); y 4 CH>-C(=CH_)-2' (y analogos de los mismos ver la solicitud internacional
publicada WO 2008/154401, publicada el 8 de diciembre, 2008).

[0097] Otros informes relacionados con los nucledsidos biciclicos que también se encuentran en la literatura publicada
(véase, por ejemplo: Singh et al, Chem Commun, 1998, 4, 455-456; Koshkin et al, Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630;
Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998,
8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc., 2007,129 (26)
8362-8379; Elayadi et al., Curr. Opinion Invest. Drugs, 2001,2, 558-561; Braasch et al., Chem. Biol., 2001, 8,1-7; y
Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239 -243; patentes estadounidenses numeros 6,268,490; 6,525,191;
6,670,461; 6,770,748; 6,794,499; 7,034,133; 7,053,207; 7,399,845; 7,547,684; y 7,696,345; publicacion numero de
patente de Estados Unidos US2008-0039618; US2009-0012281; numeros de patente estadounidense 98,974.
61/026,995; 61/026,998; 61/056,564; 61/086,231; 61/097,787; y 61/099,844; Solicitudes PCT internacionales
publicadas WO 1994/014226; WO 2004/106356; WO 2005/02 1570; WO 2007/134181; WO 2008/150729; WO
2008/154401; y WO 2009/006478. Cada uno de los nucledsidos biciclicos anteriores se puede preparar con una o
mas configuraciones de azucar estereoquimicas que incluyen, p. €j., a-L-ribofuranosa y p-D-ribofuranosa (véase la
solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de 1999 como WO 99/14226).
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[0098] En ciertas realizaciones, restos de azucares biciclicos de nucledsidos BNA incluyen, pero no se limitan a,
compuestos que tienen al menos un puente entre la posicién 4' y la posicion 2' del resto de azucar pentofuranosilo en
donde dichos puentes comprende independientemente 1 o de 2 a 4 grupos vinculados seleccionados
independientemente de -[C(Ra) (Rb)] n-, -C(Ra) = C(Rb)-, -C(Ra) = N-, -C(=0)-, -C(=NRa)-, -C(=S)-, -O-, -Si(Ra)-, -
S(=0)x-, y -N(Ra)-;

en donde:

xes0,102;

nes 1,2, 304;

cada R?y R es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, C+-C+2 alquilo, C4-C12 alquilo sustituido,
C,-C12 alquenilo, C,-C12 alquenilo sustituido, C-C12 alquinilo, C»-C12 alquinilo sustituido, Cs-C20 arilo,
sustituido, Cs-C20 arilo, heterociclo radical, heterociclo radical sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido,
Cs-Cr radical aliciclico, radical Cs-C7 aliciclico sustituido, halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ4, acilo (C(=0)-
H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada J1 y J2 es, independientemente, H, C1-C+2 alquilo, C4-C+2 alquilo sustituido, C»-C12 alquenilo, C>-C12
alquenilo sustituido, C,-C12 alquinilo, C,-C+2 alquinilo sustituido, Cs-C20 arilo, Cs-C20 arilo sustituido, acilo
(C(=0)-H), acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, C1-C42 aminoalquilo, C1-
C12 aminoalquilo sustituido o un grupo protector.

[0099] En ciertas realizaciones, el puente de un resto de azUcar biciclico es -[C(R?) (R?)]n-, -[C(R?)(R?)],-O-, -C(R2RP)-
N(R)-O- o -C(R?RP)-O-N(R)-. En ciertas realizaciones, el puente es 4'-CHx-2’, 4'-(CHz)-2', 4'-(CH2)3-2’, 4'-CH,-0-2’, 4'-
(CH2)2-0-2’, 4'-CH2-ON (R)-2' y 4'-CH>-N(R)-O-2'-, en donde cada R es, independientemente, H, un protector de grupo
o C4-C12 alquilo.

[0100] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos se definen adicionalmente por configuracion isomérica. Por
ejemplo, un nucledsido que comprende un puente 4'-2' metileno-oxi, puede estar en la configuraciéon a-L o en la
configuracion (-D. Anteriormente, a-L-metilenoxi (4’-CH»-O-2") BNA de se han incorporado en oligonucledtidos
antisentido que mostraban antisentido actividad (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

[0101] En ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos que incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metilenoxi (4'-
CH»-0-2') BNA, (B) B-D-metilenoxi (4' -CH»-O-2’) BNA, (C) etileneoxi (4'-(CH2)-O-2") BNA, (D) aminooxi (4'-CH2-ON
(R)-2") BNA, (E) oxiamino (4'-CH2-N(R)-O-2') BNA y (F) metilo (metileneoxi) (4'-CH(CH3)-O-2") BNA, (G) metileno-tio
(4’-CH2-S-2’) BNA, (H) metileno-amino (4’-CH2-N(R)-2") BNA, (I) metilo carbociclico (4'-CH,-CH(CH3)-2') BNA, y (J)
propileno carbociclico (4'-(CHz)3-2’) BNA como se muestra a continuacion.

' e | Bx ' 0. Bx
OO BX
' 0 0
(A) (B) (©)
O Bx 0. Bx O Bx
' HAC
O/-N RN -0 C0 16
R
(D) (E) (F)

=S \N\
G) T m 0

en donde Bx es el resto de base y R es independientemente H, un grupo protector o C4-C12 alquilo.
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[0102] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula I:

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

-Q4-Qb-Qc- es -CH2-N(R¢)-CHa-, -C(=0)-N(R¢)-CHa-, -CH2-O-N(Rc¢)-, -CH2-N(R¢)-O- 0 -CN(Rc)-O-CHy;

Rc es C4-C12 alquilo o un grupo protector de amino; y Tay Ty son cada uno, independientemente H, un grupo
protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una uniéon
covalente a un medio de soporte.

[0103] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula II:

T,~0O O. Bx

Ty |
en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

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

Za es C4-Ce alquilo, C,-Cs alquenilo, C»-Cs alquinilo, C+4-Ce alquilo sustituido, C,-Csé alquenilo sustituido, C,-Ce
alquinilo sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido.

[0104] En una realizacion, cada uno de los grupos sustituidos es, independientemente, mono o poli sustituido con
grupos sustituyentes seleccionados independientemente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJe, NJcdg, SJe, N3, O-C(=X)Jc,
y NJec(=X) NJcJa, en donde cada Je, Ja y Je es, independientemente, H, alquilo C4-Csé o alquilo C+-Cs sustituido y X es
O o NJe.

[0105] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula lIl:

T,
|

O

B
Iy Rt

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

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

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

[0106] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula 1V:
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a Ib
O
T,~O Bx
O/Tb
¢
qd I|\J v
ORy

en donde:

Bx es un resto de base heterociclico; Tay Ty son cada uno, independientemente H, un grupo protector de
hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un
medio de soporte; Rd es C4-Cé alquilo, alquilo C4-Cs alquilo sustituido, C,-Ce alquenilo, sustituido C,-Cse
alquenilo, C»-Cs alquinilo o sustituido C,-Cs alquinilo; cada gs, gb, qc ¥ qd es, independientemente, H, halégeno,
C1-Cs alquilo, C+-Cs alquilo sustituido, C,-Csé alquenilo, sustituido C»-Ce alquenilo, C»-Ceé alquinilo o C,-Cs
alquinilo sustituido, C4-Cg alcoxilo, sustituido C+-Ce alcoxilo, acilo, acilo sustituido, C1-Cs aminoalquilo o C+4-Ce
aminoalquilo sustituido;

[0107] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula V:

en donde:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

Ja, Ob, Qe Y gf son cada uno, independientemente, hidrégeno, halégeno, C4-Cq2 alquilo, C4-C12 alquilo
sustituido, C,-C12 alquenilo, C,-C12 alquenilo sustituido, C,-C12 alquinilo, C>-C12 alquinilo sustituido, C+-C12
alcoxi, C1-C12 alcoxi sustituido, Oj, SJj, SOJj, SO2J;, NJjJk, N3, CN, C(=0)0Jj, C(=0O)NJjJk, C(=0)J;, O-C(=0)-
NJij, N(H)C(=NH)NJJJK, N(H)C(=O)NJJJKO N(H)C(=S)NJJJK;

0 ge Yy gfjuntos son = C(qg) (qn);

qg Y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, C4-C12 alquilo o C4-C12 alquilo sustituido.

[0108] La sintesis y la preparacion de metilenoxi (4’-CH»-O-2') BNA mondmeros adenina, citosina, guanina, 5-metilo-
citosina, timina y uracilo, junto con su oligomerizacién y las propiedades de reconocimiento de acidos nucleicos han
sido descritos (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). Los BNA y la preparacion de los mismos también
se describen en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

[0109] Los analogos de metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA y 2'-tio-BNA, también han sido preparados (Kumar et al., Bioorg.
Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). También se ha descrito la preparacion de analogos de nucledsidos bloqueados
que comprenden duplex de oligodesoxirribonucledtidos como sustratos para polimerasas de acido nucleico (Wengel
et al., WO 99/14226). Ademas, la sintesis de 2'-amino-BNA, un novedoso analogo de oligonucleétido de alta afinidad
restringido por la conformacion se ha descrito en la técnica (Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039).
Ademas, se han preparado 2'-amino- y 2'-metilamino-BNA y se ha informado previamente sobre la estabilidad térmica
de sus duplex con hebras complementarias de ARN y ADN.

[0110] En ciertas realizaciones, se describen nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula VI:
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en donde:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo
de fosforo reactivo, un resto de fésforo o una union covalente a un medio de soporte; cada q;, gj, gk Y Qi €S,
independientemente, H, halégeno, C1-C42 alquilo, C4-C12 alquilo sustituido, C»-C12 alquenilo, C>-C12 alquenilo
sustituido, C»-C12 alquinilo, C,-C12 alquinilo sustituido, C¢-C+2 alcoxilo, C1-C12 alcoxilo sustituido, OJj, SJj,
SOJj, SOzJj, NJij, N3, CN, C(=O)0Jj, C(=O)NJJJK, C(=O)Jj, O-C(=O)NJJJK, N(H)C(=NH)NJJJK, N(H)C(=O)NJJJK
o N(H)C(=S)NJjJk; y

giy gjo gl y gkjuntos son = C(qg)(qn), en donde q gy g» son cada uno, independientemente, H, halégeno, C+-
C12 alquilo o C4-C12 alquilo sustituido.

[0111] Se ha descrito un nucledsido carbociclico biciclico que tiene un puente 4’-(CHz);-2' y el puente analogo
alquenilico 4'-CH=CH-CH,-2’ (Freier et al., Nucleic Acids Research, 1997, 25 (22), 4429-4443 y Albaek et al., J. Org.
Chem., 2006, 71, 7731-7740). También se ha descrito la sintesis y preparacion de nucledsidos biciclicos carbociclicos
junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos (Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc., 2007, 129 (26), 8362-8379).
[0112] Como se usa en el presente documento, "nucledsido biciclico 4'-2” o "nucledsido biciclico 4' a 2™ se refiere a
un nucledsido biciclico que comprende un anillo de furanosa que comprende un puente que conecta dos atomos de
carbono del anillo de furanosa conecta el 2' atomo de carbono y el atomo de carbono 4’ del anillo de azucar.

[0113] Como se usa en este documento, "nucledsidos monociclicos" se refieren a nucledsidos que comprenden restos
de azucar modificados que no son restos de azucares biciclicos. En ciertas realizaciones, el resto de azucar, o analogo
de resto de azucar, de un nucledsido puede modificarse o sustituirse en cualquier posicion.

[0114] Como se usa en el presente documento, "azlcar 2’-modificado" significa un azucar de furanosilo modificado
en la posicion 2'. En ciertas realizaciones, tales modificaciones incluyen sustituyentes seleccionados entre: un haluro,
que incluye, pero no se limita a, alcoxi sustituido y no sustituido, tioalquilo sustituido y no sustituido, aminoalquilo
sustituido y no sustituido, alquilo sustituido y no sustituido, alilo sustituido y no sustituido, alquinilo sustituido y no
sustituido. En ciertas realizaciones, las modificaciones 2’ se seleccionan de sustituyentes que incluyen, pero no se
limitan a: O[(CH2)nO]JmCHs, O(CH2)nNHz, O(CH2)nCHs, O(CHaz)nF, O(CH2)nONH;, OCH.C(=O)N(H)CH3 vy
O(CH2)nON[(CH2)nCHg3]2, donde n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros grupos sustituyentes 2' también pueden
seleccionarse a partir de: C4+-C12 alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquinilo, alcarilo, aralquilo, o-alcarilo o o-
aralquilo, SH, SCH3, OCN, CI, Br, CN, F, CF3, OCF3;, SOCH3;, SO,CH3s, ONO2, NO2, N3, NH,, heterocicloalquilo,
heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo
indicador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas, o un grupo para mejorar las
propiedades farmacodinamicas de un compuesto antisentido y otros sustituyentes que tienen propiedades similares.
En ciertas realizaciones, los nucledsidos modificados comprenden una cadena lateral 2'-MOE (Baker et al., J. Biol.
Chem., 1997, 272, 11944-12000). Dicha sustitucion de 2'-MOE se ha descrito que tiene una afinidad de unién mejorada
en comparacion con nucledsidos no modificados y con otros nucleésidos modificados, tales como 2'-O-metilo, O-
propilo y O-aminopropilo. También se ha demostrado que los oligonucleétidos que tienen el sustituyente 2'-MOE son
inhibidores antisentido de la expresidn génica con caracteristicas prometedoras para uso in vivo (Martin, Helv. Chim.
Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann y col., Biochem. Soc. Trans., 1996, 24,
630-637; y Altmann y col., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).

[0115] Como se usa en este documento, un "nucledsido de tetrahidropirano modificado” o "nucledsido THP
modificado” significa un nucledsido que tiene un "azucar" de tetrahidropiran de seis miembros sustituido por el residuo
pentofuranosilo en nucledsidos normales (un sustituto de azucar). Los nucledsidos de THP modificados incluyen, entre
otros, lo que se conoce en la técnica como acido nucleico de hexitol (HNA), acido nucleico de anitol (ANA), acido
nucleico de manitol (MNA) (véase Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854), fluoro HNA (F-HNA) o aquellos
compuestos que tienen la Féormula VII:
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en donde independientemente para cada uno de dichos al menos un analogo de nucledsido tetrahidropirano de
Férmula VII:

Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tp son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo de
nucledsido de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Tay T, es un grupo de enlace
internucledsido que une el analogo de nucledsido de tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de
Tac y Tb es H, un grupo protector de hidroxilo, un ligado grupo conjugado o un 5' o grupo 3'-terminal; g1, g2,
g3, g4, g5, g6 y q7 son cada uno independientemente, H, C4-Cs alquilo, alquilo C+-Cs alquilo sustituido, C,-Cé
alquenilo, C,-Cs alquenilo sustituido, C»-Cs alquinilo o C»-Cs alquinilo sustituido; y cada uno de R' y R? se
selecciona de hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJi, N3, O-C(=X)J1, O-
C(=X) NJ1J2, NJ3C(=X) NJ1J2 y CN, en donde X es O, SoNJ1y cada J1, Jo y J3 es, independientemente, H o
alquilo C4-Ce.

[0116] En ciertas realizaciones, se describen los nucledsidos THP modificados de Férmula VIl en donde q1, g2, g3, g4,
g5, g6 y q7 son cada uno H. En ciertas realizaciones, al menos uno de q1, g2, g3, g4, g5, g6 yq 7 es distinto de H. En
ciertas realizaciones, al menos uno de g1, g2, g3, g4, g5, g6 y q7 es metilo. En ciertas realizaciones, los nucleésidos de
THP de la Formula VIl se dan a conocer en donde uno de R'y R? es fluoro. En ciertas realizaciones, R’ es fluoro y R?
es H; R' es metoxi y R? es H, y R" es metoxietoxi y R? es H.

[0117] Como se usa en este documento, "modificado en 2" 0 "2'-sustituido" se refiere a un nucledsido que comprende
un azucar que comprende sustituyente en la posicién 2' que no sea H u OH. Los nucledsidos modificados en 2’
incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos biciclicos en los que el puente que conecta dos atomos de carbono del
anillo de azucar conecta el carbono 2' y otro carbono del anillo de azlcar; y nucledsidos con sustituyentes 2 que no
forman puentes, tales como alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-C4-C10 alquilo, -OCF3, O-(CH2)2-O-CHjs, 2'-O(CH,).SCH3,
O-(CH2). -O-N(Rm)(Rn) u O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rn y Rn es, independientemente, H o C4-C1o0 alquilo
sustituido o no sustituido. Los nucleésidos modificados en 2’ pueden comprender ademas otras modificaciones, por
ejemplo en otras posiciones del azucar y/o en la nucleobase.

[0118] Como se usa en este documento, "2 '-F" se refiere a un nucledsido que comprende un azucar que comprende
un grupo fluoro en la posicion 2'.

[0119] Como se usa en este documento, "2’-OMe" o "2’-OCH3 " o "2'-O-metilo" cada refiere a un nucledsido que
comprende un azucar que comprende un grupo -OCHj3 en la posicion 2' del anillo de azucar.

[0120] Como se usa en el presente documento, "MOE" o "2'-MOE" o "2'-OCH,CH,OCH3; " o "2'-O-metoxietilo" se
refieren cada uno a un nucledsido que comprende un azucar que comprende un grupo -OCH2CH;OCHs; en la posicion
2’ del anillo de azucar.

[0121] Como se usa en el presente documento, "oligonucledtido" se refiere a un compuesto que comprende una
pluralidad de nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, se modifica uno o mas de la pluralidad de nucledsidos. En
ciertas realizaciones, un oligonucleétido comprende uno o mas ribonucledsidos (ARN) y/o desoxirribonucledsidos
(ADN).

[0122] Muchos otros sistemas de anillos sustitutos de azucar biciclo y triciclo también son conocidos en la técnica que
pueden usarse para 6sidos para su incorporacion en compuestos antisentido (ver, p. €j., articulo de revision: Leumann,
Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854). Dichos sistemas de anillo pueden sufrir varias sustituciones adicionales para
mejorar la actividad.

[0123] Los métodos para la preparacion de azticares modificados son bien conocidos por los expertos en la materia.

[0124] En los nucledtidos que tienen restos de azdcar modificados, los restos de nucleobase (naturales, modificados
0 una combinacion de los mismos) se mantienen para la hibridaciéon con un objetivo de acido nucleico apropiado.
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[0125] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos que tienen restos de
azucar modificados. En ciertas realizaciones, el resto de azticar modificado es 2'-MOE. En ciertas realizaciones, los
nucledsidos modificados con 2'-MOE estan dispuestos en un motivo gapmer. En ciertas realizaciones, el resto de
azucar modificado es un nucledsido biciclico que tiene un grupo puente (4’-CH(CHz3)-O-2'). En ciertas realizaciones,
los nucledsidos modificados (4'-CH(CHs)-O-2’) estan dispuestos a lo largo de las alas de un motivo gapmer.

Nucleobases modificadas

[0126] Las modificaciones o sustituciones de nucleobase (o base) son estructuralmente distinguibles, pero
funcionalmente intercambiables con nucleobases no modificadas de origen natural o sintético. Tanto las nucleobases
naturales como las modificadas son capaces de participar en enlaces de hidrégeno. Dichas modificaciones de
nucleobase pueden impartir estabilidad de nucleasa, afinidad de unién o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa
a compuestos antisentido. Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases sintéticas y naturales tales como, p.
€j., 5-metilcitosina (5-me-C). Ciertas sustituciones de nucleobase, incluidas las sustituciones de 5-metilcitosina, son
particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de un compuesto antisentido por un acido nucleico diana.
Por ejemplo, se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido
nucleico en 0,6-1,2°C (Sanghvi, YS, Crooke, ST y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press,
Boca Raton, 1993, pp. 276-278).

[0127] Nucleobases adicionales no modificadas incluyen 5-hidroximetilo citosina, xantina, hipoxantina, 2-
aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de
adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C=C-CHj3) uracilo y
citosina y otros derivados alquinilo de bases pirimidinicas, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-
tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo
particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos 5-sustituidos y citosinas, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-
F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina y 3-deazaguanina y
3-deazaadenina.

[0128] Restos de bases heterociclicos también pueden incluir aquellos en los que la base de purina o pirimidina se
reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona.
Las nucleobases que son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos antisentido
incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

[0129] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico TMPRSS6 comprenden una
0 mas nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido ensanchados dirigidos a un
acido nucleico TMPRSS6 que comprenden una o mas nucleobases modificadas. En ciertas realizaciones, la
nucleobase modificada es 5-metilcitosina. En ciertas realizaciones, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Composiciones y métodos para formular composiciones farmacéuticas

[0130] Los oligonucleétidos antisentido pueden mezclarse con una sustancia activa o inerte farmacéuticamente
aceptable para la preparacion de composiciones o formulaciones farmacéuticas. Las composiciones y los métodos
para la formulacion de composiciones farmacéuticas dependen de una serie de criterios, que incluyen, entre otros, la
via de administracion, el alcance de la enfermedad o la dosis a administrar.

[0131] El compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico TMPRSS6 se puede utilizar en composiciones
farmacéuticas combinando el compuesto antisentido con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable
adecuado. Un diluyente farmacéuticamente aceptable incluye solucion salina tamponada con fosfato (PBS). PBS es
un diluyente adecuado para su uso en composiciones que se administraran por via parenteral. Por consiguiente, en
una realizacion, se emplea en los métodos descritos en el presente documento una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico TMPRSS6 y un diluyente farmacéuticamente
aceptable. En ciertas realizaciones, el diluyente farmacéuticamente aceptable es PBS. En ciertas realizaciones, el
compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido.

[0132] Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal, éster o sal
farmacéuticamente aceptable de dichos ésteres, o cualquier otro oligonucledtido que, tras la administracion a un
animal, incluido un humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el producto biolégicamente activo.
metabolito o residuo del mismo. Por consiguiente, p. €j., la divulgacion también se refiere a sales farmacéuticamente
aceptables de compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de dichos profarmacos y
otros bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sales de
sodio y potasio.

[0133] Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en la presente memoria pueden

prepararse por métodos bien conocidos en la técnica. Para una revision de las sales farmacéuticamente aceptables,
ver Stahl y Wermuth, Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use (Wiley-VCH, Weinheim,
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Alemania, 2002). Las sales de sodio de los oligonucledtidos antisentido son Utiles y estan bien aceptadas para la
administracion terapéutica en humanos. Por consiguiente, en una realizacion, los compuestos descritos en el presente
documento estan en forma de una sal de sodio.

[0134] Un profarmaco puede incluir la incorporacion de nucledsidos adicionales en uno o ambos extremos de un
compuesto antisentido que se escinden por nucleasas enddgenas dentro del cuerpo, para formar el compuesto
antisentido activo.

Dosificacion

[0135] En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se administran de acuerdo con un régimen de
dosificacion (p. e€j., dosis, frecuencia de dosis y duracién) en donde el régimen de dosificacion se puede seleccionar
para lograr un efecto deseado. El efecto deseado puede ser, p. €j., la reduccion de TMPRSS6 o la prevencion,
reduccion, mejora o disminucion de la progresion de una enfermedad, trastorno o afeccion asociada con TMPRSS6.

[0136] En ciertas realizaciones, las variables del régimen de dosificacion se ajustan para dar como resultado una
concentracion deseada de composicion farmacéutica en un sujeto. La "concentracion de composicion farmacéutica”
tal como se usa con respecto al régimen de dosis puede referirse al compuesto, oligonucleétido o ingrediente activo
de la composicion farmacéutica. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la dosis y la frecuencia de dosis se ajustan para
proporcionar una concentracion de tejido o concentracion de plasma de una composicion farmacéutica en una cantidad
suficiente para lograr un efecto deseado.

[0137] La dosificacion depende de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado de la enfermedad a tratar, con
una duracion del tratamiento de varios dias a varios meses, o hasta que se efectie una cura o se logre una disminucién
del estado de la enfermedad. La dosificacion también depende de la potencia del farmaco y el metabolismo. En ciertas
realizaciones, la dosis es de 0,01 ug a 100 mg por kg de peso corporal, o dentro de un rango de dosificacion de 0,001
mg a 1000 mg, y se puede administrar una o mas veces al dia, semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso
una vez cada 2 a 20 ainos. Después de un tratamiento exitoso, puede ser deseable que el paciente se someta a una
terapia de mantenimiento para prevenir la recurrencia del estado de la enfermedad, en donde el oligonucledtido se
administra en dosis de mantenimiento, que van desde 0,01 ug hasta 100 mg por kg de peso corporal, una vez o mas
al dia, a una vez cada 20 afios o con una dosis de 0,001mg a 1000mg.

Administracién

[0138] Los compuestos o composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse de
varias maneras dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La administracion
puede ser oral, inhalada o parenteral.

[0139] En ciertas realizaciones, los compuestos y composiciones como se describen en el presente documento se
administran parenteralmente. La administracion parenteral incluye inyeccion o infusidon intravenosa, intraarterial,
subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, p. €j., intratecal o intraventricular.

[0140] En ciertas realizaciones, la administracion parenteral es por infusion. La infusién puede ser cronica o continua
o corta o intermitente. En ciertas realizaciones, los agentes farmacéuticos infundidos se entregan con una bomba.

[0141] En ciertas realizaciones, la administracion parenteral es por inyeccion. La inyeccidon puede administrarse con
una jeringa o una bomba. En ciertas realizaciones, la inyeccién es una inyeccion en bolo. En ciertas realizaciones, la
inyeccion se administra directamente a un tejido u érgano.

[0142] En ciertas realizaciones, las formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden
incluir soluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados
tales como, entre otros, potenciadores de la penetracion, compuestos portadores y otros portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

[0143] En ciertas realizaciones, las formulaciones para administracion oral de los compuestos o composiciones
pueden incluir, pero no se limitan a, vehiculos farmacéuticos, excipientes, polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, bolsitas, tabletas
o0 minitabletas. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, dispersantes o
aglutinantes. En ciertas realizaciones, las formulaciones orales son aquellas en las que los compuestos descritos en
el presente documento se administran junto con uno o mas potenciadores de la penetracion, tensioactivos y quelantes.

[0144] En ciertas realizaciones, la administracion incluye la administracion pulmonar. En ciertas realizaciones, la
administracion pulmonar comprende la administracion de oligonucleétidos en aerosol al pulmén de un sujeto por
inhalacion. Después de la inhalacion por un sujeto de oligonucleétido en aerosol, el oligonucledtido se distribuye a las
células del tejido pulmonar normal e inflamado, incluidos los macrofagos alveolares, los eosindfilos, el epitelio, el
endotelio de los vasos sanguineos y el epitelio bronquiolar. Un dispositivo adecuado para el suministro de una
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composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido modificado incluye, pero no se limita a, un dispositivo
nebulizador estandar. Los dispositivos adecuados adicionales incluyen inhaladores de polvo seco o inhaladores de
dosis medida.

[0145] En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se administran para lograr exposiciones locales en
lugar de sistémicas. Por ejemplo, la administracion pulmonar administra una composicion farmacéutica al pulmén, con
una exposicién sistémica minima.

[0146] Las rutas de administracion adecuadas adicionales incluyen, pero no se limitan a, rectal, transmucosal,
intestinal, enteral, tépica, supositorio, intratecal, intraventricular, intraperitoneal, intranasal, intraocular, intramuscular,
intramedular e intratumoral.

Compuestos antisentido conjugados

[0147] En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden unirse covalentemente a
uno o mas restos o conjugados que potencian la actividad, la distribucion celular o la captacion celular de los
oligonucledtidos antisentido resultantes. Los grupos conjugados tipicos incluyen restos de colesterol y restos de
lipidos. Grupos conjugados adicionales incluyen carbohidratos, fosfolipidos, biotina, fenazina, acido fdlico,
fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes.

[0148] En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido también pueden modificarse para tener uno o mas grupos
estabilizadores que generalmente estan unidos a uno o ambos extremos de compuestos antisentido para mejorar
propiedades tales como, p. €j., la estabilidad de la nucleasa. Se incluyen en los grupos estabilizadores las estructuras
de tapa. Estas modificaciones terminales protegen el compuesto antisentido que tiene acido nucleico terminal de la
degradacion de exonucleasa, y pueden ayudar en el suministro y/o localizacion dentro de una célula. La tapa puede
estar presente en el terminal 5’ (5' tapa), o en el terminal 3’ (3' tapa), o puede estar presente en ambas terminales. Las
estructuras de tapa son bien conocidas en la técnica e incluyen, p. €j., tapas invertidas de desoxi abasicas. Otros
grupos estabilizadores 3’ y 5' que pueden usarse para tapar uno o ambos extremos de un compuesto antisentido para
impartir estabilidad nucleasa incluyen los descritos en el documento WO 03/004602 publicado el 16 de enero de 2003.

Cultivo celular y tratamiento de compuestos antisentido

[0149] Los efectos de los compuestos antisentido sobre el nivel, la actividad o la expresion de los acidos nucleicos
TMPRSS6 se pueden probar in vitro en una variedad de tipos de células. Los tipos de células utilizados para tales
analisis estan disponibles en proveedores comerciales (p. €]., American Type Culture Collection, Manassas, VA; Zen-
Bio, Inc., Research Triangle Park, NC; Clonetics Corporation, Walkersville, MD) y las células se cultivan de acuerdo
con las instrucciones del proveedor utilizando reactivos disponibles en el mercado (p. €j., Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA). Los tipos de células ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, células HepG2, células Hep3B, células
Huh7 (carcinoma hepatocelular), hepatocitos primarios, células A549, fibroblastos GM04281 y células LLCMK2.

Pruebas in vitro de oligonucledtidos antisentido

[0150] Aqui se describen métodos para el tratamiento de células con oligonucleétidos antisentido, que pueden
modificarse apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

[0151] En general, las células se tratan con oligonucleétidos antisentido cuando las células alcanzan aproximadamente
60-80% confluencia en el cultivo.

[0152] Un reactivo comunmente usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el
reactivo de transfeccion de lipidos catidnicos LIPOFECTIN® (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos
antisentido se mezclan con LIPOFECTIN® en OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion
final deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN® que tipicamente varia de 2 a 12
ug/mL por oligonucleétido antisentido 100 nM.

[0153] Otro reactivo utilizado para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye
LIPOFECTAMINE 2000® (Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINE
2000® en medio sérico reducido OPTI-MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de
oligonucledtido antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINE® que generalmente varia de 2 a 12 ug/mL por
100 nM antisentido oligonucledtido

[0154] Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye Cytofectin®
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con Cytofectin® en medio sérico reducido OPTI-
MEM® 1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de oligonucledtido antisentido y una
concentracion de Cytofectin® que generalmente varia de 2 a 12 ug/ml por oligonucleétido antisentido 100 nM.
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[0155] Otro reactivo usado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye Oligofectamine™
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). El oligonucledétido antisentido se mezcla con Oligofectamine™ en Opti-
MEM™ -1 medio sérico reducido (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para lograr la concentracién deseada
de oligonucledtido con una relacion Oligofectamine™ a oligonucledtido de aproximadamente 0,2 a 0,8 pL por 100 nM.

[0156] Otro reactivo utilizado para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye FUGENE 6
(Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, IN). EI compuesto oligomérico antisentido se mezclé con FUGENE 6 en 1 ml
de RPMI sin suero para lograr la concentracion deseada de oligonucleétido con una relacion de FUGENE 6 a
compuesto oligomérico de 1 a 4 yL de FUGENE 6 por 100 nM.

[0157] Otra técnica utilizada para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye electroporacion
(Sambrook y Russell en Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Tercera Edicion. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. 2001).

[0158] Las células se tratan con oligonucledtidos antisentido por métodos de rutina. Las células se cosechan
tipicamente 16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el cual los niveles de
ARN o proteina de los acidos nucleicos diana se miden por métodos conocidos en la técnica y descritos en este
documento (Sambrook y Russell en Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Tercera Edicién. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001). En general, cuando los tratamientos se realizan en multiples
repeticiones, los datos se presentan como el promedio de los tratamientos replicados.

[0159] La concentracion de oligonucleétido antisentido utilizada varia de una linea celular a otra. Los métodos para
determinar la concentracion optima de oligonucledétidos antisentido para una linea celular particular son bien conocidos
en la técnica (Sambrook y Russell en Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Tercera Edicion. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. 2001). Los oligonucleétidos antisentido se usan tipicamente en
concentraciones que varian de 1 nM a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINE 2000®, Lipofectina o
Citofectina. Los oligonucledtidos antisentido se usan en concentraciones mas altas que varian de 625 a 20.000 nM
cuando se transfectan mediante electroporacion.

Aislamiento de ARN

[0160] El analisis de ARN se puede realizar sobre el ARN celular total o poli(A) + ARNm. Los métodos de aislamiento
de ARN son bien conocidos en la técnica (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., 2001).
El ARN se prepara utilizando métodos bien conocidos en la técnica, p. €j., utilizando el reactivo TRIZOL® (Invitrogen,
Carlsbad, CA) de acuerdo con los protocolos recomendados por el fabricante.

Anélisis de inhibicion de niveles diana o expresion

[0161] La inhibicion de niveles o expresion de un acido nucleico TMPRSS6 se puede analizar de diversas maneras
conocidas en la técnica (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., 2001).) P. €j., los niveles
de acido nucleico diana pueden cuantificarse mediante, p. ej., analisis de transferencia Northern, reaccion en cadena
de polimerasa competitiva (PCR) o PCR cuantitativa en tiempo real. El analisis de ARN se puede realizar en ARN
celular total o poli (A) + ARNm. Los métodos de aislamiento de ARN son bien conocidos en la técnica. El analisis de
transferencia Northern también es una rutina en la técnica. La PCR cuantitativa en tiempo real puede realizarse
convenientemente utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 disponible en el
mercado, disponible en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y utilizado de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

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

[0162] La cuantificacion de los niveles de ARN diana se puede lograr mediante PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI PRISM® 7600, 7700 o 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster City,
CA) segun las instrucciones del fabricante. Los métodos de PCR cuantitativa en tiempo real son bien conocidos en la
técnica.

[0163] Antes de la PCR en tiempo real, el ARN aislado se somete a una reaccion de transcriptasa inversa (RT), que
produce ADN complementario (ADNc) que es luego se usa como sustrato para la amplificacion por PCR en tiempo
real. Las reacciones de RT y PCR en tiempo real se realizan secuencialmente en la misma muestra. Los reactivos de
RT y PCR en tiempo real se obtienen de Invitrogen (Carlsbad, CA). RT, las reacciones de PCR en tiempo real se
llevan a cabo mediante métodos bien conocidos por los expertos en la materia.

[0164] Las cantidades objetivo de genes (o ARN) obtenidas por PCR en tiempo real se normalizan usando el nivel de
expresion de un gen cuya expresion es constante, tal como ciclofilina A, o cuantificando ARN total usando
RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Carlsbad, CALIFORNIA). La expresion de ciclofilina A se cuantifica por PCR en tiempo
real, ejecutandose simultaneamente con el objetivo, multiplexando o por separado. El ARN total se cuantifica usando
el reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Invitrogen, Inc. Eugene, OR). Los métodos de cuantificacion de
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ARN por RIBOGREEN® se ensefian en Jones, LJ y col., (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-374). Se utiliza un
instrumento CYTOFLUOR® 4000 (PE Applied Biosystems) para medir la fluorescencia RIBOGREEN®.

[0165] Las sondas y los cebadores estan disefiados para hibridarse a un acido nucleico TMPRSS6. Los métodos para
disefar sondas y cebadores de PCR en tiempo real son bien conocidos en la técnica y pueden incluir el uso de software
como PRIMER EXPRESS® (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Analisis de los niveles de proteina

[0166] La inhibicion antisentido de los acidos nucleicos TMPRSS6 se puede evaluar midiendo los niveles de proteina
TMPRSS6. Los niveles de proteina de TMPRSS6 se pueden evaluar o cuantificar de varias maneras bien conocidas
en la técnica, como inmunoprecipitacion, analisis de transferencia Western (inmunotransferencia), ensayo de
inmunosorcion ligada a enzimas (ELISA), ensayos cuantitativos de proteinas, ensayos de actividad proteica (por
ejemplo, ensayos de actividad de caspasa), inmunohistoquimica, inmunocitoquimica o clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) (Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., 2001). Los
anticuerpos dirigidos a un objetivo pueden identificarse y obtenerse de una variedad de fuentes, como el catalogo de
anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, Ml), o pueden prepararse mediante métodos convencionales de
generacion de anticuerpos monoclonales o policlonales bien conocidos en la técnica.

Prueba in vivo de compuestos antisentido

[0167] Los compuestos antisentido, p. €j., oligonucledtidos antisentido, se prueban en animales para evaluar su
capacidad de inhibir la expresién de TMPRSS6 y producir cambios fenotipicos, tales como la reduccién de la
acumulacién de hierro en el cuerpo. Las pruebas se pueden realizar en animales normales o en modelos
experimentales de enfermedades. Las pruebas se pueden realizar en animales normales o en modelos experimentales
de enfermedades. Para la administracion a animales, los oligonucledtidos antisentido se formulan en un diluyente
farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina tamponada con fosfato. La administracion incluye vias de
administracion parenteral, como intraperitoneal, intravenosa y subcutanea. El calculo de la dosificacion de
oligonucledtidos antisentido y la frecuencia de dosificacion dependen de factores tales como la via de administracion
y el peso corporal del animal. En una realizacion, después de un periodo de tratamiento con oligonucledtidos
antisentido, se aisla el ARN del tejido hepatico y se miden los cambios en la expresion del acido nucleico TMPRSS6.
Los cambios en los niveles de proteina TMPRSS6 también se pueden medir. Los cambios en la expresion de
TMPRSS6 se pueden medir determinando el nivel de expresion de hepcidina, los niveles plasmaticos de hierro y el
porcentaje de saturacion de transferrina presente en el animal.

Ciertas indicaciones

[0168] En ciertas realizaciones, se describen en el presente documento métodos para tratar a un individuo que
comprende administrar una 0 mas composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En
ciertas realizaciones, el individuo tiene o esta en riesgo de una enfermedad, trastorno o afeccion por acumulacion de
hierro. En ciertas realizaciones, el individuo esta en riesgo de una enfermedad, trastorno o afeccion por acumulacion
de hierro como se describe, anteriormente. En ciertas realizaciones, se describen en el presente documento métodos
para reducir profilacticamente la expresion de TMPRSS6 en un individuo. Ciertas realizaciones incluyen tratar a un
individuo que lo necesita administrando a un individuo una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
antisentido dirigido a un acido nucleico TMPRSS6.

[0169] En ciertas realizaciones, la administraciéon de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
antisentido dirigido a un acido nucleico TMPRSS6 se acompafia de la monitorizacién de los niveles de TMPRSS6 en
un individuo, para determinar la respuesta de un individuo a la administracion del compuesto antisentido. En ciertas
realizaciones, la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto antisentido dirigido a un
acido nucleico TMPRSS6 se acomparia de la monitorizacion de los niveles de hepcidina en un individuo. En ciertas
realizaciones, la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto antisentido dirigido a un
acido nucleico TMPRSS6 se acompafa de la monitorizacién de los niveles de hierro en un individuo. En ciertas
realizaciones, la administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto antisentido dirigido a un
acido nucleico TMPRSS6 se acompafia de la evaluacion del porcentaje de saturacion de transferrina en un individuo.
Un médico utiliza una respuesta individual a la administracién del compuesto antisentido para determinar la cantidad
y la duracion de la intervencion terapéutica.

[0170] En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto antisentido dirigido
a TMPRSS6 se usan para la preparacion de un medicamento para tratar a un paciente que padece o es susceptible
a una enfermedad, trastorno o afeccién por acumulacién de hierro.

[0171] En ciertas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento incluyen administrar un compuesto

que comprende un oligonucleétido modificado que tiene una porcién de nucleobase contigua 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 0 20 complementarias a un acido nucleico TMPRSS6.
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Ciertas terapias de combinacién

[0172] En ciertas realizaciones, un primer agente que comprende un oligonuclettido modificado descrito en el presente
documento se administra conjuntamente con uno o mas agentes secundarios. En ciertas realizaciones, dichos
segundos agentes estan disefiados para tratar la misma enfermedad, trastorno o afeccion por acumulacion de hierro
que el primer agente descrito aqui. En ciertas realizaciones, dichos segundos agentes estan disefiados para tratar una
enfermedad, trastorno o afeccion diferente como el primer agente descrito en este documento. En ciertas
realizaciones, dichos segundos agentes estan disefiados para tratar un efecto secundario no deseado de una o mas
composiciones farmacéuticas como se describe en el presente documento. En ciertas realizaciones, dichos primeros
agentes estan disefiados para tratar un efecto secundario no deseado de un segundo agente. En ciertas realizaciones,
los segundos agentes se administran conjuntamente con el primer agente para tratar un efecto no deseado del primer
agente. En ciertas realizaciones, los segundos agentes se administran conjuntamente con el primer agente para
producir un efecto combinacional. En ciertas realizaciones, los segundos agentes se administran conjuntamente con
el primer agente para producir un efecto sinérgico. En ciertas realizaciones, la administracién conjunta del primer y
segundo agente permite el uso de dosis mas bajas de las que se requeririan para lograr un efecto terapéutico o
profilactico si los agentes se administraran como terapia independiente.

[0173] En ciertas realizaciones, un primer agente y uno o mas segundos agentes se administran al mismo tiempo. En
ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se administran en diferentes momentos. En
ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se preparan juntos en una sola formulacion
farmacéutica. En ciertas realizaciones, el primer agente y uno o mas segundos agentes se preparan por separado.

[0174] En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero no se limitan a, compuestos de acido nucleico.
Dichos compuestos de acido nucleico pueden incluir un ARNip, una ribozima o un compuesto antisentido dirigido a
TMPRSS6 u otra diana.

[0175] En ciertas realizaciones, los segundos agentes incluyen, pero no se limitan a, compuestos no antisentido tales
como quelantes de hierro, transferrina, proteinas morfogenéticas éseas 6 (BMP6), agonistas de hepcidina, células
madre o agentes que generan hemoglobina fetal (HbF). En realizaciones adicionales, los quelantes de hierro se
seleccionan de, pero no se limitan a, FBS0701 (FerroKin), Exjade, Desferal y Deferiprone. En ciertas realizaciones,
los agentes que aumentan el HBF incluyen 5-hidroxilurea, derivados de acido graso de cadena corta (SCFA) (p. €j.,
HQK1001), inhibidores de ADN metiltransferasa (p. €j., decitabina) o inhibidores de histona desacetilasa (HDAC) (p.
€j., Zolina, Panobinostat). En ciertas realizaciones, el segundo agente se administra antes de la administracion del
primer agente. En ciertas realizaciones, el segundo agente se administra después de la administracion del primer
agente. En ciertas realizaciones, el segundo agente se administra al mismo tiempo que el primer agente. En ciertas
realizaciones, la dosis de un segundo agente coadministrado es la misma que la dosis que se administraria si el
segundo agente se administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un segundo agente coadministrado es
menor que la dosis que se administraria si el segundo agente se administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis
de un segundo agente coadministrado es mayor que la dosis que se administraria si el segundo agente se administrara
solo. En ciertas realizaciones, el primer agente se administra al mismo tiempo que la terapia de flebotomia. En ciertas
realizaciones, el primer agente se administra antes de la terapia de flebotomia. En ciertas realizaciones, el primer
agente se administra después de la terapia de flebotomia. En ciertas realizaciones, la frecuencia de flebotomia
disminuye. En ciertas realizaciones, se reduce el tiempo requerido para la flebotomia.

VENTAJAS DE LA INVENCION

[0176] Aqui se describen, por primera vez, métodos y composiciones para la modulacion de TMPRSS6 que pueden
tratar, prevenir y/o mejorar una enfermedad de acumulacién de hierro. En una realizacién particular, se describen
inhibidores de TMPRSS6 tales como oligonucledtidos antisentido (oligonucleétidos dirigidos a un acido nucleico que
codifica la proteina TMPRSS6) para mejorar un trastorno de acumulacién de hierro como hemocromatosis, policitemia
o talasemia. La orientaciéon de TMPRSS6 con inhibidores especificos de TMPRSS6 como se describe en el presente
documento tiene varios efectos positivos que incluyen, pero no se limitan a: (a) aumentar los niveles de hepcidina, (b)
prevenir la absorcion excesiva de hierro y la sobrecarga de hierro, (c) aumentar las concentraciones de transferrina
en suero, que disminuird aun mas la saturacion de transferrina y la formacion de hemicromos, (d) almacenara de forma
segura el exceso de hierro en los macréfagos y (e) disminuira la saturacion de transferrina, lo que conducira a una
disminucion del suministro de hierro para la eritropoyesis.

EJEMPLOS

Descripcién no limitante

[0178] 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 solo sirven para ilustrar los compuestos

descritos aqui y no estan destinados a limitar los mismos.

Ejemplo 1: Inhibicion antisentido in vivo de la serina proteasa transmembrana murina tipo Il (TMPRSS6)
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[0179] Se disefiaron varios oligonucledtidos antisentido dirigidos al ARNm TMPRSS6 murino (N° de acceso GENBANK
NM_027902,2, incorporado aqui como SEQ ID NO: 1). Los sitios de inicio objetivo y las secuencias de cada
oligonucledtido se presentan en la Tabla 1. Los oligonucleétidos antisentido quiméricos en la Tabla 1 se disefiaron
como separadores de MOE 5-10-5. Los separadores tienen una longitud de 20 nucledsidos, en donde el segmento de
separacion central esta compuesto por diez 2'-desoxinucleodsidos y esta flanqueado en ambos lados (en las direcciones
5"y 3') por alas que comprenden cinco nucledsidos cada una. Cada nucledsido en el segmento del ala 5 y cada
nucledsido en el segmento del ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos en cada gapmer
son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en cada separador son 5- metilcitosinas.

Tabla 1
Gapmers dirigidos a TMPRSS6 murino
ISIS N° Secuencia Sitio de inicio de destino SEQ ID NO
537402 | AGGCCTTCCGGGTCCACCTC 795 8
537450 | TTTCTTTCCTACAGAGACCC 2933 9
537451 | AGCCTTGATAGAGGCACCTT 3001 10
537452 | GCTTAGAGTACAGCCCACTT 3044 11
537480 | TCACCAGGCCTTCCGGGTCC 800 12
537524 | AGGCATCCTAACCACCAGCT 2789 13

Tratamiento

[0180] Se inyectaron grupos de cuatro ratones C57BL/6 cada uno con 25 mg/kg de ISIS 537402, ISIS 537450, ISIS
537451, I1SIS 537452, I1SIS 537480 o ISIS 537524 dos veces por semana durante 4 semanas. A un grupo de cuatro
ratones se les inyect6 25 mg/kg de oligonucledtido de control, ISIS 141923 (CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC, designado
aqui como SEQ ID NO: 14; un separador de MOE 5-10-5 sin diana murina conocida), dos veces por semana durante
4 semanas. Se inyectd un grupo control de ratones con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) dos veces por
semana durante 4 semanas. Los ratones fueron sacrificados dos dias después de la dosis final.

Analisis de ARN

[0181] Se extrajo ARN de tejido de higado para analisis en tiempo real PCR de TMPRSS6, utilizando conjunto de
sonda de cebador RTS3481 (ATTCCACGCTGGGCTGTTAT secuencia directa, designada aqui como SEQ ID NO: 15;
CTGGTCAGGCCCCTTCAA secuencia inversa, designada aqui como SEQ ID NO: 16; secuencia de sonda
TGAACCCAGGCCAGGTCCTCCC, designada aqui como SEQ ID NO: 17). El analisis RT-PCR de hepcidina también
se realizd, wusando el conjunto de sonda de cebador RTS1777 (secuencia directa
TGCAGAAGAGAAGGAAGAGAGACA, designada aqui como SEQ ID NO: 18; secuencia inversa
CACACTGGGAATTGTTACAGCATT, designada aqui como SEQ ID NO: 19; secuencia de sonda
CAACTTCCCCATCTGCATCTTCTGCTQT, designada aqui ID NO: 20). Los niveles de ARNm se normalizaron usando
RIBOGREEN®. Como se muestra en la Tabla 2, la mayoria de los oligonucleétidos antisentido lograron la reduccion
de TMPRSS6 murino sobre el control de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de
TMPRSS6, en relacion con el control. Como se muestra en la Tabla 3, la mayoria de los oligonucleétidos antisentido
lograron un aumento en los niveles de hepcidina murina en comparacion con el control de PBS. Los resultados se
presentan como un cambio porcentual de los niveles de hepcidina, en relaciéon con el control.

Tabla 2
Porcentaje de inhibicion de los niveles de ARNm TMPRSS6 murino en ratones C57BL/6
ISIS NO % de inhibicion de TMPRSS6
537402 65
537450 80
537451 39
537452 86
537480 60
537524 90
141923 0
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Tabla 3
Aumento porcentual en los niveles de ARNm de hepcidina murina en ratones C57BL/6

ISIS NO % de hepcidina
537402 +28
537450 +113
537451 -7

537452 +201
537480 +13
537524 +181
141923 -38

Efecto sobre los niveles de hierro

[0182] Los niveles de hierro en suero se midieron usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY) (Siek, G. et al., Clin. Chem. 48: 161-166, 2002). Los resultados se presentan en la Tabla 4,
expresados como pg/dL. Los resultados indican que varios de los oligonucleétidos ISIS redujeron los niveles de hierro.

Tabla 4
Niveles de hierro (ug/dL) en ratones C57BL/6
Hierro (ug/dL)

PBS 161
ISIS 537402 148
ISIS 537450 94
ISIS 537451 161
ISIS 537452 82
ISIS 537480 135
ISIS 537524 104
ISIS 141923 144

Pesos corporales y de 6rganos

[0183] El efecto de la inhibicion antisentido de TMPRSS6 sobre la salud general de los animales, como lo demuestran
los cambios en pesos corporales y de érganos, se evalué. Como se muestra en la Tabla 5, no hubo cambios
significativos en los pesos corporales de los ratones tratados con oligonucleétidos antisentido, en comparacion con el
control de PBS. De manera similar, como se muestra en la Tabla 6, hubo un cambio insignificante en los pesos de los
organos de los ratones tratados con oligonucleétido antisentido, en comparacion con el control de PBS.

Tabla 5
Pesos corporales (g) de ratones C57BL/6
Peso corporal (g)

PBS 24,6
ISIS 537402 26,1
ISIS 537450 22,7
ISIS 537451 26,0
ISIS 537452 25,2
ISIS 537480 26,4
ISIS 537524 27,2
ISIS 141923 26,8
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Tabla 6

Pesos de érganos (g) de ratones C57BL/6
Higado | Rifidn Bazo
PBS 1,4 0,08 0,34
ISIS 537402 1,6 0,09 0,31
ISIS 537450 1,5 0,09 0,33
ISIS 537451 1,6 0,08 0,33
ISIS 537452 1,6 0,09 0,34
ISIS 537480 1,7 0,08 0,34
ISIS 537524 1,6 0,11 0,35
ISIS 141923 1,6 0,09 0,31

Funcién hepatica

[0184] Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas utilizando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY) (Nyblom, H. et al., Alcohol & Alcoholism 39: 336-339, 2004; Tietz NW (Ed): Clinical Guide to Laboratory
Tests, 32 ed. WB Saunders, Filadelfia, PA, 1995). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina
transaminasa) y AST (aspartato transaminasa) y los resultados se presentan en la Tabla 7 expresada en Ul/L. Varios
de los oligonucledtidos ISIS se consideraron tolerables en los ratones, como lo demuestra su perfil de transaminasas
hepaticas.

Tabla 7
Niveles ALT y AST (UI/L) de ratones C57BL/6

ALT AST

PBS 40 59
ISIS 537402 42 63
ISIS 537450 49 77
ISIS 537451 54 67
ISIS 537452 38 67
ISIS 537480 35 58
ISIS 537524 219 180
ISIS 141923 60 83

Funcién renal

[0185] Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de BUN utilizando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY)
(Nyblom, H. et al., Alcohol & Alcoholism 39: 336-339, 2004; Tietz NW (Ed): Clinical Guide to Laboratory Tests, 32 ed.
WB Saunders, Filadelfia, PA, 1995). Los resultados se presentan en la Tabla 8 expresada en mg/dL. Varios de los
oligonucledtidos ISIS se consideraron tolerables en los ratones, como lo demuestra su perfil de BUN en plasma.

Tabla 8
Niveles de BUN (mg/dL) de ratones C57BL/6
BUN

PBS 41
ISIS 537402 43
ISIS 537450 42
ISIS 537451 47
ISIS 537452 37
ISIS 537480 34
ISIS 537524 40
ISIS 141923 35

Ejemplo 2: Efecto de la inhibicion antisentido dependiente de la dosis de TMPRSS6 murino

[0186] EI efecto del tratamiento con varias concentraciones de dosis de ISIS 537450 e ISIS 537452 se evalu6 en
ratones C57BL/6 de tipo silvestre.

Tratamiento
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[0187] Se inyectaron grupos de tres de cuatro ratones C57BL/6, cada uno con 25 mg/kg, 50 mg/kg, o 100 mg/kg de
ISIS 537450, la semana durante 4 semanas. Se inyectaron tres grupos de cuatro ratones C57BL/6 cada uno con 25
mg/kg, 50 mg/kg o 100 mg/kg de ISIS 537452, semanalmente durante 4 semanas. Se inyectd a un grupo de 4 ratones
cada uno con 50 mg/kg de oligonucledtido de control, ISIS 141923 (SEQ ID NO: 14), semanalmente durante 4
semanas. Se inyectd a un grupo de ratones control con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) administrada
semanalmente durante 4 semanas. Los ratones fueron sacrificados dos dias después de la dosis final.

ARN Analisis

[0188] Se extrajo ARN de tejido de higado para analisis en tiempo real PCR de TMPRSS6, utilizando conjunto de
sonda de cebador RTS3481. El analisis RT-PCR de hepcidina también se realizd, usando el conjunto de sonda de
cebador RTS1777. Los niveles de ARNm se normalizaron usando RIBOGREEN®. Como se muestra en la Tabla 9,
los oligonucleodtidos antisentido lograron una reduccion dependiente de la dosis de TMPRSS6 murino sobre el control
de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de TMPRSSS6, en relacién con el control. Como
se muestra en la Tabla 10, los oligonucledtidos antisentido lograron un aumento dependiente de la dosis de los niveles
de hepcidina murina en comparacion con el control PBS. Los resultados se presentan como un porcentaje de aumento
de hepcidina, en relacién con el control.

Tabla 9
Porcentaje de inhibicion de los niveles de ARNm TMPRSS6 murino en ratones C57BL/6
Dosis o L
(mg/kg/semana) % de inhibicion
25 45
ISIS 537450 50 76
100 90
25 56
ISIS 537452 50 50
100 100
ISIS 141923 100 27
Tabla 10
Aumento porcentual en los niveles de ARNm de hepcidina murina en ratones C57BL/6
Dosis (mg/kg/semana) % de aumento
25 28
ISIS 537450 50 110
100 372
25 55
ISIS 537452 50 268
100 349
ISIS 141923 100 109

Efecto sobre los niveles de hierro

[0189] La capacidad de uniodn al hierro insaturado (UIBC) se usa frecuentemente junto con una prueba de hierro en
suero para evaluar la sobrecarga de hierro en pacientes con hemocromatosis (Yamanishi, H. et al., Clin. Chem. 49:
175-178, 2003). Estas dos pruebas se utilizan para calcular la saturacion de transferrina, un indicador mas util del
estado del hierro que solo el hierro o el UIBC solo (Adams, PC et al., N Engl. J. Med. 352: 1769-1778, 2005). Los
niveles de hierro y la capacidad de unién de hierro insaturado de las moléculas de transferrina se midieron usando un
analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY) (Siek, G. et al., Clin. Chem. 48: 161-
166, 2002). Los resultados para niveles de hierro, niveles de transferrina y porcentaje de saturacion de transferrina se
presentan en las Tablas 11y 12, e indican que el tratamiento con oligonucleétidos ISIS redujo los niveles de hierro y
el porcentaje de saturacion de transferrina y aumento los niveles de transferrina.
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Tabla 11
Niveles de hierro de ratones C57BL/6
Dosis (mg/kg/semana)  [Hierro (ug/dL)
PBS - 109
25 102
ISIS 537450 50 56
100 38
25 93
ISIS 537452 50 53
100 44
ISIS 141923 100 87
Tabla 12
Porcentaje de saturacion de transferrina y niveles de transferrina en ratones C57BL/6
Dosis Saturacion de | Transferrina
(mg/kg/semana) | transferrina (%) (ng/ml)
PBS - 35 122
25 28 136
ISIS 537450 50 14 151
100 9 159
25 25 142
ISIS 537452 50 11 164
100 8 183
ISIS 141923 100 23 144

Funcién hepatica

[0190] Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron las concentraciones
plasmaticas de transaminasas usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY) (Nyblom, H. et al., Alcohol & Alcoholism 39: 336-339, 2004; Tietz NW (Ed): Clinical Guide to Laboratory Tests, 32
ed. WB Saunders, Filadelfia, PA, 1995). Se midieron las concentraciones plasmaticas de ALT (alanina transaminasa)
y AST (aspartato transaminasa) y los resultados se presentan en la Tabla 13 expresada en UI/L. Los oligonucleétidos
ISIS dirigidos a TMPRSS6 se consideraron tolerables en los ratones, como lo demuestra su perfil de transaminasas
hepaticas.

Tabla 13
Niveles ALT y AST (UI/L) de ratones C57BL/6
Dosis
(mg/kg/semana) ALT AST
PBS - 45 79
ISIS 537450 25 50 95
50 22 62
100 24 66
ISIS 537452 25 17 38
50 54 60
100 38 76
ISIS 141923 100 112 172

Funcién renal

[0191] Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion renal, se midieron las concentraciones
plasmaticas de BUN usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY)
(Nyblom, H. et al., Alcohol & Alcoholism 39: 336-339, 2004; Tietz NW (Ed): Clinical Guide to Laboratory Tests, 32 ed.
WB Saunders, Filadelfia, Pensilvania, 1995). Los resultados se presentan en la Tabla 14 expresada en mg/dL. Los
objetivos de oligonucledtidos ISIS se consideraron tolerables en los ratones, como lo demuestra su perfil de BUN en
plasma.
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Tabla 14
Niveles de BUN (mg/dL) de ratones C57BL/6
Dosis BUN
(mg/kg/semana)

PBS - 36
ISIS 537450 25 32
50 33

100 32

ISIS 537452 25 32
50 32

100 35

ISIS 141923 100 32

Ejemplo 3: Efecto de la inhibicion antisentido de TMPRSS6 murino en ratones inactivados con HFE

[0192] EI efecto del tratamiento de oligonucledtido antisentido dirigido a TMPRSS6 murino se evalud en ratones HFE
-I-. Los ratones HFE -/- tienen profundas diferencias en los parametros de la homeostasis del hierro en comparacion
con los comparieros de camada de tipo silvestre. La saturacion de transferrina en ayunas es significativamente elevada
y las concentraciones de hierro hepatico son significativamente mas altas que los ratones de control. Por lo tanto, los
ratones inactivados con HFE se consideran un modelo estandar de hemocromatosis hereditaria (Zhou, XY y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. 1998. 95: 2492-2497).

[0193] ISIS 537450 (TTTCTTTCCTACAGAGACCC; SEQ ID NO: 9) es un gapmer 5-10-5 MOE, 20 nucletsidos de
longitud, en donde el segmento gap central esta compuesto por diez 2'-desoxinucledsidos y esta flanqueado en ambos
lados (en las direcciones 5 y 3') por alas que comprenden cinco nucledsidos cada una. Cada nucledsido en el
segmento del ala 5’ y cada nucledsido en el segmento del ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en todo el gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en todo el
gapmer son 5-metilcitosinas. I1SIS 537450 se dirige a ARNm TMPRSS6 murino (N° de acceso GENBANK
NM_027902,2, incorporado aqui como SEQ ID NO: 1) con un sitio de inicio diana de 2933.

[0194] Se evalud el efecto del tratamiento de los ratones con ISIS 537450 en los niveles TMPRSS6 ARNm y hierro.
Tratamiento

[0195] Un grupo de 12 ratones HFE*macho y hembra fueron inyectados con 100 mg/kg de ISIS 537450 semanal
durante 6 semanas. Un grupo de control de 11 ratones HFE -- machos y hembras se inyecté con PBS semanalmente
durante 6 semanas. Los ratones recibieron comida normal durante el periodo de estudio. Los ratones fueron
sacrificados 2 dias después de la dosis final de oligonuclettido antisentido o PBS.

Analisis de ARN

[0196] Se extrajo ARN de tejido de higado para analisis en tiempo real PCR de TMPRSS6, utilizando un conjunto de
sonda de cebador RTS3481 (ATTCCACGCTGGGCTGTTAT secuencia directa, designada aqui como SEQ ID NO: 15;
CTGGTCAGGCCCCTTCAA secuencia inversa, designada aqui como SEQ ID NO: 16; secuencia de sonda
TGAACCCAGGCCAGGTCCTCCC, designada aqui como SEQ ID NO: 17). El analisis RT-PCR de hepcidina también
se realizd, wusando el conjunto de sonda de cebador RTS1777 (secuencia directa
TGCAGAAGAGAAGGAAGAGAGACA, designada aqui como SEQ ID NO: 18; secuencia inversa
CACACTGGGAATTGTTACAGCATT, designada aqui como SEQ ID NO: 19; secuencia de sonda
CAACTTCCCCATCTGCATCTTCTGCTQT, designada aqui ID NO: 20). Los niveles de ARNm se normalizaron usando
RIBOGREEN®. El tratamiento con ISIS 537450 logré una reduccion del 88% de TMPRSS6 murino sobre el control de
PBS. El tratamiento con ISIS 537450 también logré un aumento del 152% de los niveles de hepcidina murina en
comparacioén con el control de PBS.

Efecto sobre los niveles de hierro

[0197] Los niveles de hierro se midieron usando un analizador quimico clinico automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY) (Siek, G. et al.., Clin. Chem. 48: 161-166, 2002). Los resultados para los niveles de transferrina, los
niveles de hierro y el porcentaje de saturacion de transferrina se presentan en la Tabla 15, e indican que el tratamiento
con oligonucledtidos ISIS aumento los niveles de transferrina y redujo los niveles de hierro y el porcentaje de saturacion
de transferrina. En comparacion, los niveles de hierro en ratones de tipo silvestre no tratados (C57BL/6) mostrados
anteriormente son generalmente de aproximadamente 110 ug/dL, los niveles de transferrina son de aproximadamente
122 ng/ml y la saturacion de transferrina es de aproximadamente el 35%. Por lo tanto, la inhibicion antisentido de
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TMPRSS6 en este modelo resulté en una mejora de los niveles de hierro, niveles de transferrina y niveles de saturacion
de transferrina cercanos a los encontrados en ratones de tipo silvestre.

[0198] Los niveles de hierro en el higado y el bazo fueron medidos por Exova (Santa Fe Springs, CA). Los datos se
presentan en la Tabla 16. Los resultados indican que la inhibicion antisentido de TMPRSS6 produjo una disminucion
en la acumulacion hepatica de hierro y un aumento en la retencién de hierro en los macréfagos de los ratones HFE -/-
. La reduccion de hierro del tejido hepatico y la absorcion simultanea de hierro sérico no unido por los macréfagos
indican que la inhibicion antisentido de TMPRSS6 en este modelo da como resultado la mejora de la sobrecarga de
hierro en los tejidos (Nemeth, E. et al., Science. 2004. 306: 2090-3).

Tabla 15
Niveles séricos de hierro, saturacion de transferrina y niveles de transferrina en ratones HFE -/-
Suero de hierro Saturaciéon de | Transferrina
(pg/dL) transferrina (%) (ng/ml)
PBS 318 93 132
ISIS 537450 142 26 183
Tabla 16
Niveles de hierro en higado y macréfagos de ratones HFE-+ (ug/g de tejido)
Higado Macréfagos
PBS 388 468
ISIS 537450 256 683

Ejemplo 4: Efecto de la inhibicion antisentido de TMPRSS6 murino en ratones th3/+

[0199] EI modelo de ratones th3/+, un modelo de (3-talasemia, alberga una delecién heterocigética de genes Brenory
Braver (Yang, B. et al.., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 1995. 92: 11608-12; Ciavetta, DJ et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 1995. 92: 9259-63) y exhibe caracteristicas comparables a las de pacientes afectados por B-talasemia
intermedia (TI). El efecto del tratamiento con un oligonucledétido antisentido dirigido a TMPRSS6 murino se evalud en
ratones th3/+.

[0200] ISIS 537452 (GCTTAGAGTACAGCCCACTT; SEQ ID NO: 11) es un gapmer 5-10-5 MOE, 20 nucledsidos de
longitud, en donde el segmento de hueco central esta compuesto por diez 2'-desoxinucledsidos y esta flanqueado en
ambos lados (en las direcciones 5’ y 3') por alas que comprenden cinco nucledsidos cada una. Cada nucledsido en el
segmento del ala 5’ y cada nucledsido en el segmento del ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE. Los enlaces
internucleosidicos en todo el gapmer son enlaces de fosforotioato (P = S). Todos los residuos de citosina en todo el
gapmer son 5-metilcitosinas. ISIS 537452 se dirige a ARNm TMPRSS6 murino (N° de acceso GENBANK
NM_027902,2, incorporado aqui como SEQ ID NO: 1) con un sitio de inicio diana de 3044.

[0201] Se evalud el efecto del tratamiento de los ratones con ISIS 537452 en varios parametros en los ratones.
Tratamiento

[0202] Un grupo de igual numero de ratones th3/+ machos y hembras, de 10-15 semanas de edad, se inyect6 con 100
mg/kg de ISIS 537452 semanalmente durante 6 semanas. Un grupo de control de ratones th3/+ machos y hembras
se inyect6 con PBS semanalmente durante 6 semanas. Los ratones recibieron comida normal durante el periodo de
estudio. Los ratones fueron sacrificados 2 dias después de la dosis final de oligonucleétido antisentido o PBS. Los
grupos de hombres y mujeres se evaluaron por separado.

Analisis ARN

[0203] Se extrajo ARN de tejido de higado para analisis en tiempo real PCR de TMPRSSS, utilizando el conjunto de
sonda de cebador RTS3481. También se realizé un analisis por RT-PCR de hepcidina, usando el conjunto de sonda
de cebador RTS1777. Los niveles de ARNm se normalizaron usando RIBOGREEN®. Los datos se presentan en la
Tabla 17. Los resultados indican que ISIS 537452 redujo significativamente los niveles de TMPRSS6 en el higado. La
inhibicion antisentido de los niveles de TMPRSS6 se asocié con un aumento modesto en la expresién absoluta de
hepcidina en los ratones th3/+. Sin embargo, cuando la expresién de hepcidina se normalizé por la concentracion de
hierro en el higado, la diferencia entre los ratones de hielo th3/+ no tratados y tratados fue significativa, lo que
corresponde a un aumento de 3,4 veces en los machos y un aumento de 2,0 veces en las hembras. Los niveles de
TMPRSS6 y hepcidina se expresan como un porcentaje del grupo de control PBS masculino.
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Tabla 17

% de cambio en ratones th3/+

TMPRSS6 | Hepcidina
PBS-Hembra +4 +34
ISIS 537452-Hembra -85 +64
ISIS 537452-Macho -85 +67

Analisis del suero

[0204] Niveles de hierro y transferrina se midieron usando un analizador de quimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY) (Siek, G. et al, Clin Chem 2002 48: 161-166). Se calculo la saturacion de transferrina.
Los datos se presentan en la Tabla 18 e indican que el tratamiento con oligonucledtidos ISIS redujo los niveles de
hierro y el porcentaje de saturacion de transferrina.

[0205] Niveles de bilirrubina total se midieron también por el mismo analizador de quimica clinica. Los datos también
se presentan en la Tabla 18. Los resultados indican que la inhibicion antisentido de TMPRSS6 resulté en una
disminucion en los niveles totales de Bilirrubina de los ratones. Ademas, la mayoria de la bilirrubina era bilirrubina
indirecta (datos no mostrados) en los ratones th3/+, lo que indica que la inhibicién antisentido disminuy6 la hemdlisis.

Tabla 18
Parametros séricos en ratones th3/+
Niveles de hierro Transferrina Saturacion de Bilirrubina total
(ug/dL) (ng/ml) transferrina (%) (mg/dL)
Masculino PBS 199 138 63 0,32
ISIS
537450 134 172 26 0,16
Hembra PBS 179 135 55 0,30
ISIS
537450 111 164 20 0,15

Analisis de 6rganos

[0206] Los niveles de hierro en el bazo y el higado fueron medidos por el Centro de Diagndstico para la Poblacion y
la Salud Animal (DCPAH) (Michigan State University, Lansing, MI). Los datos se presentan en las Tablas 19 y 20. Los
resultados indican que el tratamiento con oligonucleétidos ISIS redujo la concentracion de hierro en el higado. La
medicion del peso del bazo indicé que la inhibicién antisentido de TMPRSS6 también redujo el peso del bazo en
comparacion con los grupos de control. El peso del bazo se expresa como un porcentaje del peso medido en un grupo
de ratones al comienzo del experimento. La tincidon con azul de Prusia de Pearl indicdé que el hierro en el bazo se
localizé predominantemente en macrofagos (datos no mostrados) como se esperaba por el aumento de la expresion
de hepcidina. La reduccién de hierro del tejido hepatico y la absorcion simultanea de hierro sérico no unido por los
macrofagos indican que la inhibicion antisentido de TMPRSS6 en este modelo da como resultado la mejora de la
sobrecarga de hierro en los tejidos (Nemeth, E. et al., Science. 2004. 306: 2090-3).

[0207] Por lo tanto, la inhibicién de antisentido TMPRSS6 reduce la acumulacién hepatica de hierro y esplenomegalia
asociada con este modelo de ratén (Pippard, MJ et al, Lancet 1979. 2: 819-21; Yang, B. et al, Proc Natl Acad. Sci.
EE.UU. 1995. 92: 11608-12).

Tabla 19
Analisis de la concentracion de hierro en el higado en ratones th3/+
Conc. de hierro en higado (ug/dL)
Masculino PBS 605
ISIS 537452 315
Hemb PBS 1321
emora ISIS 537452 816
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Tabla 20
Analisis del peso del bazo en ratones th3/+
Peso relativo del bazo
(%)
. PBS 1,1
Masculino ISIS 537452 0,1
PBS 1,6
Hembra ISIS 537452 0,1

Analisis hematolbgico

[0208] EI recuento de glébulos rojos (RBC), recuento de reticulocitos, hemoglobina (HGB) y hematocrito (HCT) se
midieron en el dia 42 usando un Analizador de hematologia ADVIA120 (Bayer, EE.UU.). Los datos se presentan en la
Tabla 21 e indican que el tratamiento con oligonucledtidos I1SIS aumenté el recuento de glébulos rojos, los niveles de
HGB y HCT, y disminuy®d el recuento de reticulocitos (es decir, el nimero de reticulocitos como porcentaje del nimero
de gldbulos rojos). El aumento de glébulos rojos y la disminucion del recuento de reticulocitos indica que el tratamiento
antisentido mejoré la produccién de glébulos rojos.

[0209] Ademas, los ratones tratados con th3/+ exhibieron valores mas bajos de MCHy MCV, lo que sugiere, como se
observo anteriormente (Gardenghi et al., J Clin Invest, 2010, 120: 4466-4477), que niveles mas bajos de saturacion
de transferrina se asociaron con una ingesta de hierro disminuida y formacién de hemicromos.

[0210] Los resultados indican que la inhibicion antisentido de TMPRSS6 mejoro el fenotipo anémico en este modelo.

Tabla 21
Anadlisis del fenotipo anémico en ratones th3/+
RBC (x10° Reticulocitos (x10° células/uL) |HGB (g/dL)HCT (g/dL)
células/pL)
Masculino Dia 0 8,3 1404 7,6 28,6
Dia 42 11,1 472 9,2 34,5
Hemb Dia 0 8,5 1818 7,8 30,5
eMdra "Bia 42 11,3 1029 10,0 36,5
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<160> 20

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210>1

<211> 3206

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1

agtttcattg
caagggacaa
gccagttggg
ggcccggeac
ccaggatgcecce
gagaggaagc
accgggacta
gggtcatgct
ctggcagcct
ttgcttteeg
ccecgeectggg
cctgcttett
aagtagtgcg
ataagaccga
acatagtcgt
aggtcctccce
ggcccgaaga
gggtggcgat
ggtgcagccg
tgtggaaaaa
ccttccagga
tcegtacace
cggtaccctce
agaagtacaa
gcttecegtac
ccatcaactt
tgtacaacca
tcectgegtg
gcagagccat
accggcagcece
gtgggacatt
gtgacggcca
agggcctcectce
aggccagcct
gggtcataac
ccgtgttect

tcgeectgga
gggccagaca
ggtggaaaga
ctaccttcca
caccaccgag
tgctgagcca
cgtcecgette
ttggtatttc
ccgggtgete
cagtgaatct
tacttactac
ctggtttatc
cgagctcctg
atatgaggtg
actgaattcc
attgaagggg
cctcatgatc
gtacgacgca
ccaggaacct
gggcatgcat
ctgccaggtg
ctactacccc
tctggactac
ccgactgtgt
cctgcagceca
cacctcccag
atcagacccce
tgacgggatc
gttccagtge
cgactgtctc
cactttccag
gtcagattgce
cagccgtatt
ccagattcgg
ggccgceccac

gggaaagatg

cctgacagga
ccccagcecat
ccttggectg
ctcttgaaga
gtccecccaag
gaggggaagt
acgccactgt
ctagggtaca
aaccgtcatt
gccaaagccce
aactctagtt
cttgacatcc
gtggatgagc
gacccggaag
acgctgggcet
cctgaccagce
aaagtgcggce
gctgggceccce
gtgatggagg
agctactatg
aacctgacac
agttactact
ggcttggege
actcagggcc
tatgctgaga
atctccectcea
tgccectggtg
aaggactgcc
caagaggaca
aatggcagtg
tgtgaggacc
agagacggct
gtgggcggga
ggtcgacaca
tgcttccagg
cggcagaact

gaggcccatg
ggctccaggce
gataaacaga
tgccgagatg
cggctgatgg
tcaagccccecce
tgctggtcett
aagcggaagt
tctcccagga
agaagatgct
ctgtctactce
ctgagtacca
tactgtccaa
gcectggtgat
gttatcgcta
agaccacaag
tggagtggac
tggagaagag
tgctggcatc
accctttect
tggagggccg
ctcccagtac
tctggttecga
agtggatgat
ggatccccat
caggcccggg
agttcctctg
ccaatggcct
gcacgtgcat
acgaagaaca
ggagctgtgt
cagatgagca
ccgtgtecte
tctgtggggg
aggacagcat
cgcgectggee

38

gaacttgggg
cattgatcca

ggcctccagg
tttccagcete
tcagggcgat
aaaaaacacc
ggctgcgetg
gaccgtaagce
cctgggeccga
ccaagaactg
ctttggggag
gcgactgacce
cagctcaacc
cctggaagcecce
cagctatgtg
ctgecctgtgg
ccgggtcgat
acttatcacc
gggctccgte
gctctcagtg
gctggacaca
ccactgctcce
tgcctacgeca
ccagaacagg
ggtggcctca
tgtgcaagtg
ctctgtgaat
ggatgagaga
ttcactgcect
gtgccaagaa
gaagaagccc
acactgtgac
cgagggtgag
ggctctcatc
ggcctcceceg

aggcgaggtg

ccacaggcca
acctaagctg
cctgtgtgeca
ccectgttceta
gcgggtgatg
aagagaaaaa
gtctcagecag
caggtgtact
cgggagtcta
gttgccagca
ggacccctca
ctgagccctg
ctggcttcct
agtgtgaacg
aacccaggcece
catctgcaag
tgcagagaca
tcggtctatg
atggccgtgg
aagtctgtgg
cagggcttce
tggcatctca
ctgaggaggc
aggctgtgtg
gatggtgtca
tactacagct
ggactgtgtg
aactgtgtct
agagtctgtg
ggagtgccct
aacccagagt
tgtggcctce
tggccatgge
gctgaccgcet
aagctgtgga
tccttcaagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
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<210> 2

tgagcecgtcet
tgctgcagcet
ccecgetecceca
gagagggtgg
acctctgcag
gcaagggcaa
ccagtggccg
atttctttgg
cctgagggct
gccaggacac
ccccagtgac
gggccagcct
tgctcctace
gtaggaaaga
aaggtgcctc
agccaaatca
gccteectge
ccctgacact

<211> 3212
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

gttcctgeac
cgaccaccce
cttectttgag
tcecggtgage
tgaggcctac
gaaagatgcc
ctggttcctg
cgtctacacce
gttctacaga
aagtattctg
agtacagaga
cggctaggtt
actgttttgg
aagaatcctt
tatcaaggct
ccgggeagec
cattcactgg
gaaaaaaaaa
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ccgtaccacg
gtggtgtact
ccaggccagce
aacaccctgce
cgctaccagg
tgccagggtyg
gcagggttgg
cgtgtcacac
gctggacctg
gggcaagtga
aggatgtcag
tcacttctaa
agtggggtct
cceccettgecaa
ctatcagagc
tcagctgcag
aggcccactg
aaaaaa

aggaggacag
cggccactgt
actgctggat
agaaggtgga
tgtcceccacg
actctggagg
ttagctgggg
gtgtgatcaa
cctccaggece
ccectgetaag
ctggtggtta
ccetttetta
ggcggccatg
aagcctcecttg
ccttgagtct
atgcctgcectg
tctgttctgg

39

ccatgactac
gcgcececcgte
cacaggctgg
cgtacagctg
catgctctgt
cccactggtt
cctgggetgt
ctggatccag
aagttcaggg
gecetgtttece
ggatgcctcce
ttctagtcct
accttggcect
ggggaactgc

gccaagtggg
aagctctgcece

gaataaagca

gacgtggcce
tgcctgectg
ggagcccagce
gtccctcagg
gctggctace
tgcagggagce
ggccgaccca
caggtgctga
tgtccaccca
ctcaggccta
tgaggtccag
ttcecectecece
ccgggtetcet
acagagaaag
ctgtactcta
tgctacaggg
cttgaccaag

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3206
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cttgagccag
cacttcecctce
ttactcttcece
ggggacggag
tccaagagaa
ctegtgetgg
atggtcagcc
cttacccgee
aaggagctca
tttggggagg
cggctgatge
gtcaacagct
gtgatcctgg
cgctacagct
tccagectgece
tggacgctgg
aagaggctca
gcgtcggggg
ttegtgetet
aacaggctcg
caaacccact
tttgatgcct
acgatccaga
cccgtggtgg
cceggtgtge
ctctgttcetg
ggcctggatg
tgcatctcac
gagcagtgcc
tgcgtgaaga
gaggagcact
tcctecgagg
gggggggccc
agcatggcect
tggcctggag
gacagccatg
geccegtgegece
tggattacgg

gtggatgtge
ccacgcatge
ggtggtccge
tggggcctgg
atcagctgga
ctcectggact
ggtgggggag
tctgetcecag
ctgaggaccce
tcctecactg
ccgaggagtg
cagagagcag
tgctcccecatce
gtaagccaaa
ctgggcecte
gctgectgat

acccagtcca
ctctgtgage
actccaaaag
gtgatggcga
aagcccgggg

cttcggeggg
aggtgtactc

gggaatctag
tcaccagcac
gacccctcac
tgagccecga
cggctgecgt
aagccagtgt
acgtgggcca
tgtggcacct
cagagtgccg
tcaccteggt
ccatcatggce
ccgtgecagece
actcccaggg
gctecctggea
atgcactgag
acaggaggct
ccacggecgg
gggtgcacta
tgaatggact
agagaaactg
tgcccaaggt
aggaaggggt
agcccaacce
gtgactgtgg
gtgagtggcce
tcatcgcetga
ccacggtgcet
aggtgtcctt
actacgacgt
ccgtctgect

gctggggege

agttgatccc
tgtgtgeecgg
tggtgtgcaa
gctgtggecg
tccagcaagt
cagagagccc
agagcaggcc
tgatggcagg
aggcccacac
ctgcctaatg
tctgaggtge
attccagcectt
ggaggggacc

aggtggggaa
acagcccaga
caaaaaaaaa
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gctctggtge
tgtctcggeca
gatgcccegtg
ggaagcggag
ctacctecege
ggtgctactc
aggcagtctg
tgcctteege
ccgectggga
ctgecttette
ggtggtgcag
ccecctacagg
gaaagacata
gggccaggte
gcagggcccec
ggaccgactg
gtacggctge
ggtcgtctgg
ggtggtcttc
cgtecctcage
cctcacggtg
gaggcagaag
gtgtggettg
gatcaccatc
tggcttgtac
ctgtgtccct
cgtttgcaga
ctgtgatggg
gccatgtggg
gcagtgtgat
cctccaggge
atggcaggcc
ccgetgggtg
gtggaccgtg
caaggtgagc
ggcgctgetg
gcecegegege
cttgcgegag

acaggacctg
ctaccgcaag
ggcactcagt
gcctaactac
ggtgacctga
agggcaactg
ctgtggtgge
aggatggaga
ccagccectte
caaggcagtg
gccccactcet
cggaagcccece
ctcagagcce
gtcctgactce
ccctcactgg
aaaaaaaaaa

ctgcecctetg
cccacttgeca
gccgaggecce
ccggagggga
ctggtgcecce
tggtatttcce
cgtgtactca
agtgaaaccg
acttactaca
tggttcattc
gcactgctgg
gccgagtacg
gctgcattga
ctcecggetga
aaggacctca
gccatgtatg
agccgcecagg
aagaagggcc
caggcctgtg
accccgtact
ccetetetgg
tatgatttgce
cgcatcctge
aacttcacct
aaccagtcgg
gcctgtgatg
gccacattcce
cagcctgatt
acattcacct
gggcggcccg
ccctcececagece
agcctccagg
ataacagctg
ttcetgggea
cgeetgetee
cagctcgacc
tcccacttcet
ggcggceccca

tgcagcgagg
ggcaagaagg
ggccgetggt
ttcggegtcet
ggaactgccce
ccaagcaggg
aggaggtggc
agtgccagca
tgcctecccaa
gctcagcagce
gtacagaggce
tggtctaact
tggagactgce
cagggtccectt
gaggtgagct
aa

gtgcgagctg
gtcactgecg
cccaggtgge
tgttcaaggce
tgtttgtgcet
tagggtacaa
atcgccactt
ccaaagccca
actccagctce
tccaaatccce
tggaggagct
aagtggaccc
attccacgcect
aggggcctga
tgctcaaact
acgtggccgg
agcccgtggt
tgcacagcta
aagtgaacct
tccccageta
actacggctt
cgtgcaccca
agccctacge
cccagatcte
acccctgecece
gggtcaagga
agtgcaaaga
gtctcaacgg
tccagtgtga
actgcaggga
gcattgttgg
ttcggggtcg
cccactgett
aggtgtggca
tgcacccgta
acccggtggt
tcgagcecegg
tcagcaacgce

tctatcgceta
atgcctgtca
tcctggeggg
acacccgcat
ccctgecaaag
ggacaagtat
atcttgtctce
gctgggggte
ttctectetee
aagaatgctg
tgtttgggca
tgggatctgg

caggtgggcce
gcecccacece

cagctgccecct

acctgagatg
cctgatgttg
tggcgggcag
ctgtgaggac
gctggeccectg
ggcggaggtg
ctcccaggat
gaagatgctc
cgtctattce
cgagcaccgce
gctgtccaca
cgagggccta
gggttgttac
ccacctggcee
ccggctggag
gccectggag
ggaggttctg
ctacgaccce
gacgctggac
ctactcgecee
ggcectetgg
gggccagtgg
cgagaggatc
cctcaccggg
tggagagttc
ctgccceccaac
ggacagcaca
cagcgacgaa
ggaccggagce
cggctcggat
tggagctgtg
acacatctgt
ccaggaggac
gaactcgege
ccacgaagag
gcgcteggece
cctgcactge
tctgcagaaa

ccaggtgacg
gggtgactca
gctggtcage
cacaggtgtg
cagggcccac
tctggegggg
gtccctgatg
aagacgtccc
tcegteccect
gttctacatc
gcecttgecte
gaatggaagg
tgctgeccact
tgcctgceccac
ttggaataaa

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

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3212

<210> 3

<211> 41251

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 3

atagtaagag
caaaggcttt
tgcttgaaag
gttgctattt
gtggaaaaag
tgggcaagcg
ggagtgaatg
tgagttagtg
tggaggttta
aacatgggac
tgagggcacg
agaaaggtga
cagctcaggg
ctcegtgaac
caagaggtca
cagcctctag
gaagccagtg
gccctetggt
cacttgcagt
tgcttecegtg
actttggtct
cagggggacg
gactccaaga
ctgctegtge
ccgectggga
gactgggttc
tctgttcetet
caggtcctat
ggtggggaaa
taaacatcgce
ccagccctaa
gctcacttga
gggtctccag
tggggcccte
tcagtcccct
ccgttecattce
tggagtctct
actgtgcctc
aagcacctcc
atcagacctg

gagatgaact
ctctgtactg
ggtctcaaaa
aatcatgatt
cagggagtca
gcttagectce
tcaggtattc
ctagaacact
agtgagataa
aatggttcca
aaatgaatat
gagagacggt
gattctgggg
cagaaccagg
gatgtctaca
ggaggtgggt
ggaagcaaag
gcgagctgac
cactgcecgece
ccccacceggt
gtttcecetgg
gaggtgatgg
gaaaagcccg
tggcttegge
gaggcacctg
caggctcagce
gggtctccct
ggctcgggte
gtgggcectce
cttcecettge
agaaggaggc
gcctagecta
ggtccagcat
tgccatgtcce
ggtgcceggg
attcatggaa
cctecttectt
tacactgtac
tgtgtgecag
acatttacgce
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tcgcagtagt
tggggaaacc
tagagttgga
tgttaattaa
gacatctaga
tctgggette
aaatcacact
ctgggtctca
agcaggtgaa
catccectggg
tagtttttgt
actctgtgaa
cgggggctaa
agcaagaaac
gaagtctgca
gtttaggtac
gtggggttct
ctgagatgca
tgatgttgtt
gctcagcaga
caggatgccc
cgaggaagcg
gggctacctc
gggggtgcta
gggaggactt
cgtgcttage
ccectgtecett
tgcttectge
ctagcaccca
ctgcagtcct
ccagaggcac
ggttctccte
gaatggggga
ttaattatgg
gagcaattgg
taaatgcectct
ctgcctttga
actgtagaag
gttctgggga
taaagcatag

ctggagccectt
tgcgtcaaag
accctggagce
cagctcattt
ctcaacctcc
agggtttttt
gggaaaatgg
gtttcecttat
gtacccacgt
tgacctgaaa
tcecettecte
ggaaggcagg
gtgcatggac
agcattcctt
ccccatgtac
tgagacctcce
tgagccagac
cttcectect
actcttccac
ggctceccttg
gtggccgagg
gagccggagg
cgectggtge
ctctggtatt
ggggtgactg
atattgctgt
ccagctggag
ttgggcaaag
gttcttgtga
cctgggttge
caatggtacc
taggctgggg
cggagcaggc
ctggccecte
cctgtgetct
tgagcatcta
cagtgggaag
gcccattcat
tagcceccetgt
catgtgatgg

41

tgctctcecg
gccaaataca
gtggagaggg
atgggaggca
acttccectge
taatctgtaa
ggctaggaaa
ctgttcaatg
ggtgtgggcet
attaagtgtg
tgccacaaga
tceceeggece
tgtgtgggcg
gcgtggacgg
ttcagttctg
gtctgtecte
ccagtccage
ctgtgagctg
tccaaaaggce
caaatgcgag
cceccecccaggt
ggatgttcaa
ccectgtttgt
tcctaggtaa
tagcaggcac
gtgaccttgg
atgctgtcag
tgccccaaag
gccagccagce
ccctgaggcet
tggtaccaat
accacagctc
agctggagag
cctgatgtca
gggcccattce
ttatctttet
taatggagaa
ttgttcattt
ccttgtgatt
gacagaggaa

gtgggtgggt
ttgggatgtt
gcgacattca
tcttagattce
tgtgtgatct
aatgcgtctg
agccctagac
ggtgcagaac
ggaggaagaa
agatgtctca
ctttgagagc
agcgcagtgce
tggtgggaag
gaaatgaggg
tctgtgggtg
tgaccatagg
tctggtgect
tctcggcace
agggaagtcc
gctgtttcca
ggctggeggg
ggcctgtgag
gctgectggee
cgttgtggga
agcaggacag
gcaagtcact
accctggetce
ctccccacca
ccacagagca
tggagccaac
tagtgecctct
tatccecetcet
cagccagcct
cagccctcag
atccaggcect
ctaagattga
accaaatcgg
actcagtgcce
tagccaaggce

gctgagggct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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gggaagececac
cctgcaaagy
tgaaagcaac
caaggggtca
ccaggtctga
cgcaggcagt
acagggctgt
gcactggget
attcccoctg
gggetgagga
acagagggat
ttgaccagge
ctgcecetgte
caagcgagga
caggaccctt
gcaagagttt
tgagaaaaca
gctgeocatecac
ccagoaccayg
tetgotoctt
ggotocotot
taaatccaat
ccagaageococe
tgetttttet
ttcgtgatct
atttgecattt
cctettaatg
aatttccece
tcececttact
tctaacteca
cacagcetggyg
tectegatge
accatttgat
aggcgcegtgg
tgaggtecagy
tacaaaatta
gcaggagaat
cactccaage
aaaagaaaac
tectocccagy
ctgtcectgtt
geoctgggaca
ccgteceatg
ggtttacegt
ttotgtecgt
aggctetcaa
taccotette
tgattttaaa
ctgecggagge
ctttcagece
cctetgetgg
acatctcage
tcaacagcac
tgtgtggttyg
acatctgtet
toecotgggtyg
ccetgggecta
tcagoctete
tacecttgeag
acaaagatga
tgagggtgty
tccactaace

ggtgtactca

aggagggaca
atagctagtyg
ctggggacca
gggttgggag
cacgggcctg
agacgccatg
gggggectee
ggagggccag
attatgetec
cocaaggggt
taagggttga
tgtgetcootg
tggaagagga
ggacagcctg
aataccacca
tatgtgttect
aaacagctta
gtgecactecet
caaggatgec
gaaagagotg
gococacaad
gtecacttet
tttectecet
gtgtcectge
catctgctac
ctagectggg
tctaaggage
agacectgtac
cctttettte
aaacacatca
gocaggcetet
tetecetgeo
aaagcaaacqg
ctcacgeceeg
agttegagac
accgggegtyg
cgcttgaace
taggcaacaa
aaaaaaaceca
cctggaaage
gctcactett
ttectttccac
cectgattec
ctgattectt
tgttttgete
gaggtattta
acttcagoca
ctttteatgg
cccagetoeet
gggtectcac
aaggtacttc
tggagggtca
catgtggecac
ccagagccac
tggttaactg
acctcacgag
tgtggattte
cotgggaaceo
ccagtttgte
tgatgatgac
ggtggcagga
ctgetggttce
ggcagtctge
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acccagatge
ctettactgy
actttgtage
tgtctggaac
cttgcaatga
tgcatttcac
tcaggtageg
gaactcacct
tggggtaaat
gagtgetece
aggaggcoact
ggactgggeg
ggtgcacaag
gcccgaggayg
accatatttc
caagccccca
gaagagaagc
cctgggacce
ctotetocee
teagtocaca
tecaatggeoce
cagtcatcat
agactttggg
tgatgggtgg
ccttagette
cctecteecett
atctcggace
ctccaacate
tttteccacce
aaagcagety
gteoeccootgyg
tetgecotge
aaatccteta
taatcccage
cagectgace
gtggtgeatyg
cgggaggcaqy
gagegaaact
ccteccatte
cctacccage
tgctgctect
agatgtacat
caccgcactg
gcetagtetac
atatagtccoe
ctgagtaaat
aaatagoctt
ttacccottgt
tgcegecect
catggktccce
cctecectett
ctccactctyg
tgctcecctga
gectttetta
gegtacooca
tggaaggatyg
ctggoettea
tgtaggacac
atccaataaa
attgatggtg
gaaggcatgy
cttectggge
gtgtactcaa

ctgegbgate
ctgaatctec
agtggagaga
cagcatctgg
cttatagtga
caccagcagg
ggctaattag
gccaattatt
cacoooccac
aagcctetge
ttgggagotyg
ctgggoaagyg
tgaccagtga
agggtgtggc
ctgggtecctt
gcacccgeet
cccatatatg
cgatccegec
cagtgtccet
cacacagtet
attgtcaage
tgcacttgac
cogocaccegyg
ggcctoteet
aagtgcectt
gagcttgtet
ctatgettte
ccagktccaag
agccecactt
acgccaatca
acatectetec
ctecttagaqg
acttegetge
actttgggag
aatatgcaga
cetgtaateco
aggttgtggt
ctgtetcaaa
cteccatctt
ctctecoccctt
gaaacacacc
caccttcttc
accacctcta
aagctattaa
aagtactttg
ggataggggt
tgcaaaacag
tocatcgggta
ccccatctet
gtgctaccgg
ctcttaccaa
gcccaggetg
tggcactgec
cccaccactyg
tgtagtaggt
cotagtggtyg
tgtcattggt
catccatotg
ctttagatga
ccatggagac
aagagacagg
agggtacaag
tcgeocacttce
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agaagcatce
tggtggaatt
aatccatgta
gagtgacact
ttctaccecag
aagccagtge
tctacagggt
tetetttgea
cocaggagag
tgggggaage
tttgaaagac
aagtggateca
cactggageca
tggecttcecta
tccectttect
gccectgtet
ttggcccace
cectctgece
tggggtgect
ctotgtgece
tegoecaacat
coegggggete
gteoectttecg
ttotectetece
tataccctga
ctagagctge
agaccatgag
accacttett
tgccagcaaa
ctteoccacece
coctggagece
ccetttetecaa
ttaaaaccte
gccgaggeag
aaccctgtet
cagcetacttg
gagcggagat
aacaaaacaa
acccagggty
ccccatctca
aggectttge
cctgacctee
acctgttata
gggcagtttt
gotcagttoe
gtaaaccagyg
aagtotgatg
aagacccaat
gactgcteca
ccceghkgece
tttacagttt
agtgtcctcyg
cacagacaga
tcagctteac
ggttageoaca
ctgacceatyg
gteoctggact
ggagocttte
ccatgatgac
ccaagacact
agactttcce
gcggaggtga
tccecaggate

cattaaacat
ccaggectgt
ggectagatc
attgggaacc
agttgagcaa
cccagatagc
aaaccacggqg
gaggagttta
gtgctocatg
caactoceoec
toctooagoco
gagacacgaoco
ggacaggccc
aggatggtag
gctctccecag
cctgecttcag
tgecocctecea
acacaatggc
coccecattte
ttteocaacet
cocaggttgo
acccccoacet
ctecagecaggt
acccgettet
taacacccac
ccctgetett
gtectctgeat
tetggeoacet
cetggtcate
tetectetge
tgcaggegtyg
cagcagaggg
gottggggec
atggatcacc
ctactaaaaa
cgaggetgag
tgagecattg
aacaaaaaca
aaagcccgag
tacccteoctg
acttgcecect
atatcgcagce
cacgatgtgt
ttettgatag
tacacatage
gotgtgagte
acatcattec
gggcccotgeco
gcoccaaacagg
catgetgete
cceccatceet
tcacatcecec
tgccacatge
aaggggaggc

cactgtggga
accttggoot

ggtcactgtyg
acctcooctgg
aatgggagtyg
gaggctgage
acctgcttec
tggtcagececa
ttacccocgeeg

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
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ggaatctagt
gggggatgag
agoccagttgy
tggaagcaga
cggattagat
acagtgcagc
gcteotoceo
geogetectyg
tggecegete

acggtggccoc

caggacggtg
ttacaggacg

cecgttacagg
cccteegtta
acggaggcty
gecagaagty
tggatcaata
getgtotece
attcatggee
agaatcacct
gacccagect
cggctgeoaga
ctgegceaaat
aaactaccoca
caggagccga
catcagcagt
ggtgtgagat
ctgtccacct
caggtaggaa
tcacagctca
gtoctattcoot
caaagaatgg
aaactaaggce
atctgtagaa
atcaagggcc
ggctecaggy
agacacaagt
cgeetectte
gcggaaagtyg
ccctggecte
tcattcteca
tgectggtgga
agtacgaagt
gggttggect

caggectggyg
gccattgeat

agacaaggct
tttttttttt
aaagacatag
ttcettttga
gttgtgtgtyg
gatgtgtece
tgtatttgtg
gtcaggttta
agctagttte
ggttttaaaa
ctettttect
tgctagagte
tcaccacget
tgcaccaact
tagtgttgte
ggcagagttt
caaatgcttyg

gocttoegea
agggagggaa
tcaaccecatc
tgaggttgag
cctgatcatg
tgacactatt
ctecogttaca
ceccteegtt
ctecceocteco
tctecteoceeo
gcccegetett
gtggccoccact
acggtggeec
caggacggtyg
gtectactgee
ccggggagtt
cogecagette
agagatgcce
ctgtgttgot
ccaaataaac
gaggctgecec
tttgttgtgg
gcttaagage
tcagagetge
gtggggtttc
gcaggtggag
tecatgeatge
tggagaatca
gtgggcctgt
aggagectcat
ttgggtgagt
gaggggccte
atagagaggqg
tggaaacatg
tgacaccatc
cocgactgec
tcacctctca
agaggteget
ctegatgtge
tectcacttet
aatceceocecgag
ggagctgetg
ggaccocgag
catgaggttg
gtgcetgteag
tcaaggagec
ggctccaagg
ttgttottgt
ctgcattgaa
gttggecattt
cagggagcec
aagcaagtet
tgtgtettgt
gtggtccacg

cactgatggt
cttggtettt

ttecttececa
accttgeatt
gcacaaggca
ggcetgetgga
acccagagcc
aaatccttgt
cttetttgtt
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gtgaaacege
tatgggggty
tggagcatte
ggtecatggga
cctettacea
gagggcccygc
ggacggtgge
acaggacggt
gttacaggac
ctccgtaaca
cccecteegt
actgecocte
gctectgece
gecactcetg
tgccactete
attocccagga
tttggeccety
tattcggety
tgoccacttt
cacttgeceoe
gtttecectect
gttgcagtga
ctgtaatceot
tggcttgteoc
tcagagttga
gtgagagtcy
cccggecoegy
tgcatggage
ctgecctgea
caccagcace
tgtecttgec
tgtaggette
aacttggett
ggtgtgatag
aggcgaggeg
ccgteccacat
tgcctcagtt
aggaggette
atgagcaggg
gectgeoctta
caccgccgge
tccacagtea
ggoctagtga
ggggaaacaa
ggtgggeceoc
aggaaagaaqg
gtctccteta
ttatttgttt
ttccacgetg
gtcttgactt
tggecaagag
tggagecctgt
agacgggtgt
aacgtgacte
agaaaatcat
tggaggtage
gtcaggetea
tecteocaageg
ggaggtgctg
ctctatggee
aaggtggggy
tataccttte

ggatggaggt

caaagoccag
aaaagagagyg
acagggaceca
aagttagtgg
ggggtggage
tectgoceet
cogetecteco
ggcoegotect
ggtggeocete
ggacggtgge
tacaggacgg
cgttacagga
ctctgttaca
coccctotgtt
aggectgcagyg
gcaaccctga
gcaggggygaa
agctecagatyg
ccagteteote
accttgtcaa
cecatgaggta
agttgagata
gocagoageg
caggcecatgg
ggagtgactt
ggtgtagtgg
ccactcagea
ggggetgeca
gagggtccca
cgectgggaa
cotgaccage
tgatgcaatg
cotgeatgte
gtttgcacca
atgttggagg
ctggttetge
ttctecatteg
tgcgtgaaga
gtggagctgg
gggagggacc
tgatgctgag
acagetogge
tecctgggtea
getgtggtat
coaggagage
ggtgggatgyg
attttatttt
gttecatttec
ggtacgctat
tgttgtgtat
tcacecaggyg
agggggagayg
gecatgogttc
tectetatea
cttgeocaatt
ggtgccattg
tocageocteo
gacccacaat
tccaagttgt
cctaaattet
tgagcgtcte
cttaccttee
gatgaggtca

43

aagatggtag
ggtggggtct
cagcccktget
atgtttgggt
atgaccttgy
ccocgttacagy
ccctoegtta
gcoccteegt
teoteeececot
cctetecteoe
tggccgetoe
cagtggocge
agacggtgge
acaggatggt
accacktgece
accatgagoyg
tagttcacag
ctectcagete
ccteccaact
tggagggtct
ggggtgataa
acacgaacac
ctgtagttgg
gaggaggtge
ttggcaaggg
aaacagaaag
ctgtgtgace
gtaggagcaa
ggggctgttyg
cttactacaa
tectgoaaga
cetteatgtt
accctecctt
gacaatgact
ggcatggggt
tacttgegge
taaaataagg
cggacagcaa
ggccagacct
cctcacctge
cocccgaggty
tgeegtoece
gtactgegag
ggocoegggga

cccccaggtyg
gggcatttag

cattgtattt
ttttatcaga
ttttttttece
cagggggaca
gatgccatgg
gaggtggega
ctgtgkbgggt
ttcacttcaa
cacggtttgt
cattcaagaa
ctecctacet
ctttecagetg
agtttgtgtg
cagattocte
aacccekttet
cgtettececa
aagtacagtt

gaaaggatet
gatcacatgg
ccaggcacca
caatagcact
gaaaggtccc
acggktggecce
caggacggtyg
tacaggacgg
cegttacagyg
ccctecgtta
tgeoccteeg
tectgoceet
cogetecetge
ggctecactge
agcaaggcag
ctggagtggg
aatgttccag
tacactgege
actgtttece
gettetgagyg
caacaggacc
tattecccacg
agatgcgcaa
agaggggacce
gcagaggggt
aaggggatgg
gtgatcaage
agggeaccte
tecttecette
ctccagetec
agctgagatt
tcaaatgggg
cactgggetce
gtgatggetyg
taaaagcatt
atagtttatg
attatgagag
tggctgaggt
cagaatcectt
ttetteotggt
gtgcaggecac
tacagggeceg
tggaaacgtyg
ggctgeoctge
aggtagcagt
ggtaaatcte
tettttettt
agccagtgtg
cctceccatt
catggcttet
tggactcage
cgtgeatgeg
gtgaggatga
cctgeccaca
cagtcacgtt
cgeteootteco
ggtgcogtat
accagcacaqg
agttgtgcag
ccacactate
cagggaggga
tcctgetggt
ttcaaagagg

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7580
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9300
9360
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tgaaatcatg
ttaatggggy
tctatctatce
ctagctaget
getgtetgtt
atcaatcatt
tggttaaggt
taaaatcatt
gaggttgata
gacttaatca
tggtcaattg
taacagagtc
aacctccacec
acaggtgect
cgtgttggee
caaagtgety
tattaaaaaa
ggaggcagayg
gogaaaccoc
agtcctaacce
gcagtgagcet
ctccatctea
ggtcctatgg
gectegtgoc
gggtgttegt
ggttcagtge
gaagtcgact
ggatgacegt
cacataaaca
tggagagagy
gagtoccocaga
tggagggggce
cactttggga
caacatggca
gcectgtaate
gaggttgcag
ccattaaaaa
ggtgggggty
gagctgttgt
ataaaataat
ggcgagaaga
gggaacaccc
gaaggtgttt
aaaaaaaaaa
aaagaacaca
gtecettece
tcagcatgge
gtgtattcac
gggattatta
agttaactac
aaccaatagt
gattggggac
gattttgtat
taggtgggga
ccocctggygy

gacaggggga
cagactgaaa

tcattcctaa
agatactgga
aacacacagt
ggtggtacty
agagactcac
gaggcagccy

attctcatac
aacgagtaga
tatctatcat
gtctattate
tatatctatc
aatggaaaaa
cotaccagge
gacagettat
atctacaacc
gatgatgcectt
ctgeetgatt
tcactotgte
tcccaggtte
gocaccatge
aggctggtet
ggattacagg
tataaaagtec
gcaggcagat
gtctettota
agtcaggagyg
gagattgtga
daaaaaaaaa
aaagttattt
totgtgtece
ttcatgaatg
atgtccagag
ttatgagecac
gtectcacee
gattetcata
gaattgttcg
tctacaggag
atcagatttg
ggccaagttyg
aaaccccate
ccagectactt
tgagccaaga
aaaaattagc
gggggctaag
gatcgcateca
tttcaaaaga
agaaagggtt
aaggegtgtt
ctgattaaca
gggtaattat
aaaccctagg
taggcagaca
caggggtcag
cteccattece
ttacatccat
ccagaggtag
aagtcagagt
agagactgge
ggcceatgag
gggtagtgec
cocagceagat
cttttgettg
actcaggttt
atcceccactg
tgctecacgg
cggtgcoacag
ctttgtaagt
tggtgtgtgg
tgagatggge
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aaagatagag
atggtaaaga
ctectgttgat
tatctgtetyg
tatctateta
gagaattgct
aagaaaactc
tacagtette
aatagtaagt
ggagacagag
ttgtatagee
atccaggetg
aagcaattct
ctggectaatt
cgageteety
tgtgageccac
agoccaggeat
cacctgaggt
aaaatataaa
ctgaggeagyg
ggttgtgeca
aaaaaaaaaa
tttetectge
catgttoctg
aatgattgaa
cacagagtct
ttcecttecaty
ctgoccctegy
acaccaggty
ttccaaagca
ggaggggttyg

ggcatgggeoec
agcggatcac

tctactgaaa
gggaggctga
ttgcacecatt
tggacatggt
gtgggaggat
ctgogeteca
aaaagaaatt
ccctgageay
cagttaattc
agaggttage
taaagtggea
aagagcocage
ttgttgttet
ggagaagggg
ttectggtece
ttgacagaac
tgaacatcta
tattactect
tcactgecage
ccaagaatga
cctecectect
ggcactagoco
cctgtggect
tataatttca
gctectggaa
gagagaacat
tcactgtttt
tctagcagtg
ggtagggggy
taggtctgag

tgaccatgtyg
atgcaagaaa
atctgtetge
tetetetgte
tctatctatc
agaataagat
aaacctttgg
tgaaagttaa
cagagatatt
actggctcat
catgagccaa
gagtgeagtyg
cctgettcag
tgtatatttt
accteaggtyg
cacgectgge
ggtggctcat
caggagtttyg
aattagcogg
agaatcactt
ctgtacteca
aaaaaaagaa
aatagaagtg
goeagttgtte
caaatgaatg
cagggggcag
ccaggcococca
aggagettta
ccagtgtgag
gaagagggygyg
ctecoctgactg
gggcgtagtyg
ctgaggtcag
atacaaaatt
ggcaggagaa
gcactocage
ggtgtgecacc
cacccgaget
goectgagtga
caggecatggg
agggaatggc
cteceageee
acacacctet
agagcaaaga
catctttece
ctetetgggyg
ctgagccaca
tcagcactge
ttggaatggc
cctctacaga
gagagcctca
ctggacaceg
catcatcaca
tctectocagt
tggggggect
tccaaagaag
tgtcaccagg
gaacaccagg
gttcactgge
gaatgaatga
catcagagct
tggggtatga
cctcaggegg

44

tcaaatattt
ctgatetatt
ttgtectatet
tetgtetgte
tatctatecta
taccaagtta
agttgteottt
catctaccete
actcctgaga
tgecagcctgg
gaatgacata
ccogegatett
cctectgagt
tagaagagat
atccacectge
tccataggee
gectgtaace
agaccagcct
gcatggtggt
gaaccoccggaa
gcectgggega
agaaagaaaqg
ctatgtaata
tgtaattate
aaagcatgaa
agataacaac
ttcectgeget
agcoccccatga
aatagaggecc
caaatcaaga
ggggatcetyg
gcacaagect
gagttegagg
agctggtcat
ttgettgaac
ctgggcagea
tgtagtcecta
caggaggteg
caggetgtet
ggtaggcagy
aggggeaaay
cgagaggtge
ccacggaatt
atctgettgg
cagetgetgg
aggtcagete
ggtggcagea
ccagaggagqg
taagccactg
gtctgaggtt
gggggactta
aatctggtce
cagctgatga
tccecteoececa
goecctocagge
acgatttaaa
ctgecteocca
cttetggega
agaccctggt
atgaatgaat
tacggattag
tggtgaaaca
ggccagetge

atttggectga
tgtctateta
agttatctaa
tagctagecta
tctatctatc
gatacaaacc
tctagtgaat
tacagagtcet
gecteaggyy
acaccgaatc
tatatatata
ggctecattge
agctgggact
gaggttttge
cteccacctec
atttttcaat
cagecactttg
ggccaagaag
gogecacctgt
gatggagett
cagagtgaga
gaaaggaaaa
goctcatgtt
tgtgetcagt
tgaggagact
tcaaatecectt
gaggacacca
gggagacaga
ccagaggcag
gocteacaca
gaagacttca
gtaatcccag
ccagectgge
ggtggcoceat
ccaggaggtyg
agagcaaatt
gctacteggg
aggctgeaat
caacaataaa
aatttgtcag
gctgggggag
caggetocet
cgtotcaaaa
agcaagattt
tggaggcect
cecactgeaqg
tcagagcaaa
tcataggaca
gcccagactc
gataatctge
atcagacaat
actgetgeet
gtgttggtge
tataccececect
tgaccaaget
gocagagaaaa
catcccocaggt
ggtttaaatg
goctagateg
gaatgatgca
atggaagagc
gttgtgaagt
aggatgaaaa

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10880
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
1le40
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
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gtcacaggece
caggcactge
tatcatcecta
gatgaggaaa
ggcccaggtc
ttgagcgaga
taagcacctg
ccagggoage
cctecatocot
gtgtgtggte
tgocaggagaa
ttgtocteta
gcctectttge
cgtecacctce
tceccoccaggea
tccatteoecat
ggaaagagaa
ccatecetgee
tcacaggaat
tgggcecaggy
ggcacctgea
agtgccggga
cctegtgagt
gggagttgaa
tatctgggagy
gtgtactggyg
gttgtagaty
agtctggety
tggtagaaca
gattcccecat
gtaggtgtge
aagttctage
gtgtggggeyg
aaggcoaagtt
atcagactat
cattattgtt
caggagccat
agaagtaggyg
ggcaggtggt
tcecteoccocaca
atgetetggy
tcaggetgat
gggaccagtyg
acacccctee
gctgggtogty
agtgcagaga
ggtttccect
ccagototgt
agctctaaaa
gctagggaat
ttgetcagtt
tctgeegeta
ggtgacctcc
ccggtaagge
gagacttggg
ctgggggoty

ccaggggaaa
gggttatgee

tttgaggetyg
agcagcaccce
gctattgggt
cagatgcgct
tgagagggtyg

tttctececececa
ctttattgag
cageectetge
gcaaggccca
tgtgcaatgg
cagtgaggga
ttttattotg
c¢toccagact
totteteote
caagocoagaoo
agcagogooco
gatacacgtg
tcacgcaggyg
tgagctattc
gcgactggat
gagtgaatga
ggatggggta
tggtggagga
caggggetygt
coaggtcote
gggococaayg
ccgactggec
coctgggaag
agtcacacac
acaggacggc
ggcegekbtece
actcctgaag
cagcechtggac
cccaccctet
gggaggggat
agtatctatt
aatgcatcag

ggggtgtgyy
actttgeoote

ctgtgeocatyg
atcattatat
ttggactttg
ctttagggca
tgggggtggyg
ggatggggag
ctgggecagtt
goctettetg
tgttcagatce
cecagggect
acctegatet
agccagacac
ggggcttete
toctacteac
tgacaggtca
gggggtgagg
tcaaccatgt
ggtaaataaa
aggtctettc
caaaaaggac
tgetgoagea
agggggotay
tgeoccataoco
caccatgoet
tgettggagy
ctteectectg
tgcececatteca
ggactccaga
aaggggagct
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gecctacetyg
cccctactgt
tggeggcect
ggaaagatta
acacaatcat
aggcattcag
atggettecac
cctecttagg
attgeetgtg
catgtecage
atceteggaa
ccectgtgtgt
acccccagga
ttgcctgtte
ttttacctgg
ctgaaccaat
gageatgtect
ccttgaggga
geccototeoo
cggetgaagg
gacctecatge
atgtatgacg
gagggcagga
agcatteotta
tagettagag
ctocegegage
tcagectctgy
tttcaacctc
ctgecttcecca
gtcttcactg
ttgagtgaac
agctcacgga
gatgtgacgyg
ttagaacctg
atccttacac
atgcetetaac
atatttggta
taagatatgg
gaggagggac
atgggtgtta
ctcagegatt
tetecacttgy
aagegeagte
ctecaagetyg
geggeatgty
catctgactt
caggtgocte
tgtggeteot
gacaacakttt
gggactttgg
getttgatte
ataaaacccc
catcctaata
gtggctgtat
ggaagatcaa
tgeocetgotac
coggacoetyg
ccagotgget
agctcaggta
tcaaggececa
gagggaggtg
gagtgttgece
ggggaacccc

ctecgtetec
gcaaggtget
gcaagggtgg
ggtggtgget
tgaaagtatc
ttcagtttet
catcattage
gceactocett
goctegetgg
cttgeoocaac
tggectggge
acttttetea
tgccececcage
tgtgtctgtc
gcactgagaa
gaacaaatgc
ggctatcecee
cctggetece
cogoetocagy
ggcctgacca
tcaaacteeg

tggcegggec
gggagggetyg
gacaagggaqg
gggatagggg
ctecagtttec
gaggcaccgt
tgggctecgtt
ggcttctggt
ccgggecctce
gaatgaatga
ttaaatgtaa
ggaaccococot
cttacottge
atagtgagtg
tgggactggg
agtggggagc
agtggagtac
tggaaatggc
goctacaaag
gtttattgag
getghggeca
tttgaatgtyg
cteteteett
cgtgggetga
ccaggtccaa
tcagectggg
ggtggotote
ggggkttcteca
tggtgatggg
tgegttccat
ccaacaatga
tcgtatctec
gggagggtgg
getggaatgg

tggaggeccac
ggcaccaaga

goaggotget
ctegettgeo
ggtgccocacyg
gggccgttag
attgacactg
tgtctgagac
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ctcacaccca
gtgectgggea
tgttategte
gggcaaaccc
tcatacagct
ggcctgtage
tcaaagotcoa
ctctetaceg
tetcocacage
cttetgtgge
caggocteoce
aagctgoceg
ccacaggccy
tgtcceccoget
ggcgtgaage
atgaatgagg
acceggetee
cagggktccee
ttgttaccge
cotggecteoe
gcetggagtgg
cctggagaag
gaaaagggag
ggtaggacct
agaggaggct
ccatectgtaa
ggcttgttgg
cctaaatcct
ggggtttaaa
gtgcctagac
tgtaggtggt
gagcagagag
gtotoctage
cggateattg
ccotageactt
cogcaaaagyg
tattgaaagt
agaagtgatc
cttgacctet
cactgeagga
cacttacttt
gectocagge
agctggeoaga
gteoacceocte
gtttetggag

aaagggtggg

aggggacctg
tecatococaga

agcttgtace
aagacagagc
atttcattta
aagctaaage
cacctcecccag
ggggcaccgy
taggaagaag
fa) dutalul atalatal
coctoccagyg
tgggtgeocat
aaggtgectg
cacagtetge
tttcttataa

ggaagtttgg
aggcagaceca

cctgaggaac
ttcaaacgtyg
ccattetata
agatgtgtet
gttgtgggeca
aaatgcttga
tgteoctecee
gaagtgaagce
agccagagga
tocotatgge
tgeotteoage
gotogococa
ggtttgaagc
gtcatccatg
tcagtgtgtyg
atactgacag
cctgeccage
tecettetgge
tacagctacg
agcetgeoctgt
acgctggeag
aggctcatca
tggttgatgg
tgggceotggg
ggagatggtt
caaageegtt
gatgtttcag
gactgcttcc
tgagatacta
caaacgcaca
actgetttge
gettactggt
tgegtgeocoeot
gaggatttaa
acacgctage
cattgagtge
tcttgagecac
aggatcagag
gggagcctgg
ggtggggaag
gtgctgggeg
agatggggat
ggttettgeco
ctgetgtect
ggetcetggga
gacacttagg
actgccocagge
cocttggaga
ccagacacet
aggtggeccce
taagaagggc
ccccatbtaaa
ggaagatgag
tgtggttggg
ggacgagggc
tggcaagagg
gagacocttyg
gtgtagegat
aaatcoctec
aggcagggaqg
attgacccat
gggaggttgg
ggggcaccta

13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14540
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
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catatgtggg
ggactgcegy
tcaccagtet
gttatttgtt
ggtcacgaga
tgccagaaac
tcacagatga
gcegtcatea
gaggagctag
gaattctece
gtocagacte
cccagacaocoe
ccaggagecce
gggectgeac
tgagaggtca
ctgggctcac
ctggaagcte
cacttccacc
atcgcteoccet
tgtgotgace
actcacocee
gtotgtttge
caagagggceg
gtgtggeagy
tecttgeecce
tggaccagcece
ggaggatggc
ccactcttct
tggcatagac
tccecttggga
gecocaatgga
cagectotea
aaggggaaca
ttttgtaaac
actacatgeoco
gtgtgtgceta
tcacattcaa
cgccagecty
agcctgtgaa
cccgtactte
accccaccct
cgggatgaga
acacatcoectg
tgoectgtttg
otttgttgtt
cegetecteoe
atgcactgag
acaggaggta
ttccectecte
caaggggagc
gtcccagect
tttggtcatc
gggtgctgta
gactcatggy
tocccocttatea
gaaatcatgg
tettgeooctt
tgtgagcaag
tgaggccagt
ttcagaggece
ttcatttgtc
gagaggttcc
gctcaggtge

agggtaccag
tagggccteca
tttcaggget
cogagectec
ccacacctge
ggtggtccet
ttetgtagea
tcaaactgta
cotggtoott
cacagacaca
cogtocacoo
agccocageoct
gtggtggagg
agctactacyg
ggggtccctyg
tgctecacett
ctgctgetet
cccctettec
tgctteoccecte
gocteotaocote
tocotgecet
agcaggacta
cagggagott
totcccactyg
cttcccagga
atacttctge
agagaggagy
cccteccact
ctgggtccec
gtctgacaca
gagatggcca
cggtgtagec
goteoteotete
tggogagtye
aggcotgtttg
ttactgtecct
ccacagcaat
ctgggaggtyg
gtgaacctga
cccagctact
gcctgeeccac
gggggcagtyg
ccagggtgga
ttgagtgact
agggaggtayg
cteccaggtyg
gaggcagaag
cocacttecte
aatagtgacc
gagcagaggc
ccgocectgge
agacaccttg
acccectetyg
cactttggtyg
cgaacoootyg
gtgocotgga
goteocototg
agacagtggg
aggtgcoccac
tgggcetggge
tgggaagaaa
atatctcaaa
aggtaatatt
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ccatcacaga
gktttccctat
gacattccag
caggcogecaa
cttctecety
gecagatgeca
gggtggaggyg
agctccagaa
ggagggecett
cagtggtete
teccocagea
tgoccacottt
ttctggegte
accccttegt
gggcaggygga
ttttgcccaa
ccactcccca
ccttgacegt
ctctttetet
cctecteoact
ctocoettgg
agaactcett
ggggaggtgt
ccttoccage
agggecacgtc
geaggagyce
ccatagagtg
cagggtccca
agctggccaa
ggctecgagge
gggcaggtga
tcaaccaage
ccocageocac
tgtcococgeaa
aatgtttatg
cattttacag
ttgectggecay
cagccaggqgy
cgctggacaa
actcgceccca
ctgececectetyg
tecccgectet
gagggetgtyg
gacagacottt
gttcacoaac
ccctototgg
tatgatttge
tectecetet
ccctcattgyg
tggggetggt
ceccggettee
gatgtttatt
gecaccctcaa
ccttecetet
otgcacagoo
tooccocgaat
gtaactaagt
gttaggetaa
tgggectgge
aaggaggcag
agagaactag
tgtgtggatc
gtttagagtg

cagtgcctag
ctggaaatca
atttctaaaa
getectgggea
cctatcecttg
gtctagtett
gtctoggggag
gtctggggaa
cagtetgteco
tggtaggaga
gocgectgeo
ctgtteotgeco
gggggccatce
getctocogtyg
ggggtggtag
attgaggatg
coccocggccco
cctaccattc
gtccttectt
cgectggace
cacocacogyg
ggatteoegeco
gatggcoageca
coccacccete
ccacccegea
caaactttge
ttggecagetyg
geccctettet
actggagcgc
gggagggaac
geatgotect
cacteotttt
caccgtgagg
atatcaataa
totttttaat
atgaggaaac
aggtggtagg
acccctgtgt
caggctegac
aacccactgc
ccgcaagcac
gctgaagoge
ggegaggtet
agcoccacot
ctggocacac
actacggett
cgtgcaceoca
ggcttocttt
aagcccaagt
gtcaggcctg
cctctggeta
ctaattacag
tccttcaata
aaacccaagg
aggcoccaato
coccaacggyg
ttceocgacaaa
goegactaceg
caccaggaaqg
ggaaacagag
gaaattcaag
atcccagecat

gggagggtgg
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cgocaggeeta
agcagetgac
geccagaagt
gatttctggy
agcacagcca
cctgeccaggy
ggagcatggg
cctectggee
tetggggetyg
ccoggacaoca
gecctecetg
agggtgtacyg
atggeggtcyg
cagccggtgy
tagaatccaa
ggatggggayg
cctcttectt
gcagtctectg
ctctetecett
tgtgtccect
tggcetgggec
ctagacagte
cagcoaggoda
ctoctgotte
tgggacagct
catttctgga
cttctgecte
cggtttatcc
taaatgggta
aaagggcttt
gtectgaceoce
ctoccgaaceot
cctgtgeoagg
ctaacacgga
ccactotact
tgagaccocag
ggtggtgggy
aacagctget
tccecagggeg
tcctggeace
actacaggtc
ccacaggcty
ccototgtgg
gggattotgt
cccatgggoco

ggococtetgg

gggccagtgg
ccteooteoe

ccccaatcte
ttgcccttga
cocccagaggt
caaaattgtc
aaatgtttce
cgtaccatca
ccattgoaca
geacttgeooe
gaagtgagtc
ttgeccagggt
ccatgggtgg
acagggtgta
gaaggggaca
ccccagaggg
gcaagggdgag

tctctgeocat
cccaacagtyg
ctaagatacg
gecacectggg
ggagtcgegg
acgctagggg
actcocgageca
tctecteaccece
gggagacaca
gaacccoagat
ccactocoet
gotgeagoeg
tctggaagaa
tettecaggg
gggcecteca
agggaagatt
cegteghttyg
tcttectgge
ttctetttte
cocctotgeco
tggaacacgg
cgettacage
atggcocactyg
gggacotooco
gtectgggec
gctcaggagg
acctctctec
ccaaactgtc
gcagagctgt
gggggccctg
ctggacceoct
catcttggaa
tgtgaatgea
togagcactt
accctatgag
attcacacaa
ttacaagctg
ctcectggtec
tcctecagecac
tcacggtgag
cctggtgacce

agccctgggt
gtcacagcaa

gttteoottet
acctgatgge
tttgatgeet
acgatccaga
coteccotete
agaggggcayg
ccttgtecte
ctcagacacg
tcatcttctt
agagccaaag
gaggktgeecte
gggtaacatg
totteoceotge
cttacagaga
cactatggea
tgccgacage
tggacaggtt
tttaagacgg
agagaaggag
agggaggccc

17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
15020
15080
19140
15200
19260
19320
18380
19440
18500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
15980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20320
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20540
21000
21060
21120
21180
21240
21300
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teccecatgget
agcgatggca
gtcagogteca
tccaacctey
ttcttgattt
aaggctctgy
ttgtaatttyg
gaatgacaag
ggagaagaaa
actttgggec
tggtggtgat
ttecagtgatg
cacctetggy
cacctagget
agatggatce
ctaccgcaga
ggtctgacac
gccccageat
gttcagtgea
aggaaatcaa
cccatacacoe

gggaaggccocc

ggacttogtyg
ottttocecta

ccaacagggt
ctgaactggt
taaggacttyg
ggtgtagcca
tagctceece
gggctggcat
aggggttcag
teteccatac

gaggtggaaa
tgottectac
ggcgtgaaag
acacgoggge
tgggcaggca
aggaagcagg
gaagtaattt
tctggagtgc
ctgtgcacgt
ctagcggcoce
catetgggtyg
gaagtcocag
tettgtocoe
ggogoctgea
gtgatcatcoce
tgtgtgggty
tagggagggy
gyggagagyay
gggcccccoca
ccteocttecac
cagctgagge
tetggeocaty
gettococot
ttgtgatteg
gttcoctagyg
tgtgttetee
ttecagtgtgg
tgagctcaca
aaccatgcca
ctgagggtga
ctctgecagee

ccattgttgg
gagccaggga
ggaaagagga
gaattctggg
cacagagttt
ggctctagaa
cttgttgget
gtttgecttga
tactcatgge
tgtgetgttyg
atgotgatgg
tocaggoctgt
aacggctgec
ggggatgget
atgattcaca
gctgaacttt
tcecctgtecte
tcaggggttg
ttggccoccaac
ggctcageag
caacagooac
teocteooeteoo
agetaccott
atccaaagga
ggagggatct
cctageacece
goctettgte
ageggtgget
tctctetgtt
cagggtttge
gocagaocoag
aagttgtgtt
gogoettaagt
ctgggegagyg
agaccaocoad
ttaggtcaag
caagctgagg
tgcctgtact
gcacaaagtc
acgtgggtgc
gtacgtgecat
atgcecagetyg
gggggatcga
coctttette
tococgoaga
aaccatcogeo
catgtagatg
gcaaagacat
gaggtacagc
tatcttaacc
tggactaagc
ccetgacetyg
ctcaggccet
gectgetecat
tteogggaac
ccccaccatt
cocagetggag
ggagegetag
ctgacctgag
gcetgacgte
caagggagat
cccaaggtca
ccaggtctag
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ggagcagago
gaccctttee
gactctatce
ggectaatgg
gaatatctaa
ttcttggatt
gatcctatte
ctecetttttg
atgatctagg

ggggtgatat
agtgtgacat
getgtetgga
ctgaccecte
ggettcacee
gttctgegaa
atgtctcagy
atccctecacc
tggggggttc
aacttgtgtg

gattaggtgg
aaacagoagg

ctgatgoagt
gggtaatgac
atgatgoctt
cgccagagte
aacctatggt
cctgtetttt
gggtggtgag
cagtcctecce
atggatcect
ggocccaate
tattaattee
gtogaageoca
acttacatcet
cotgggaaga
tgcaacaaac
ggtttatggt
geccttcacag
accecagetct
acagatgcat
gtgtgtgtgg
gtgactecect
cagtttotgt
teagacttte
ctoctcootgt
actgggcocac
ctgagaaatt
gagaggtcta
cctttggece
ctcaagtgce
atcettagge
cctgetttet
tgagtggect
ttegecagaag
ctgoctoctyg
tcocactecact
ccacocoocga
tggccagcac
ctgggetagge
agcaagtgct
acgatcacce
cacagcttgt
agctctggea

tttggggaga
ctgggaatce
ttecatcgeag
gttcagagte
gatgecagte
tetggggtgt
aaaaggatca
caatttatct
gctatgetgt
ggcgaagoag
caggcctgtyg
gagcagaagqg
atggagctca
ccgctcacag
tgatgagaac
gaggcccaca
cccttggecga
ggtggcctgg
gtcattggeg
cacgcagatg
ccaaaggatg
tgggcaagyg
agagagagtg
gatggtgaat
tgageaccac
acaggtgggg
ctgeoecktttca
gatgaggect
tcgccacacyg
agatgcaccc
tttgattget
tggocaaacyg
gacaggccoag
ccocaacetea
ctaagtgaga
ctgogtteat
getggetett
accagtgaga
ttgagccaga
gtetgtgtge
tccacgtgtyg
cagccaagge
ggetgtecoca
attaagggte
gtgaatgaat
tgtgeooctet
cttagaatga
gggaagagea
agaatgccca
agcgtagtga
acttcacctg
acctagette
gggggtggta
ccactctcac
coagettoot
cocagocagt
cocggoectgg
aggcggcagce
cgtgcoaggaqg
tcaaagaagt
ctgttttaca
tcctggggeca
atgccaggtyg
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gagaagagga
ggggtgaaaa
gttgggoecte
tagtatgaaa
ttggaagaty
gtgttcccaa
tccagacaaa
gggactagga
tgggggtaac
tgoctteoagg
ctgetggggt
cttetgtage
cttgaagect
gaacccgeag
atgttttcct
aaggagaagy
ctcecatttge
agttaggtge
ccegttectgt
ggtccacaga
ctocacocoa
tetgggtact
tggaacacgyg
ttgaggeact
tgagectatag
aaactgggac
gtggtggaga
gacagctccc
ggggtggaay
cctteettgt
tacccatcag
ccattecaag
ggotoageace
ggtaactcat
caacgegtgg
caccggetet
tcagcctcaa
cacccaagac
gttaaggcca
gtgcgtacat
cgattettcee
atcececagee
ccagtteocag
cagggtocoe
gtggaaggga
agttatgate
geatttgttg
gattttcaga
ttgatggaga
tgaggaaagy
actectctga
tcceggtgee
gagggacttg
gggctgocac
ctoctgtgac
ggggacaggco
cctggetatyg
cacagacact
agtgcaagcet
catttectat
aatgtgaaaa
aagccaggct
ctgetetect

atattgaagc
cggteategt
tgecctocet
gatttgtcat
ccaaaattgg
tcaccaacac
aggtgacgaa
ttaaaagaaa
atggggagtyg
gotttgeatt
gacatgcetgg
atgatgggyg
cottgetact
ggtgaccctg
goctecctee
aacagtcttg
cagaggcgygy
taagacaggc
ttcocagaga
tggggtcetet
tgettoctgt
ggggagacag
atgggagagt
aggacagott
aatgtgtggg
cagcgaggyc
tgggettcag
tgtgcceoeeca
tgctcagecag
ctgtgaaacg
gaagctattg
tcaggotggt
ctgtetecote
ctgaaaaaag
agaacattgeo
cactctgote
caacccagceg
acagagagat
ggcagcectga
ccatgcatgt
ctectgageet
aacccactgg
ageggeetygyg
aggggcagac
aggcagaggt
atgggegata
gaaatctget
caaggcactt
gdggcgggtea
ctggcctggt
gactgtggtg
cacttgagec
goecghtgaga
cgaagcacgg
atcacttete
agaaccatgg

gggtggeeoet
tagtaggaac
getteoteca
gcatgeoetta
ctaaagcttg
gccaattcag
ccectettea

21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21300
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
228620
22680
22740
22800
22860
22320
22380
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23840
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24300
24360
25020
25080
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gecacttgect
tgtgcattca
ttccatcecat
gtececctgtct
ggaagcaagy
caagatgaac
aggggagcac
agagttotge
tetatgatgg
tteotetttet
tteotottttt
ccttattete
ctcctectee
ctcctectte
ctcegectcee
tctggattat
aacagattgt
gaattcctct
cgtgetocag
cacggtgagy
ggaggttgag
aggcttgggt
ccctecaace
aagggacacc
ccaaccecetg
taactttata
ggccaggett
ctgggggaac
ctectoegeaa
acttgcageca
ttataageccoe
caaaagtaaa
aacaactgge
cccgatgtea
aaaaaaggca
ccctgactgt
cagatagact
agggggctca
agctaggtga
tcttgagect
tgcttgaacc
agcecccagece
gtggctaagg
tggggaagty

gggatgtece
ctotgecagg

teceococatet
getgteocccoa
tgtggaggga
cgoctgeccac
gcccatgece
cctctectgga
tggcaggggt
ggtggtccca
tggteatggy
ggttggtgec
tgaccgtgea
gaagoctttt
ctttetttte
tttettettt
cttecttect
tgacgtactt
caacctctge

tetgkbgacee
teoccacccacg
ccatccatec
acctectgga
caggccacac
tggcaggeat
ttgttggacg
agcagaaaca
ggggtagggt
tteotttettt
ctoctteteco
cttttocett
tectttcttet
tcctecattet
teccttcctet
tatgtgaaat
ctttacgetg
ctggegettt
goctecagaqg
coctggggaa
agaacttoot
gacactacag
ceggettggg
ccaaggocca
gctcecectgt
gacaaacaga
gctcaggggce
catggteggg
aatgactgag
ttagaaattg
attacacatt
aacatttagt
ttcacagact
cacatcagtc
aatgatatcet
getttgagaa
taggggggtyg
gacchtcagag
getckttetgg
catctgtaaa
tcagaatcec
acacacctgg
aattgattaa
cotggecett
cactggectt
ggcattttea
goaaagcact
totgttetge
gggteccact
ttgctctgtyg
tggagatggg
gattcccecea
gcaggggcgyg
ccecgtgtgg
agaaggactyg
taaatgggga
catctgtgga
gtcagattca
ttttettttt
ctttetttet
tctttcececte
tcgttcttat
ttectgggtt
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tccttecect
cacecttett
atccatgeat
tgaggcaaga
ggtgcaaaaa
cgcagcagte
ggaggcactg
gaaaactcag
agtccagtgg
ctttetttet
ttotocttot
ctteteoceott
tcttctectt
ctttctectt
tcctettect
tagctecgega
agtgactecg
ctaagcagac
tgagaaccaa
aggttgotge
gtagoaggea
gtocetcaacyg
tteocettotet
tgggatgoge
ctacttcctg
caccaaaace
goccoccctgge
ggtggegget
taccctaaag
aaacaaaatt
tgaatataaa
gacaagagtg
acaggcggga
tctggaaaac
gagtgttact
ctgetggttyg
ccagagtcta
ctecetgttge
gtcetgagge
atgggatgag
cgtgcaatga
agatgttaaa
cttattgaac
gggaatcatg
caggggceatt
getetecocetyg
ctgatttget
aagggtgteoce
gtcctggggg
gggtgaggtyg
agggctccta
cctgetetgt
tgttgtccag
ccatgcacag
gteoettocot
geactgotge
cagtggggea
agatcaacag
tettteccte
tecotttottt
cctecttect
tgcccagget
caagcgatte

ttaatctgte
teettettec
ctatceocctec
aggaaatatt
tgtgecttca
aggcttctgg
gagagccaga
atgggccaag
tgttttegag
ttetttettt
tocteottett
cetotteteo
cteccteottec
tcttectett
cttecctcttc
ctcaatgaag
cttgggeccac
gettgttceeca
acactgccoca
cagcotacaga
caggtgtott
cagttgette
gteteocceac
ttgacteecte
aggtccttet
tgegttteet
ggtgcctogt
cccaacctgt
agtttttget
ttaaaatgtt
taacattecta
ctgtcatttt
cettegaate
tecgectgtea
ataaacatga
gtgtaagggt
ggccaggegt
agtgggaatt
aagattctgg
agcaattcet
ggccttgtga
acagccltcaa
ggttaagtgc

goeggotoeg
cetgatgete

cagattttea
ctgtggagoyg
cacctgggat
agtggectgca
caccggacte
cchgttectet
ttgaacaacg
cagggatgtg
agaaggtget
caagcoocaca
cocotogtoco
gtcaaggget
aaataatttt
cetetetece
ctetttettt
tcctaccttce
ggagtgcaat
tcetgettea

48

tgtaggtaag
ttettgtgtt
aggcagtaca
ccccatatee
gacactcagt
tgcttcttgg
gaatgtgcac
gggccaggec
gettttettt
otttettttt
totettteott
ttettetoot
tecteoctect
catcttttet
tecttctaaa
caatttctac
tagatttcag
gggattccac
gacagacagg

ctggtteotag
tgocttacag

tagggtgaaa
aatctecoctg
attcececegea
gtgaggaaaa
gggttttaca
cocccacegg
tetgocteag
tatacaggtt
tattaattct
tgaaaattag
acatttttgt
tgecteecgag
ccttatgaga
cttttggace
aagatcegtgg
gtggaggaca
cggageccte
ctcoccaccttyg
cocteoectgy
tgccatagec
agctcatctt
ttaccacatt
cagggtgttg
tetggattte
acctgeaceoe
catttetatg
gaaaaggaac
cccacktctgt
tetgcaggagy
ggtaggagag
gtatcttctt
agggtgctee
goccatcage
gtgteocacagg
cacaccaage
tttgoctcaa
tectttettt
tttetttett
ctttettttt
tgtctecttte
ggcacgatct
goctcococgag

ggcacggggyg
ctecccaceco
tecctgacagg
agagaggtga
actttgtage
agagggctag
ccteocoecag
agggctagag
ctttetetet
ctttetttet
ctttettett
tetottectt
tcttecttecte
tcttecttecte
ggagcaggaa
atggtgecata
cogetgectt
cacctectacc
tteccgggta
gactcoteocoot
cacotgooca
cgttcocacte
tgactgtggg
ctagteocette
caatccatga
agagcaagag
ccctgetggyg
gacccagtca
atagatectat
tttaatataa
ttgecateccote
acatttettt
ttcaatcagt
gaatgagggc
cocaggggte
tecactgtgge
tggggcatgt
cocctecaagea
getectgeac
gtggaggtgc
aatgaggctc
cagctgtteg
ctagaagttc
gatttgetgt
catotgettt
tgagtgtgtt
agetgatgaa
cocoggetge
gaagtcatge
gaacccctgg
aaagactcag
ggtggtggta
cacagctggg
actaagectac
gaggcaggaqg
toaaggcaga
ctgacacatt
ctttetettt
tetotttete
cecteceteco
tttctttttt
cggctcaceg
tagctgggat

25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25820
25880
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
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tacaagcatg
catgttggte
caaagtgety
gggaggaagy
gactgtgact
gagcagggca
ctaagggaga
getgectgte
gtegtetetg
gatccoccegtg
cgggeceggt
geegggggaa
ggctgtggge
tatgtgettyg
gtttgcagga
ctggatatgt
cctgtecaty
cgcatggect
tggagagttce
ctgecccaac
cteocectgece
cttctacatg
gtggcaaaat
cagggagaag
ctgtceccage
gecctgtcaa
gatectgeca
gttetggete
gggtatctca
cgcagtgget
aggtcaggag
caataattag
gaggcaggag
ccttegtgac
aacgtgcaat
tcocteccace
aagaggacag
acggcagcga
gacaccaaaq
caacacccac
atccatcecat
cattgattca
tceocctatcat
ggocactgtt
acccatcocac
catccatceca
ccatcocecatee
tcateccaceoe
tccatccatt
atcateccgte
atccatcecat
catccatceca
catccatceca
catccatcat
catccataca
catccataca
tccatcatoe
atcatccate
atccatccat
catccatcat
ccatcatecg
ccatcatecg
ccatcatcea

tgccaccatg
agtctggtet
ggattatagg
tgaggectcaa
agaattgagt
gtggcatage
aatcagggca
cttgetetgt
actcceoecca

gtggceacgg

gtgegggtge
cococtgeag

agetgettat
cacaaattta
atacacacte
atgtetgett
cgegtgtgag
aatggecgece
ctetgttotg
ggectggatg
atccoettete
cagcttcocat
gagacagacc
tggggageca
cagecttceca
aggtttaaat
cggtgetggg
agccaagtga
cagggttget
catgcctgta
ttcaagatca
ctgggegtgg
aatcgettgg
aagagcgaga
acagcacacc
tgtecocetet
cacatgecatc
cgaagagcaqg
gecagtctagg
caaccectet
ccatcecatee
tacagctacc
caaactgtea
ccatcoateo
coatccatea
tocatocate
atcatccatc
atcgatcate
catccatcca
tatccatceca
ccatcatcca
tecatececatee
tecatececatee
ccatececatee
ttecatocate
tocatocate
atccatcocat
catccatcca
catccatcca
coatcoateco
ttecatcecate
tccatececate
teccatcecace
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cctggetaat
cgaactcocoyg
tgtgagececac
agaaggacce
tttttatetyg
caggctagtt
gaggaggcac
ctgtgcacgg
ggctgtgtgg
ccgggatcac
actatggett
tgactegetyg
gaggctgaac
tgcagetttyg
atacatatce
ggactgtgta
tgaacaggty
tgeocctgeete
tgaatggact
agagaaactg
cttectecace
tatgagcacc
agcaatgcag
ggtctccotga
ggaaggaaca
atgtgggaag
ggaggtacect
ccttggacaa
gtgaaacttt
atcctageac
goeotggocaa
tagcaggagce
acctgggagy
cataaaaata
ttctacagge
ctgtgteocee
tcactgcceca
tgccaggaag
cctgectacat
gtatttacat
atccatccat
catttatcta
atctaceccat
atccatecat
tecatcegte
atccatccat
catcatccat
catctgtcca
tcatccatge
teccatcatce
tectatceate
gtececatcace
gteccatcate
atcatccate
atcecatetgt
catccatcat
catccatega
tcatccatec
tccatgeaac
atccatcate
atccatccat
atctgtceat
atccatcecat

tttgtatttt
acttecaggtyg
tgegeccage
tgacttgecta
gocaggcaatyg
tctagaagat
agcegggegtyg
gacccaggag
cttgegeate
catcaacttc
gtacaaccag
cotottggeo
aaaaggagag
tgtgeccacyg
acgtgtgtgt
cacaggtgec
catgegtgte
cacggtccec
ctgtgtecet
cggtgagtaa
ttteetgete
caggaagtgg
cotococgag
ctteocagete
gaatgggtga
agggaagcga
catattcaga
gtcacctecat
gggtgtaaaa
tttgggaggc

catggtgaaa
ctgtaattaa

ttgecagtgag
aagtagcaga
atcgeccaage
acacagtttg
aggtctgtga
gtagggcagg
gectteoagecaa
ctgtatgtet
ccatettetyg
tgecatctact
ttattggttt
ccatocateco
catcatcecat
ccacccoateqg
ctatcecateco
tcatecateco
atcatcecatc
atccateccat
catceatceg
cateceatececa
cateceatceca
catececatceca
ccategtcota
ccatocateco
tocateoateco
attcatccat
catccatecat
catcocecateoca
tcacccatca
catccatcca
tcateccgteca

49

tagtagcaac
atccaceccac
caatttttect
gaacctcaca
gggagecatt
gactctgggy
cagctcocoe
accagccagt
ctgecagecet
acctccroaga
teggacegtyg
atccctggaa
agagagtgtg
tgtgcaagge
tgtgtattct
caggaccacg
tttgtgogee
tgtggttttg
gectgtgatyg
[alalale (efalale (ale
tgagctgagt
ggttctectea
accacctegt
agggccatcoa
gggagatgte
gatgttcatg
aactgaacat
ctgtttccac
tagecagagaa
ggagtcgage
ccccegtotet
tetecagetac
atcatgccat
gaaagagatt
cceggetgge
cagagccaca
tgggcagect
cctagecgag
aagtttctag
gtecatteat
gtectecaate
gacctgtgea
ggctgactac
acccaccecat
ccatccatea
teccateegte
atcatcotte
atacatcate
catcatcecat
ccatcatcca
teccatcatce
tcatccatce
tegtececatca
tcatccatce
tecatecate
atcatccate
atccatcocat
catccatcea
ccatccatce
tteocatccate
tccatccate
tccatcatce
geccatccate

ggggktttete
ctecageoctec
tgttttataa
gttcacaggt
gaagattttt
gtgcactcat
tgcocototyg
geagccctga
acgocgagaqg
tcteoecteac
agtatgggca
ccaccaagygy
tgtgtgtgtyg
agccacaagg
gtgtgtgtgt
tctgtgggtyg
ttegeggeta
cagecktgece
gggtcaagga
catoccctect
ggagacccoca

ctgtgoeggyg

gggacagtgyg
cococagoce

ccccteectet
gtggggggat
ctggettcaa
cagtgaaatg
agagygccggg
ggatcacctg
actaaaaata
tegggagtet
cgecactcocag
tgtgattggt
tcctetgget
ttecagtgea
gattgtectea
tgtctggagg
cttcteoctet
ccatecatec
accgkectgte
accatcaate
tggtetatat
ctaccoaces
tecegtetate
catcatccat
cacccateceg
catctateca
ccatccatec
tcegtececate
atccatcecat
atccatcate
teccatccate
attcatccat
atccatcate
aatccatcaa
gcacccateco
tocatcateco
atcatccatc
atccatccat
catcatccat
atccaaccat
catccatgea

28920
28980
25040
28100
28160
25220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
258700
28760
29820
29880
25940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
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cccatcecate
cccatceate
tgatctecet
ctagectgtet
tcttetgtet
aacacttgca
agagatgcag
ctecetgectt
aggaggtagy
agaggcaaag
tgtggacaac
ctaaaagtgg
gtggtcagga
agtggagggy
ctcaggaaaa
actttggaag
ctgtcccagg
agaagcccaa
actgtggtga
cagceaggaag
tgococottg
ctocatotot
teccaccocac
tgttggtgga
gggtogacac
ctgcttccag
gcagggaagy
tggtggacce
ttctgggtce
aagttgggece
tactatgtge
ctggtcataa
goocacaggy
aaacctocoe
cacagggate
tttaacccea
ccatctgcca
cgctcececac
cacaggaaaa
ggtcttattg
aggtggcaga
aacccaggea
gggagggaag
gagggtocot
accacaccae
tggcagaact
ccgtaccacyg
gtggtgeget
cccggcectge
ggacttgcgyg
agaagggcgy
aaattgggect
ccteececectee
ggtctgggac
ggaaggotot
tcatataate
aaaccaagge
attagaacce
acagggtcte
ttggggacac
gcttcaaaaa
taaggatggy
catggcaaaqg

atccatcecat
atccatcecat
agccecctgt
gtcagtctee
gggtetattt
ggctacccag
gocotgeott
gtaggaagat
tgtttggeec
accaagtggt

cgggcagggce
aggecacagtt

teteocagtet
ctgtgggggg
gactectctag
gtttecttgg
ggtgecatgt
ccegeagtgt
gococotgecotg
ctggagggaa
cotgggtoct
ttecotttgeo
cacotgooao
gotgtgteoct
atctgtgggg
gaggacaggt
cceggtggga
cccagacagyg
cocggacacat
agtaattecat
cagggotgtyg
gotatgacac
gacatcteat
caatocacca
cocttttgta
totecaggete
coccaggcage
taggacccac
aagaaatctg
gattetctea
ggcttagaga
ggccgagtgg
ggagggcetgg

ggatyggggag
accocageat

cgegetggec
aagaggacaqg
cggeegceegt
actgctggat
cgggaggcgy
ggctgggggt
gaattttacg
tagectcottec
gocactgeee
taattactag
cacocaacaqg
tcagagacat
agggetgget
teccetttet
agacccagcet
tgtgtacagt
gaaactgagg
caaaggctgg
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ccatcecatce
ccatctacece
ctgteccactyg
ctaatggace
atccatccat
cgataggcaa
ccaaggetca
tggagggcag
ttggtgagayg
ggagtggaaa
cagageotgg
ctgectteaa
gagaatggag
cgggggygaca
tcacctccty
ggctcagaga
gggacattca
gatgggcggc
gctgoegggy
atctcactgt
gatggteteot
cttecteteot
catcooccaga
cegagggtga
gggeccteat
gagegggagy
ggtgcactgt
ctactgtgat
tgttccacct
tcattcatct
ctagatgetg
tcooccgaggt
caggeocteat
ccagacagat
tecteototgg
cccactgecoe
tgactgcege
cagectcagg
tgtcgggggce
agaacattcg
ggcacacecca
gtgaaggctg
gtgtggaggy
aggcagotte
ggoctocacg
tggagaggty
ccatgactac
gegcococacogte
tacgggctgg
agggagaccy
ccoggggete
gtagaaaacc
cttecttetg
acgtgeaage
cacttteocac
coctacggge
gttgectgtaa
gcotocagag
acgttcactg
ggcaaaccta
gacttacaat
ctcagaggaa
ttcattcact

atcatccatc
atccatccac
gtecttatat
accactccac
ccatctacce
ggtgcagtaa
tetgttagta
ggaggaggtc
ctaaaactta
gttcotttaca
gagattgeoca
gttocacact
acaccacttt
tggeoctgett
getcttectgg
cccaccttet
cchttecagtyg
ccgactgcag
ccctggaget
tgteocecetgg
cococtaocat
gtetgeottet

ctgtggecoteo
gtggocatgy
cgectgacege
gtgtgggggc
gtctgagetce
gtgagttcta
ctctgeecatc
cattecactca
gggattcagt
gtgacacgaqg
ggccatettt
ctgggotoca
gacgcagggc
tocaggtagag
agtcecaattc
gaattcagag
ctggcactgt
agtagaaaat
tgtctaggga
aacgctgtac
cactgteceg
ctoccacete
gtgotgtgga
toctteocaagyg
gacgtggege
tgectgeceg
ggegecttge
tgcggatctg
caccccatag
accatttaat
gaagggcgtt
teccacctget
atcocaggotg
ggatgotgtyg
gtcacacagc
cecctgetet
accagagtcec
cagacatgcc
ctggaagcag
cagtgactta
attcettecac

50

catcatccat
ccatccatece
ccacacgttt
ccattggett
atccaactga
ggaagtgaga
ggaggatatg
agacatgaaa
aataggcagg
gtgaagagca
ggotaggtge
ggagggggag
gtgctcaata
ttaggagacc
ctccatcgtt
gtgccctgee
tgaggaccgy
ggacggctcg
tgggagggag
teteteteta
cattctoctg
cecettocoe
cagggoccot
caggococagoe
tgggtgataa
ctaggcagta
tttgcagata
gtecctggete
tacttttggt
ttcagcaaca
aaaggacaga
gtageaggtyg
cccatetget
gateocogooe
getetgacea
ggtagagacce
cteoccacgete
cagectgggt
gctacatttt
gccattcecca
gggatgaagce
caccagctag
ggeggggate
acctcaccooe
cogtgtteot
tgageoegeot
tgetgeaget
cgegetocea
gecgagygegy
cgcegtaaca
gccctectagt
goggectgta
atgtgtgggy
gttecttggy
gattttaggyg
geoooctatttt
cagagaggac
tecotgetact
ctggeggceca
ctgcagegtt
geggggecgc
cccaagggga
tcattcagte

ccatcatcca
acccatcecac
atccaacctt
gtetgotcag
ccaactgace
ataaaacagc
atgggtgact
agctteoctgg
aggaaaggag
gggaggaaaa

ggaccotggt
goatgatett

ggccagtctyg
ctaaaggaga
cctgeacecee
cccatccoct
agctgcegtga
gatgaggagc
ggggtgccca
toctecatcote
ttetetgtet
tocteoctetyg
coagoogeoat
tocaggtteg
cagetgocca
agagacaagg
gaggygaaggyg
caccaggacc
atcttgcttt
cttgtgctce
actgecocaac
gggetgggga

tggtgggetyg
coaggococtyg

cotagetote
cgaaggctge
aactcccacc
ctgtaaagca
ttagatacac
tttgcagatyg
tggggcgtgg
gogaccttca
tggetatett
accocacooo
gggcaaggtyg
gotectgeac
cgaccacoeg
cttettegag
tgagcagcgg
cctggectgg
gctgggatte
ggccoctgec
caaaggggca
ctgecaagggt
gaacttgact
atggatggag
tggagcaaaqg
goteteocagaa
cegeacagtt
agtgttggtg
agagatattt
tggcagtggt
actcaatgac

32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
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actttectgag
agagagaaca
aggaacagtg
ggagggttgt
gacattcagy
cagaggggct

gggecttggyg
cttaggocag

aaactgogta
gggcagactg
tgggettegg
gaggtgocte
gggetttttt
aggctggagt
tctectgect
attttgtatt
tgacctcagg
accgtgeccg
aaagagctag
gggtgggcag
aatagagaac
cceocatcage
cgaggtotat
gaaggatgoeo
getgocgcaca
ctcccageaa
aggttgagga
aggtgttagy
cccacagtga
ggcagagtgyg
ccggggaggyg
gactgaacgt
tctteoacetg
cagggtgact

gggetggteoa

atcacaggtyg
agcagggccc

attctggegg
tcgtcecctga
tcaagacgtce
cctecgtece
tggttctaca
cagccottgeoe
gggaatggaa
cctgotgeoca
cctgoctgoe
ctttggaata
ccagectcat
tccagaaggc
agggcagctg
gtcagaggga
agagaggcqgy
actcctgtet
tgecattebtt
gggccacagyg
gaaggggcecyg
gacttgaget
agggaagagc
gccgagtgag
gaggcgggat
ccacggtggg
tggcaccagt
ccaggatgga

caccaagtac
ttecteggggg
gagacacaga
ttaagctgag
tgaagacaca
gaggtggggg
cgaggageaa
gagttctcce
tcaaggetec
cagagttggg
agacatetge
agcagacaga
cttttttett
gocaatggege
cagectoctyg
tttagtacag
tgttcegtee
gccctecaca
aataaagtga
agcaggagag
aggggcotcoca
aacgectetge
cgetaccagy
tgtcaggtga
tcaccagggt
ggtggtgatg
gocttgoccaa
ctcaaaccca
ggtggatgca
gggcgtgggg
ctggettggg
gactetggea
gaaaaggggyg
caggtggteco
getggggect
tgatcageotg
acctectgga
gagatgggyg
tgtctgectee
ccctgaggac
cttcectecac
tceocgaggag
tocagagage
ggtgcteococa
ctgtaagoca
acctgggoceo
aagctgecotg
geccttgact
caaggtgggc
cccaggtccc
tgtgaggagec
ttaagacatec
cccagetece
gagccactga
ggtgaaggac
gaggggageyg
ggggttcaga

acgtgcaaaqg
tgttagaaca

agcagagcct
ctctatagea
gtgcagggag
gaggatgggce

ES 2761343 T3

gtaccaggeg
agacagacag
ggaggetect
gectggaaga
ggtgccaaga
gecaggegtge
ccagaatgge
tcotacctge
cegggggact
gcactgeaga
aggtgectgta
ggtgggggac
ttttttgttt
gatctegget
agtaactggg
acagggtttc
gcctcagect
tgggctttgg
cagggaggca
aagtaggete
ggotoctgag
agaaagtgga
tgacgocacy
gtoocoooggy
ctggceocttt
gecaccccta
ggttgcagag
gttctgctee
tggaagaaga
acacagcecac
ctotetocat
cccagtcoaat
tgoecttace
getggtgtge
gggoetgtgge
gatccagcaa
ctcagagagc
agagagcagy
agtgatggca
ccaggeccac
tgctgectaa
tgtectgaggt
agatteocage
teggagggga

aaaggtgygy
tecacagocoeoa

atccaagecoe
ggagcagcod
tcagtggcag
agaagaaatg
aategtctce
ctcatagtgg
tgtectgeocaa
ataaagecctt
ctggcoteoctyg
tggactggge

ggtggtecag
gcacagtcoc

gagctegaga
ggggttgage
taggagtgac
cggcaggcay
cgggactgag

tggggttagg
tggtaagage
goccagetag
tgagttggea
caggaagatg
ctgggcgagg
agacagggac
accttagaac
gtgatatgea
gttcotaagga
acagagcago
aagaagetgg
ttttgagaca
cggatcoccee
attacaggca
tccatgttgyg
cccaaagtgc
tcgggggctyg
gaggggcagg
ctgagatgea
atcteactte
tgtgcagttyg
catgetgtgt

catgggaggyg
goctecacatea

ctttacagaa
ccacagatca
ttgcccacca
aaggggtgtc
agttccagga
ttagcaggeg
toccaacagt
ctgetteagt
aaggcactea
cggeoctaact
gtggtgacct
ccagggcaac
ccctgtggtg
ggaggatgga
acccagccct
tgcaaggcag
gogocccact
tteggaagec
coctocagage
aagtoctgac
gacccteact
cgetgotgga
ctgettectyg
tgggcgtgge
ccaggaaggc
ttttggaacc
cactgggggt
ggccecgtec
gggctccaac
accocaggag
aagtcaaggo
gtgggaatat
ggaagaatga
ggatgactca
caaggatttg
atgagaggat
ggaggctggt
cagogccatyg

51

ggaagggtac
tgacatggat
ggtcagggga
acattcagac
tgagaacatc
agcaaccaga
ttgceggeca
catacgggga
gecoctegtgg
aaccatgaaqg
gaggagccag
aggaagacac
gagttteget
tectococoggy
tgtgccacca
tcaagctggt
tgggattaca
tcaccatgaa
tgcgacccta
aagggaataa
tgoccttgac
atceoccacagg
goeoggetace
agagaggagg
gectgotgaa
gaggagactyg
gaagagatgc
caaggcacta
agccacagaa
ggtcccaggce

aggggaaagce
caggacttaa

cottteteocot
gtggoegetyg
actteoggegt
gaggaactgce
tgccaagecay
gcaggaggty
gaagtgccag
tetgeccteee
tggctcageca
ctgtacagag
coetggteotaa
cotggagact
tecagggtoc
gggaggtgag
gtttgaatgg
ctecagectgt
cactgagggc
aatcatttgg
ttaggaggaa
taggagtgga
agtgcgacac
catgtgccag
cagtggggat
aagctgoctyg
ccgggaagga

ggcacgectag
agaattcaga

atcttgaaag
tcacattttg
taggaggcca
ggatggactg

ataaggatga
ggggagatge
ggcttccagg
aaaggggaaa
cgcagectge
atggcagaca
gcataaggat
gtttcaagaa
agaagogcota
ggatcagatg
ccagagcooca
teatccacac
cttgttgeece
ttcaageggt
cacccagcta
ctcaaactct
ggcatgagec
ccccacagag
gcaggggtaa
tgttagggag
cacggacagqg
acctgtgeoag
goaagggoaa
gagaaaggat
goctececate
gggcttagaa
tgtgatggge
ggcccagggt
gaggaggcgga
tggctggagyg
agagctttaa
teocotatgge
tteccoettt
gttoctggeg
ctacaccogo
cococtgoaa
ggggacaagt
gcatcttgtc
cagetggggyg
aattctctet
gcaagaatgc
gectgtttggg
cttgggatet
gocaggtgay
ttgococaceo
ctecagotgeco
gacocaggca
ttgacaagtg
tggggcctygc
ggaccctcag
actgaggctc
ggtggcatag
tcecttectt
cactatgectg
gatocagtgg
gaggetgtga
tattccocagge
gacocagcoaa

ggggcgaact
ctetggggag
gaaccagcct
ccgcaggatt
gaggatgatt

36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
384460
38520
38580
38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000
39060
39120
39180
39240
39300
353360
39420
39480
38540
39600
39660
39720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
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<210> 4
<211>2

ttagacccct
gtcaagtgtg
tcagagggge
gggtgaatga
cgagccggag
agaatacctt
ggagggcggg
gatagttgga
gaggccctce
cgccttaggg
gaaggaactg
agaagggaga
tagggaggga
tttaggatgt
ccaggtaggg
agccctecect
acaaagccgc
gtggcccaga

691

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

gggggcagtt
gacaactctt

cccagactga
ggcagaaggg
cagctgggtg
gggtgatctg
ggacgtgtca
ccctaaaaat
aggcttgagce
gctcactgece
gccagggtgg
gggcggggtg
tggcggtgge
ggcagaggca
caggtgctct
gcaacacaca
gttcctttgg

gaaagagggc

ES 2761343 T3

gtgatggagg
tctagacgce
agaggggttt
gaaccaggga
ggcagggagc
gaatcaccct
tctgttctee
gagtccagct
tggcaagagg
cggcaggatt
gtggagggtc
tttatatttc
ccaggtgtca
gcccagggct
ggtatccgge
caggaaaatg
accagactac
aacagccagg

cagggggctc
taactgggag

tteccaacatyg
cggggagcac
gtctccagag
gggccctace
taacaagcct
ttggagtgga
gtgcceceege
tcctecgagea
tggggtctgg
ctaggatttt
gagtagaagt
ctcectagag
cccagggcaa
acaacagggc
cacaccttta
c

52

gctggaggtg
cggaagggag
ggegetgetg
ccacctgggt
caggtgggca
tcagtcttca
cctggtgact
gtgtcctcag
cccagcectgt
gcggggagga
gctgggtcca
gggcagaggg
ggagggggcg
ttectgtttte
aggatatagc
agcgtcecctg
gtttagcccce

agggtggacg
agagggagct
ccaggtetgt
cctgccagga
gaacacatgc
tcggaatcct
cttttgcaag
gggaagtggc
ggaaggcctg
ctgaggagtt
gcagggtcag
gtggcagcaa
cgctgagagg
tggctccegg
cagttcccca
ggcttttggg
gtccccaaaa

40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40920
40980
41040
41100
41160
41220
41251
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ggacaaacag
ggatgcccgt
aggaagcgga
gctacctecg
gggtgctact
caggcagtct
gtgccttecg
ccegeetggg
cctgettcett
aggtggtgca
tccectacag
tgaaagacat
agggccaggt
tgcagggccce
gggaccgact
tgtacggctg
cggtcgtctg
cggtggtctt
gcgtcectceag
acctcacggt
ggaggcagaa
tgtgtggctt
ggatcaccat
atggcttgta
tctgtgtece
gcgtttgecag
tctgtgatgg
tgccatgtgg
cgcagtgtga
gccteccaggg
catggcaggce
accgctgggt
tgtggaccgt
tcaaggtgag
tggcgcetgcet
tgccegegeg
ccttgegega
aaggctcaga

tgatcccaca
gtgcecggeta
tgtgcaaggce
gtggccggee
agcaagtggt
agagcccagg
gcaggccctg

aggctcctga
ggccgaggec
gccagagggg
cctggtgece
ctggtatttce
gcgtgtactce
cagtgaaacc
aacttactac
ctggttcatt
ggcactgctg
ggccgagtac
agctgcattg
ccteceggetg
caaggacctc
ggccatgtat
cagccgecag
gaagaagggc
ccaggccectgt
caccccgtac
gcecctetetg
gtatgatttg
gcgcatecctg
caacttcacc
caaccagtcg
tgcctgtgat
agccacattc
gcagcctgat
gacattcacc
tgggcggcce
cceccectecage
cagcctccag
gataacagct
gttcectggge
ccgectgete
gcagctecgac
ctcccacttce
gggcgcccta
gacatgttgce

ggacctgtgce
ccgcaagggce
actcagtggce
taactacttc
gacctgagga
gcaactgcca
tggtggcagg
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ggcctgtgtg
cceccaggtgg
atgttcaagg
ctgtttgtge
ctagggtaca
aatcgccact
gccaaagccc
aactccagct
ctccaaatcc
gtggaggagc
gaagtggacc
aattccacgce
aaggggcctg
atgctcaaac
gacgtggccg
gagcccgtgg
ctgcacagct
gaagtgaacc
ttcececcaget
gactacggct
ccgtgecacce
cagccctacg
tcccagatcet
gacccctgece
ggggtcaagg
cagtgcaaag
tgtctcaacg
ttccagtgtg
gactgcaggg
cgcattgttg
gttcggggtce
gcccactget
aaggtgtggc
ctgcacccgt
cacccggtgg
ttcgagcecg
cgggcggatg
tgccccatca

agcgaggtct
aagaaggatg
cgctggttee
ggcgtctaca
actgccecccee

agcaggggga
aggtggcatc

caggcccgge
ctggcgggca
cctgtgagga
tgctggceccect
aggcggaggt
tctceccagga
agaagatgct
ccgtctatte
ccgagcacceg
tgctgtccac
ccgagggcect
tgggttgtta
accacctggce
tcecggetgga
ggcccctgga
tggaggttct
actacgaccc
tgacgctgga
actactcgcce
tggccectetg
agggccagtg
ccgagaggat
ccctcacegg
ctggagagtt
actgccccaa
aggacagcac
gcagcgacga
aggaccggag
acggctcgga
gtggagctgt
gacacatctg
tccaggagga
agaactcgcg
accacgaaga
tgcgectegge
gcctgecactg
ctgtggecect
gcaacgctct

atcgctacca
cctgtcaggg
tggcgggget
cccgecatcac
tgcaaagcag
caagtattct
ttgtctcegte

acctatctge
gggggacgga
ctccaagaga
gctcgtgetg
gatggtcagce
tcttaccege
caaggagctc
ctttggggag
ccggctgatg
agtcaacagc
agtgatcctg
ccgctacage
ctccagetge
gtggacgctg
gaagaggctc
ggcgtcgggg
cttegtgcete
caacaggctc
ccaaacccac
gtttgatgcc
gacgatccag
cceegtggtg
gcceggtgtg
cctetgttcet
cggcctggat
atgcatctca
agagcagtgc
ctgcgtgaag
tgaggagcac
gtcctecgag
tgggggggce
cagcatggcc
ctggcctgga
ggacagccat
cgecegtgege
ctggattacg
attttatgga
gcagaaagtg

ggtgacgcca
tgactcaggt
ggtcagctgg
aggtgtgatc
ggcccacctce

ggcggggggt
cctgatgtct

cactcccaaa
ggtgatggcg
aaagcccggg
gcttcggegg
caggtgtact
cgggaatcta
atcaccagca
ggacccctca
ctgagccceceg
tcggetgeceg
gaagccagtg
tacgtgggcce
ctgtggcacc
gcagagtgcc
atcacctcgg
gccatcatgg
tcegtgecage
gactcccagg
tgctecetgge
tatgcactga
aacaggaggc
gccacggcecyg
cgggtgcact
gtgaatggac
gagagaaact
ctgcccaagg
caggaagggg
aagcccaacce
tgtgactgtg
ggtgagtgge
ctcatcgcetg
tccacggtge
gaggtgtcct
gactacgacg
ccegtetgee
ggctggggcg
tggagaaacc
gatgtgcagt

cgcatgetgt
ggtcecgetgg
ggcctgggct
agctggatcc
ctggactcag
gggggagaga
g

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

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2691

<210>5
<211>1732

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

53
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gttcttgage
atgcacttcc
ttgttactct
cagggggacg
gactccaaga
ctgctegtge
gtgatggtca
gatcttaccce
ctcaaggagc
tcetttgggg
cgeccggetga
acagtcaaca
ctagtgatcc
taccgctaca
gcctceccaget
gagtggacgc
gagaagaggc
ctggcgtcgg
ccecttegtge
gacaacaggc
ccccaaaccece
tggtttgatg
tggacgatcc
cceccecteeccet
ctcagagggg
tgaccttgtce
ggtctcagac
gtctcatctt
tccagagcecca

<210>6

<211> 3143

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

gagccaccta
gtgagcagaa
ggtgatggcg
aaagcccggg
gcttcggegg
caggtgtact
cgggaatcta
atcaccagca
ggacccctca
ctgagccceceg
tcggetgecg
gaagccagtg
tacgtgggcce

cagacccagt
ctecectetgtg
tccactccaa
gaggtgatgg
gaaaagcccg
tggcttegge
gccaggtgta
gccgggaatce
tcatcaccag
agggacccct
tgctgagccce
gctcggetge
tggaagccag
gctacgtggg
gcctgtggeca
tggcagagtg
tcatcacctce
gggccatcat
tctecegtgea
tcgacteccca
actgctecctg
cctatgcact
agaacaggag
ctctteecte
cagcaagggg
ctcgtcecceccaa
acgtttggtce
cttgggtgct
aaggaaaaaa

ccectgeteeg
ggatgcccgt
aggaagcgga
gctacctceceg
gggtgctact
caggcagtct
gtgcctteceg
ccecgeectggg
cctgcttett
aggtggtgca
tccectacag
tgaaagacat

agggccaggt
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ccagctctgg
agctgtctceg
aaggatgccc
cgaggaagcg
gggctacctc
gggggtgcta
ctcaggcagt
tagtgecctte
cacccgectg
cacctgettce
cgaggtggtg
cgtccectac
tgtgaaagac
ccagggccag
cctgcagggce
ccgggaccga
ggtgtacggc
ggcggtegtce
gccggtggte
gggcgtccte
gcacctcacg
gaggaggcag
gtaccacttc
ctcaacagtg
agcgagcaga
ccteecgeect
atcagacacc
gtaaccccct
aaaaaaaaaa

aggccaggcec
ggccgaggec
gccagagggg
cctggtgece
ctggtatttce
gcgtgtactce
cagtgaaacc
aacttactac
ctggttcatt
ggcactgctg
ggccgagtac
agctgcattg
ccteceggetg

tgcctgecct
gcacccactt
gtggccgagg
gagccagagg
cgectggtge
ctctggtatt
ctgcgtgtac
cgcagtgaaa
ggaacttact
ttctggttca
caggcactgc
agggccgagt
atagctgcat
gtccteecgge
cccaaggacce
ctggccatgt
tgcagccgece
tggaagaagg
ttccaggcect
agcaccccegt
gtgccctcte
aagtatgatt
ctctectecce
acccccteat
ggctggggcet
ggccccggcet
ttggatgttt
ctggcaccct
aaaaaaaaaa

tgcagggcct
cceccaggtgg
atgttcaagg
ctgtttgtgce
ctagggtaca
aatcgccact
gccaaagccce
aactccagct
ctccaaatcc
gtggaggagc
gaagtggacc
aattccacgce
aaggggcctg

54

ctggtgcgag
gcagtcactg
cceccecccaggt
ggatgttcaa
ccetgtttgt
tcctagggta
tcaatcgcecca
ccgceccaaagce
acaactccag
ttctccaaat
tggtggagga
acgaagtgga
tgaattccac
tgaaggggcce
tcatgctcaa
atgacgtggce
aggagcccgt
gcctgcacag
gtgaagtgaa
acttccccag
tggactacgg
tgccgtgceac
tctggettee
tggaagccca
ggtgtcaggce
tcecectetgg
attctaatta
caatccttca
aaaaaaaaaa

catcggccag
ctggcgggca
cctgtgagga
tgctggccct
aggcggaggt
tctceccagga
agaagatgct
ccgtctatte
ccgagcacceg
tgctgtccac
ccgagggcect
tgggttgtta
accacctggce

ctgacctgag
ccgectgatg
ggctggeggg
ggcctgtgag
gctgctggece
caaggcggag
cttctececcag
ccagaagatg
ctcegtetat
cceecgageac
gctgectgtee
ccecgagggce
gctgggttgt
tgaccacctg
actccggcetg
cgggcccctg
ggtggaggtt
ctactacgac
cctgacgcetg
ctactactcg
cttggececte
ccagggccag
tttecteect
agtccccaat
ctgectgecect
ctaccccaga
cagcaaaatt
ataaaatgtt
aa

agggtgatca
gggggacgga
ctccaagaga
gctcgtgetg
gatggtcagce
tcttaccege
caaggagctc
ctttggggag
ccggctgatg
agtcaacagc
agtgatcctg
ccgetacage
ctccagcetge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1732

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ctgtggcacc
gcagagtgcc
atcacctcgg
gccatcatgg
tcegtgeage
gactcccagg
tgctecetgge
tatgcactga
aacaggaggc
gccacggcecyg
cgggtgcact
gtgaatggac
gagagaaact
ctgcccaagg
caggaagggg
aagcccaacce
tgtgactgtg
ggtgagtgge
ctcatcgcetg
tccacggtge
gaggtgtcct
gactacgacg
ccegtetgee
ggctggggcg
cagttgatcc
ctgtgtgceg
ctggtgtgca
ggctgtggce
atccagcaag
tcagagagcc
gagagcaggc
gtgatggcag
caggcccaca
gctgectaat
gtctgaggtg
gattccagct
cggaggggac
aaggtgggga
cacagcccag
tcaaaaaaaa

<210>7

<211> 528

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> 168, 433
<223>n=AT,CoG

<400> 7

aaaaaggcag
aatgcgaggce
cceccaggtgg
gatgttcaag
cctgtttgtg
cctagggtac
caatcgccac
cgccaaagcece
caactccagce

tgcagggccce
gggaccgact
tgtacggctg
cggtcgtctg
cggtggtett
gcgtcectcag
acctcacggt
ggaggcagaa
tgtgtggctt
ggatcaccat
atggcttgta
tctgtgtcce
gcgtttgecag
tctgtgatgg
tgccatgtgg
cgcagtgtga
gccteccaggg
catggcaggc
accgctgggt
tgtggaccgt
tcaaggtgag
tggcgetget
tgccegegeg
ccttgegega
cacaggacct
gctaccgcaa
aggcactcag
ggcctaacta
tggtgacctg
cagggcaact
cctgtggtgg
gaggatggag
cccagceccett
gcaaggcagt
cgccccacte
tcggaagcece
cctcagagcece
agtcctgact
accctcactg
aaaaaaaaaa

ggaagtcctg
tgtttccaac
ctggcgggca
gcctgtgagg
ctgectggececce
aaggcggagyg
ttctececcagg
canaagatgc
tcegtetatt
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caaggacctc
ggccatgtat
cagccgecag
gaagaagggc
ccaggectgt
caccccgtac
gcecctcetetg
gtatgatttg
gcgcatcctg
caacttcacc
caaccagtcg
tgcctgtgat
agccacattc
gcagcctgat
gacattcacc
tgggcggece
ccectecage
cagcctccag
gataacagct
gttcectggge
ccgectgete
gcagctcgac
ctcccacttce
gggcggcccc
gtgcagcgag
gggcaagaag
tggcecgetgg
cttecggegte
aggaactgcc
gccaagcagg
caggaggtgg
aagtgccagc
ctgcctcececa
ggctcagcag
tgtacagagg
ctggtctaac
ctggagactg
ccagggtcct
ggaggtgagc
aaa

ctteegtgece
tttggtctgt
gggggacgga
actccaagag
tgctegtget
tgatggtcag
atcttacccg
tcaaggagct
cctttgggga

atgctcaaac
gacgtggccg
gagcccgtgg
ctgcacagct
gaagtgaacc
ttcececcaget
gactacggct
ccgtgcacce
cagccctacg
tcccagatct
gacccctgee
ggggtcaagg
cagtgcaaag
tgtctcaacg
ttccagtgtg
gactgcaggg
cgcattgttg
gttcggggtce
gcccactgcet
aaggtgtgge
ctgcacccegt
cacccggtgg
ttcgagcceceg
atcagcaacg
gcctatceget
gatgcectgtce
ttecctggegg
tacacccgeca
ccecctgcaaa
gggacaagta
catcttgtct
agctgggggt
attctctctce
caagaatgct
ctgtttgggce
ttgggatctg
ccaggtgggce
tgcececacece
tcagctgcecee

ccaccggtge
ttcecetggea
ggtgatggcg
aaaagcccgg
ggcttcggeg
ccaggtgtac
ccgggaatct
catcaccagce
gggaccccte
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tcecggetgga
ggcccctgga
tggaggttct
actacgaccc
tgacgctgga
actactcgcece
tggccctcetg
agggccagtg
ccgagaggat
ccctcacecgg
ctggagagtt
actgccccaa
aggacagcac
gcagcgatga
aggaccggag
acggctcgga
gtggagctgt
gacacatctg
tccaggagga
agaactcgeg
accacgaaga
tgcgectegge
gcctgecactg
ctctgcagaa
accaggtgac
agggtgactc
ggctggtcag
tcacaggtgt
gcagggccca
ttctggeggg
cgtccctgat
caagacgtcc
ctecegteccee
ggttctacat
agccttgect
ggaatggaag
ctgctgeccac
ctgecetgeca
tttggaataa

tcagcagagg
ggatgcccgt
aggaagcngg
ggctacctce
ggggtgctac
tcaggcagtc
agtgccttce
acccgectgg
acctgcett

gtggacgctg
gaagaggctc
ggcgtcgggg
cttegtgete
caacaggctc
ccaaacccac
gtttgatgcce
gacgatccag
cceegtggtg
gcceggtgtg
cctetgttet
cggcctggat
atgcatctca
agagcagtgc
ctgcgtgaag
tgaggagcac
gtccteecgag
tgggggggcec
cagcatggcce
ctggcectgga
ggacagccat
cgecegtgege
ctggattacg
agtggatgtg
gccacgcatg
aggtggtccg
ctggggcctg
gatcagctgg
cctectggac
gggtggggga
gtctgctcca
cctgaggacce
ttcctecact
cccgaggagt
ccagagagca
gtgctcccat
tgtaagccaa
cctgggecect
agctgectga

ctececcttgea
ggccgaggcec
agccggaggyg
gcctggtgece
tctggtattt
tgcgtgtact
gcagtgaaac
gaacttacta

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3143
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120
180
240
300
360
420
480
528
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<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8
aggccttceg ggtccaccte 20

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 9
tttctttcct acagagaccce 20

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10
agccttgata gaggcacctt 20

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
gcttagagta cagcccactt 20

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 12
tcaccaggcc ttccgggtee 20

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13
aggcatccta accaccagct 20
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<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14
ccttcecetga aggttectee 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
attccacgct gggctgttat 20

<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
ctggtcaggc cccttcaa 18

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 17
tgaacccagg ccaggtcctc cc 22

<210> 18

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18
tgcagaagag aaggaagaga gaca 24

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
cacactggga attgttacag catt 24
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<210> 20

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 20
caacttcccc atctgceatct tctgetgt 28
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto antisentido que comprende un oligonucleétido monocatenario modificado que consiste en 12-30
nucledsidos enlazados, en donde el oligonucledtido modificado tiene una secuencia de nucleobases que es al menos
95% complementaria a un acido nucleico TMPRSS6, y en donde el compuesto reduce la expresion de TMPRSS6,
para uso en el tratamiento de la talasemia en un sujeto.

2. El compuesto para uso de la reivindicacién 1, en donde el uso del compuesto reduce la acumulacién de hierro,
aumenta los niveles de expresion de hepcidina y/o disminuye el porcentaje de saturacion de transferrina en el sujeto.

3. El compuesto para uso de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde el uso comprende terapia de flebotomia.
4. El compuesto para uso de la reivindicacion 3, en donde el oligonucleétido modificado:

(i) se administra antes de la terapia de flebotomia;
(i) se administra durante la terapia de flebotomia; o
(i) se administra después de la terapia de flebotomia.

5. El compuesto para el uso de cualquier reivindicacién precedente, en donde el oligonucleétido modificado es
complementario a un 3’ UTR, un 5' UTR, un exén, un intrén, una unién exon/intron, una region de codificacion, una
region de iniciacion de la traduccion, o una region de terminacion de traduccion.

6. El compuesto para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde el oligonucleétido modificado:

(i) tiene una secuencia de nucleobase que es al menos 95%, al menos 99 %, o 100% complementario a un
acido nucleico TMPRSS6; y/o

(i) comprende al menos un enlace internucleosidico modificado, opcionalmente en donde el enlace
internucledsido modificado es un enlace internucledsido de fosforotioato; y/o

(iii) comprende un azucar modificado, opcionalmente en donde el azdcar modificado es un azucar biciclico;
ylo

(iv) comprende una nucleobase modificada, opcionalmente en donde la nucleobase modificada es una 5-
metilcitosina; y/o

(v) consiste en 15 a 30, 18 a 21,20 a 30, 20 a 29, 20 a 28, 20 a 27,20 a 26, 20 a 25,20 a 24,20 a 23,20 a
22,20 a 21 o 20 nucleobases unidas.

7. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucleétido modificado
comprende:

un segmento de separacion que consiste en desoxinucledsidos unidos;

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

un segmento de ala 3’ que consiste en nucledsidos unidos;
en donde el segmento de separacion se coloca entre el segmento de ala 5’ y el segmento de ala 3'y en donde cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un azucar modificado, opcionalmente en donde el oligonucleétido
modificado comprende al menos un enlace internucledsido de fosforotioato.
8. El compuesto para uso de la reivindicacion 7, en donde el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de separacion que consiste en diez desoxinucledsidos unidos;

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

un segmento de ala 3’ que consta de cinco nucledsidos unidos.

9. El compuesto para uso de la reivindicacioN-o la reivindicacion 8, en donde cada nucledsido de cada segmento de
ala es un nucledsido modificado en 2’ o un nucleésido modificado con azucar biciclico.

10. El compuesto para uso de la reivindicacion 9, en donde cada nucledsido de cada segmento de ala es un nucledsido
2'-MOE.

11. El compuesto para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde el compuesto antisentido esta conjugado.

12. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el compuesto se administra
conjuntamente con uno o mas segundos agentes.

13. El compuesto para uso de la reivindicacion 12, en donde el segundo agente:

(a) es un quelante de hierro, opcionalmente FBS0701 (FerroKin), Exjade, Desferal o Deferiprone; o
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(b) es un agonista de hepcidina; o
(c) es un segundo compuesto antisentido.

14. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el acido nucleico TMPRSS6

5 tiene la secuencia de nucleobase de cualquiera de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6y SEQ ID NO: 7.
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