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DESCRIPCION

Tratamiento de enfermedades relacionadas con el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) por inhibiciéon de
transcrito antisentido natural para BDNF

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. N°. 61/152.132 presentada el 12 de
febrero de 2009.

CAMPO DE LA INVENCION

Ejemplos de la divulgacion comprenden oligonucleétidos que modulan la expresién y/o funcion de BDNF y moléculas
asociadas.

ANTECEDENTES

La hibridacion de ADN-ARN y ARN-ARN es importante para muchos aspectos de la funcién del acido nucleico que
incluyen replicacion, transcripcion y traduccion de ADN. La hibridacion también es fundamental para una variedad de
tecnologias que tanto detectan un acido nucleico particular como alteran su expresion. Los nucleétidos antisentido,
por ejemplo, alteran la expresién génica hibridandose con el ARN diana, interfiiendo asi con el splicing,
transcripcion, traduccion y replicacion de ARN. ElI ADN antisentido tiene la caracteristica afiadida de que los hibridos
de ADN-ARN sirven de sustrato para la digestion por ribonucleasa H, una actividad que esta presente en la mayoria
de los tipos celulares. Las moléculas antisentido pueden administrarse a células, como es el caso de los
oligodesoxinucledtidos (ODN), o pueden expresarse a partir de genes endégenos como moléculas de ARN. La FDA
aprobo recientemente un farmaco antisentido, VITRAVENE™ (para el tratamiento de retinitis por citomegalovirus),
que refleja que el antisentido tiene utilidad terapéutica.

Pruunsild P et al. 2007 (Genomics, vol. 90(3):397-406) se refiere a la diseccion del locus de BDNF humano:
transcripcion bidireccional, splicing complejo y multiples promotores.

Beiter T et al. 2008 (Cellular and Molecular Life Sciences, vol. 66(1):94-112) se refiere a la transcripcién antisentido:.

Liu Q-R et al. 2006 (Brain Research, vol. 1067(1):1-12) se refiere a genes BDNF de roedor, promotores novedosos,
variantes de splicing novedosas y regulacién por cocaina.

Liu Q-R et al. 2005 (American Journal of Medical Genetics, Parte B: Neuropsychiatric Genetics, vol. 134B(1):93-103)
se refiere a genes factores neurotréficos derivados del cerebro (BDNF) humanos, patrones de splicing y
evaluaciones de asociaciones con abuso de sustancias y enfermedad de Parkinson.

Liu Q-R et al. 2006 (International Journal of Developmental Neuroscience (Poster abstracts), vol. 24(8):559) se
refiere a la regulacion diferencial de genes BDNF/BDNFOS humanos sentido y antisentido y gen BDNF de roedor:
posibles funciones en la enfermedad de Alzheimer y adicciones.

RESUMEN

La presente invencion es como se define por las reivindicaciones. Aquellos aspectos/ casos de la presente
divulgacion que constituyen la invencion se definen por las reivindicaciones.

Este resumen se proporciona para presentar un resumen de la divulgaciéon para indicar brevemente la naturaleza y
sustancia de la divulgacion. Se presenta con el entendimiento de que no se utilizara para interpretar o limitar el
alcance o significado de las reivindicaciones.

En un aspecto, la divulgaciéon proporciona métodos de inhibiciéon de la accién de un transcrito antisentido natural
usando oligonucledtido(s) antisentido dirigido(s) a cualquier region del transcrito antisentido natural produciendo la
regulacién por incremento del gen sentido correspondiente. También se contempla en el presente documento que la
inhibicion del transcrito antisentido natural puede lograrse por siRNA, ribozimas y moléculas pequefias, que se
consideran que estan dentro del alcance de la presente divulgacion.

Un aspecto proporciona un método de modulacion de la funcién y/o expresion de un polinucleétido de BDNF en
células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con un
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oligonucleétido antisentido de 5 a 30 nucleétidos de longitud, donde dicho oligonucledétido tiene al menos un 50 % de
identidad de secuencia con un complemento inverso de un polinucleétido que comprende de 5 a 30 nucledtidos
consecutivos dentro de los nucleétidos 1 a 3175 de la SEQ ID NO: 2 (Figura 3), modulando asi la funcion y/o
expresion del polinucleétido de BDNF en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

En otro aspecto preferido, un oligonucleétido se dirige a una secuencia antisentido natural de polinucleétidos de
BDNF, por ejemplo, nucleétidos expuestos en la SEQ ID NO: 2, y cualquier variante, alelo, homdlogo, mutante,
derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Ejemplos de oligonucledtidos antisentido se
exponen como SEQ ID NOS: 3 a 8 (Figura 4).

Otro aspecto proporciona un método de modulacién de la funcion y/o expresion de un polinucleétido de BDNF en
células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con un
oligonucleodtido antisentido de 5 a 30 nucledtidos de longitud, donde dicho oligonucleétido tiene al menos un 50 % de
identidad de secuencia con un complemento inverso del antisentido del polinucleétido de BDNF; modulando asi la
funcién y/o expresién del polinucledtido de BDNF en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

Otro aspecto proporciona un método de modulacién de la funcion y/o expresion de un polinucleétido de BDNF en
células o tejidos de paciente in vivo o in vitro que comprende poner en contacto dichas células o tejidos con un
oligonucledtido antisentido de 5 a 30 nucledtidos de longitud, donde dicho oligonucledtido tiene al menos un 50 % de
identidad de secuencia con un oligonucleétido antisentido para un polinucleétido de BDNF antisentido; modulando
asi la funcion y/o expresion del polinucleétido de BDNF en células o tejidos del paciente in vivo o in vitro.

En un aspecto preferido, una composicion comprende uno o mas oligonucleétidos antisentido que se unen a
polinucledtidos de BDNF sentido y/o antisentido.

En otro aspecto preferido, los oligonucledtidos comprenden uno o mas nucleotidos modificados o sustituidos.
En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos comprenden uno o mas enlaces modificados.

En otro aspecto mas, los nucleétidos modificados comprenden bases modificadas que comprenden fosforotioato,
metilfosfonato, acidos nucleicos peptidicos, 2'-O-metilo, fluoro- o carbono, metileno u otras moléculas de acido
nucleico bloqueado (LNA). Preferentemente, los nucleétidos modificados son moléculas bloqueadas de &cidos
nucleicos, que incluyen a-L-LNA.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos se administran a un paciente subcutaneamente, intramuscularmente,
intravenosamente o intraperitonealmente.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos se administran en una composicion farmacéutica. Una pauta de
tratamiento comprende administrar los compuestos antisentido al menos una vez al paciente; sin embargo, este
tratamiento puede modificarse para incluir multiples dosis durante un periodo de tiempo. El tratamiento puede
combinarse con uno o varios de otros tipos de terapias.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos estan encapsulados en un liposoma o unidos a una molécula
portadora (por ejemplo, colesterol, péptido TAT).

Otros aspectos se describen mas adelante.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1

Figura 1 A: es una grafica de resultados de PCR en tiempo real que muestra el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de BDNF después del tratamiento de células HepG2 con los oligonucleétidos de fosforotioato del
gapmero de LNA introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparacion con el control. Los resultados de PCR en
tiempo real muestran que los niveles de ARNm de BDNF en células HepG2 son significativamente elevados 48 h
después del tratamiento con dos de los gapmeros de LNA con esqueleto completamente fosfotioatado disefiado para
BDNF antisentido NM_170735 (CUR-0071, P=0,04, CUR-0073, P=0,07, CUR-0075, P=0,03). Las barras indicadas
como CUR-0071, CUR-0072, CUR-0073, CUR-0074, CUR-0075 y CUR-0076 se corresponden con muestras
tratadas con SEQ ID NOS: 6, 7, 8, 3, 4 y 5, respectivamente.
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Figura 1 B: es una grafica de resultados de PCR en tiempo real que muestran el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de BDNF después del tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos de fosforotioato
introducidos usando Lipofectamine 2000, en comparaciéon con el control. Los resultados de PCR en tiempo real
muestran que los niveles de BDNF antisentido fueron significativamente reducidos después del tratamiento con
todos los oligos, excepto CUR-0072, lo que es posiblemente debido a que diferentes oligos afectan diferentes
variantes de splicing de BDNF y/o BDNF antisentido NM_170735. Las barras indicadas como CUR-0071, CUR-0072,
CUR-0073, CUR-0074, CUR-0075 y CUR-0076 se corresponden con muestras tratadas con SEQ ID NOS: 6, 7, 8, 3,
4y 5, respectivamente.

Figura 1 C: es una grafica de resultados de PCR en tiempo real que muestran el cambio en veces + desviacion
estandar en ARNm de BDNF después del tratamiento de células CHP212 con oligonucleétidos de fosforotioato del
gapmero de LNA introducidos usando Lipofectamine - 2000, en comparacién con el control. Los resultados de PCR
en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de BDNF en células CHP212 son significativamente elevados 48
h después del tratamiento con dos de los gapmeros de LNA con esqueleto completamente fosfotioatado disefiado
para BDNF antisentido NM_170735. Las barras indicadas como CUR-0071, CUR-0072, y CUR-0076 se
corresponden con muestras tratadas con SEQ ID NOS: 6, 7, y 3, respectivamente.

La Figura 2 muestra SEQ ID NO: 1: factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) de Homo sapiens, variante 1 de
transcrito, ARNm. (N° de acceso de NCBI: NM_170735) y la SEQ ID NO: 11 muestra la secuencia genémica de
BDNF (se muestran los exones en letras mayusculas, los intrones en minuscula).

La Figura 3 muestra SEQ ID NO: 2: secuencia antisentido de BDNF natural (NR_002832.1), hebra opuesta de BDNF
de Homo sapiens (que no codifica proteina) (BDNFOS), ARN no codificante.

La Figura 4 muestra los oligonucledtidos antisentido, SEQ ID NOS: 3 a 8. * indica enlace fosfotioato y + indica
modificacion de LNA.

La Figura 5 muestra SEQ ID NOS: 9y 10.
DESCRIPCION DETALLADA

Varios aspectos de la divulgacion se describen a continuacion con referencia a aplicaciones de ejemplos para
ilustracion. Debe entenderse que los numerosos detalles, relaciones y métodos especificos se exponen para
proporcionar un entendimiento completo de la divulgacion. Un experto en la materia relevante, sin embargo,
reconocera facilmente que la divulgacion puede ponerse en practica sin uno o mas de los detalles especificos o con
otros métodos. La presente divulgacion no esta limitada por el orden de actos o acontecimientos, ya que algunos
actos pueden producirse en diferentes 6rdenes y/o simultaneamente con otros actos o acontecimientos. Ademas, no
todos los actos o acontecimientos ilustrados son requeridos para implementar una metodologia segun la presente
divulgacion.

Todos los genes, nombres de genes y productos génicos descritos en el presente documento pretenden
corresponderse con homologos de cualquier especie para las que son aplicables las composiciones y métodos
descritos en el presente documento. Asi, los términos incluyen, pero no se limitan a, genes y productos génicos de
seres humanos y ratones. Se entiende que cuando se describe un gen o producto génico de una especie particular,
la presente divulgacion pretende ser a modo de ejemplo solo, y no debe interpretarse como una limitacién, a menos
que el contexto en el que aparece lo indique claramente. Asi, por ejemplo, los genes descritos en el presente
documento, que en algunos casos se refieren a secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de mamifero,
pretenden englobar genes homélogos y/u ortélogos y productos génicos de otros animales que incluyen, pero no se
limitan a, otros mamiferos, peces, anfibios, reptiles y aves. En aspectos preferidos, los genes o secuencias de acidos
nucleicos son humanos.

Definiciones

La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir aspectos particulares solo y no pretende
ser limitante de la divulgacién. Como se usa en el presente documento, las formas en singular “un”, “una”, “el’ y “la”
pretenden incluir las formas plurales también, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas,

siempre que los términos “que incluye”, “incluye”, “que tiene”, “tiene”, “con”, o variantes de los mismos, se usen en la
descripcién detallada y/o las reivindicaciones, tales términos pretenden ser incluyentes de un modo similar al término
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“que comprende”.

El término “aproximadamente” significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular como se ha
determinado por un experto habitual en la materia, lo que dependera en parte de cdmo se mide o determina el valor,
es decir, de las limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, “aproximadamente” puede significar dentro de 1 o
mas de 1 desviacion estandar, por la practica en la materia. Alternativamente, “aproximadamente” puede significar
un intervalo de hasta el 20 %, preferentemente hasta el 10 %, mas preferentemente hasta el 5 %, y aun mas
preferentemente hasta el 1 % de un valor dado. Alternativamente, particularmente con respecto a sistemas o
procesos bioldgicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferentemente dentro de 5 veces,
y mas preferentemente dentro de 2 veces, de un valor. Si se describen valores particulares en la solicitud y
reivindicaciones, a menos que se establezca de otro modo, debe asumirse que el término “aproximadamente”
significa dentro de un intervalo de error aceptable para el valor particular.

Como se usa en el presente documento, el término “ARNm” significa (el) los transcrito(s) de ARNm actualmente
conocidos de un gen elegido como diana, y cualquier transcrito adicional que pueda ser dilucidado.

Por “oligonucledtidos antisentido” o “compuesto antisentido” se entiende una molécula de ARN o de ADN que se une
a otro ARN o ADN (ARN, ADN diana). Por ejemplo, si es un oligonucleétido de ARN se une a otra diana de ARN por
medio de interacciones ARN-ARN vy altera la actividad del ARN diana (Eguchi et al., (1991) Ann. Rev. Biochem. 60,
631-652). Un oligonucleétido antisentido puede regular por incremento o regular por disminucion la expresion y/o
funcién de un polinucledétido particular. La definicién pretende incluir cualquier molécula de ARN o ADN foraneo que
es util desde un punto de vista terapéutico, diagnéstico, u otro punto de vista. Tales moléculas incluyen, por ejemplo,
moléculas de ARN o ADN antisentido, ARN de interferencia (iIARN), microARN, moléculas de ARN sefiuelo, siRNA,
ARN enzimatico, ARN de edicion terapéutica y ARN agonista y antagonista, compuestos oligoméricos antisentido,
oligonucledtidos antisentido, oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), agentes de splicing alternativos,
cebadores, sondas, y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al menos una porcion del acido nucleico
diana. Como tales, estos compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios,
bicatenarios, parcialmente monocatenarios, o circulares.

En el contexto de la presente divulgacion, el término “oligonucleétido” se refiere a un oligémero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. El término “oligonucleétido”
también incluye oligémeros lineales o circulares de mondémeros o enlaces naturales y/o modificados, que incluyen
desoxirribonucledsidos, ribonucledsidos, formas sustituidas y alfa-anémeras de los mismos, acidos nucleicos
peptidicos (PNA), acidos nucleicos bloqueados (LNA), fosforotioato, metilfosfonato y similares. Los oligonucleétidos
son capaces de unirse especificamente a un polinucleétido diana a modo de un patréon regular de interacciones
mondémero a mondémero, tales como tipo Watson-Crick de apareamiento de bases, tipos Hoogsteen o Hodgsteen
inversa de apareamiento de bases, o similares.

El oligonucledtido puede ser “quimérico”, es decir, estar compuesto de diferentes regiones. En el contexto de la
presente divulgacion, los compuestos “quiméricos” son oligonucleétidos que contienen dos 0 mas regiones quimicas,
por ejemplo, region (regiones) de ADN, region (regiones) de ARN, region (regiones) de PNA, etc. Cada region
quimica esta constituida de al menos una unidad de mondmero, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto
de oligonucleodtidos. Estos oligonucledtidos normalmente comprenden al menos una regién en la que el
oligonucledtido se modifica con el fin de presentar una o mas propiedades deseadas. Las propiedades deseadas del
oligonucledtido incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, elevada resistencia a la degradacién por nucleasas,
elevada captacion celular y/o elevada afinidad de unién por el acido nucleico diana. Las diferentes regiones del
oligonucleétido pueden, por tanto, tener diferentes propiedades. Los oligonucleétidos quiméricos de la presente
divulgacion pueden formarse como estructuras mixtas de dos o mas oligonucleétidos, oligonucledtidos modificados,
oligonucledsidos y/o analogos de oligonucleétidos, como se ha descrito anteriormente.

El oligonucleétido puede estar compuesto de regiones que pueden enlazarse en “registro”, es decir, cuando los
monoémeros se enlazan consecutivamente, como en ADN nativo, o se enlazan mediante espaciadores. Los
espaciadores pretenden constituir un “puente” covalente entre las regiones y tienen en aspectos preferidos una
longitud que no supera aproximadamente 100 atomos de carbono. Los espaciadores pueden llevar diferentes
funcionalidades, por ejemplo, tener carga positiva o negativa, llevar propiedades de unidon a &cido nucleico
especiales (intercaladores, ligantes de surcos, toxinas, fluoréforos, etc.), ser lipdfilos, inducir estructuras secundarias
especiales como, por ejemplo, péptidos que contienen alanina que inducen hélices alfa.

Como se usa en el presente documento, “BDNF” y “factor neurotréfico derivado de cerebro” incluyen todos los
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miembros de la familia, mutantes, alelos, fragmentos, especies, secuencias codificantes y no codificantes, hebras de
polinucledtidos sentido y antisentido, etc.

Como se usa en el presente documento, la expresion 'factor neurotréfico derivado del cerebro' y BDNF se usan
indistintamente en la presente solicitud.

Como se usa en el presente documento, el término “oligonucleétido especifico para” u “oligonucleétido que se dirige
a” se refiere a un oligonucleétido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una porcién
del gen elegido como diana, o (ii) capaz de formar un duplex estable con una porcion de un transcrito de ARNm del
gen elegido como diana. La estabilidad de los complejos y duplex puede determinarse por calculos teéricos y/o
ensayos in vitro. Ensayos a modo de ejemplo para determinar la estabilidad de complejos y duplex de hibridacion se
describen en los ejemplos mas adelante.

Como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico diana” engloba ADN, ARN (que comprende
preARNm y ARNm) transcrito a partir de tal ADN, y también ADNc derivado de tal ARN, secuencias codificantes, no
codificantes, polinucleétidos sentido o antisentido. La hibridacion especifica de un compuesto oligomérico con su
acido nucleico diana interfiere con la funcion normal del acido nucleico. Esta modulacion de la funcion de un acido
nucleico diana por compuestos que hibridan especificamente con él, se denomina generalmente “antisentido”. Las
funciones de ADN que van a interferirse incluyen, por ejemplo, la replicacion y transcripcion. Las funciones de ARN
que van a interferirse incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, translocalizacion del ARN al sitio
de traduccion de proteina, traduccién de proteina desde ARN, splicing del ARN para dar una o mas especies de
ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. El efecto global de tal interferencia con
la funcion del &cido nucleico diana es la modulacion de la expresion de un producto codificado u oligonucleétidos.

La interferencia de ARN “iARN” esta mediada por moléculas de ARN bicatenario (dsARN) que tienen homologia
especifica de secuencia para sus secuencias de acidos nucleicos “diana” (Caplen, N. J., et al. (2001) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 98:9742-9747). En ciertos aspectos de la presente divulgacion, los mediadores son duplex de ARN
“interferente pequefio” (siRNA) de 5-25 nucleétidos. Los siRNA se derivan del procesamiento de dsARN por una
enzima RNasa conocida como Dicer (Bernstein E., et al. (2001) Nature 409:363-366). Los productos de duplex de
siRNA son reclutados en un complejo de ARNip de multi-proteina llamado RISC (complejo de silenciamiento
inducido por ARN). Sin desear cefiirse a ninguna teoria particular, se cree entonces que un RISC es guiado a un
acido nucleico diana (adecuadamente ARNm), en el que el duplex de siRNA interacciona en una forma especifica de
secuencia para mediar en la escision en un modo catalitico (Bernstein, E., et al. (2001) Nature 409:363-366; Boutla,
A., et al. (2001) Curr. Biol. 11:1776-1780). Los ARN interferentes pequefios que pueden usarse segun la presente
divulgacion pueden sintetizarse y usarse segun procedimientos que son muy conocidos en la técnica y que seran
familiares para el experto en la materia. Los ARN interferentes pequefios para su uso en los métodos de la presente
divulgacion comprenden adecuadamente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nucleétidos (nt). En los
ejemplos de aspectos no limitantes, los siRNA pueden comprender aproximadamente de 5 a aproximadamente 40
nt, aproximadamente de 5 a aproximadamente 30 nt, aproximadamente de 10 a aproximadamente 30 nt,
aproximadamente de 15 a aproximadamente 25 nt, o aproximadamente 20-25 nucleétidos.

La seleccion de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de acidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para
comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
o secuenciando productos de PCR. La comparacién de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccién de secuencias de &cidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacion del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de astringencia variables, como es muy conocido en la técnica, es posible obtener una medida aproximada
de la identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucledtidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de acidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
materia se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccién de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente divulgacion.

Por “ARN enzimatico” se entiende una molécula de ARN con actividad enzimatica (Cech, (1988) J. American. Med.
Assoc. 260, 3030-3035). Los acidos nucleicos enzimaticos (ribozimas) actian uniéndose primero a un ARN diana.
Tal unién se produce mediante la porcion de unién diana de un &cido nucleico enzimatico que se mantiene en
estrecha proximidad a una porcién enzimatica de la molécula que actia para escindir el ARN diana. Asi, el acido
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nucleico enzimatico reconoce primero y luego se une a ARN diana mediante apareamiento de bases, y una vez
unido al sitio correcto, actia enzimaticamente para cortar el ARN diana.

Por “ARN sefiuelo” se entiende una molécula de ARN que imita el dominio de unién natural para un ligando. El ARN
sefiuelo compite, por tanto, con la diana de unién natural para la unién de un ligando especifico. Por ejemplo, se ha
mostrado que la sobreexpresion del ARN de respuesta de activacion en trans del VIH (TAR) puede actuar de
“sefiuelo” y se une eficazmente a la proteina tat del VIH, previniendo asi que se una a secuencias de TAR
codificadas en el ARN del VIH (Sullenger et al. (1990) Cell, 63, 601- 608). Esto se entiende que es un ejemplo
especifico. Aquellos en la materia reconoceran que esto es solo un ejemplo, y facilmente pueden generarse otros
aspectos usando técnicas generalmente conocidas en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “mondmeros” normalmente indica mondémeros enlazados por
enlaces fosfodiéster o analogos de los mismos para formar oligonucleétidos que oscilan en tamafio de algunas
unidades monoméricas, por ejemplo, de aproximadamente 3-4, a aproximadamente varios cientos de unidades
monomeéricas. Los andalogos de enlaces fosfodiéster incluyen: fosforotioato, fosforoditioato, metilfosfonatos,
fosforoselenoato, fosforamidato y similares, como se describe mas completamente mas adelante.

El término “nucledtido” cubre nucledtidos que existen de forma natural, ademas de nucleétidos que no existen de
forma natural. Debe ser evidente para el experto en la materia que los diversos nucleétidos que se ha considerado
previamente “que no existen de forma natural” se han encontrado posteriormente en la naturaleza. Asi, “nucleétidos”
incluye no solo las moléculas que contienen heterociclos de purina y pirimidina conocidas, sino también analogos y
tautdmeros heterociclicos de las mismas. Ejemplos ilustrativos de otros tipos de nucleétidos son moléculas que
contienen adenina, guanina, timina, citosina, uracilo, purina, xantina, diaminopurina, 8-oxo-N6-metiladenina, 7-
deazaxantina, 7-deazaguanina, N4,N4-etanocitosina, N6,N6-etano-2,6-diaminopurina, 5-metilcitosina, 5-alquinil (C3-
C6)-citosina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, pseudoisocitosina, 2-hidroxi-5-metil-4-triazolopiridina, isocitosina,
isoguanina, inosina y los nucleétidos “que no existen de forma natural” descritos en Benner et al., patente de EE.UU.
N° 5.432.272. El término “nucledtido” pretende cubrir todos y cada uno de estos ejemplos, ademas de analogos y
tautomeros de los mismos. Nucleétidos especialmente interesantes son aquellos que contienen adenina, guanina,
timina, citosina y uracilo, que se consideran como los nucleétidos que existen de forma natural en relaciéon con la
aplicacion terapéutica y diagndstica en seres humanos. Los nucleétidos incluyen los azucares naturales 2'-desoxi y
2'-hidroxilo, por ejemplo, como se describe en Kornberg y Baker, DNA Replication, 2nd Ed. (Freeman, San
Francisco, 1992), ademas de sus analogos.

“Analogos”, en referencia a nucleétidos, incluye nucleétidos sintéticos que tienen restos de bases modificados y/o
restos de azucar modificados (véase, por ejemplo, descrito generalmente por Scheit, Nucleotide Analogs, John
Wiley, New York, 1980; Freier & Altmann, (1997) Nucl. Acid. Res., 25(22), 4429-4443, Toulme, J.J., (2001) Nature
Biotechnology 19:17-18; Manoharan M., (1999) Biochemica et Biophysica Acta 1489:117-139; Freier S. M., (1997)
Nucleic Acid Research, 25:4429-4443, Uhlman, E., (2000) Drug Discovery & Development, 3: 203-213, Herdewin P.,
(2000) Antisense & Nucleic Acid Drug Dev., 10:297-310); [3.2.0]bicicloarabinonucledsidos enlazados en 2'-O, 3'-C
(véase, por ejemplo, N.K Christiensen., et al, (1998) J. Am. Chem. Soc., 120: 5458-5463; Prakash TP, Bhat B. (2007)
Curr Top Med Chem. 7(7):641-9; Cho EJ, et al. (2009) Annual Review of Analytical Chemistry, 2, 241-264). Tales
analogos incluyen nucledtidos sintéticos disefiados para potenciar propiedades de union, por ejemplo, la estabilidad
del duplex o triplex, especificidad, o similares.

Como se usa en el presente documento, “hibridaciéon” significa el apareamiento de hebras sustancialmente
complementarias de compuestos oligoméricos. Un mecanismo de apareamiento implica el enlace de hidrégeno, que
puede ser enlace de hidrogeno de Watson-Crick, Hodgsteen o de Hodgsteen inverso, entre bases de nucledsidos o
de nucledtidos (nucleétidos) complementarias de las hebras de compuestos oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y
la timina son nucledtidos complementarios que aparean mediante la formacién de enlaces de hidrégeno. La
hibridacion puede producirse bajo circunstancias variables.

Un compuesto antisentido es “especificamente hibridable” cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcion normal del acido nucleico diana para producir una modulacién de la funcion y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, bajo
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que se
realizan los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Como se usa en el presente documento, la expresion “condiciones de hibridacién astringentes” o “condiciones

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2762 610T3

astringentes” se refiere a condiciones bajo las que un compuesto de la divulgacion hibridara con su secuencia diana,
pero con un numero minimo de otras secuencias. Las condiciones astringentes son dependientes de la secuencia y
seran diferentes en diferentes circunstancias y en el contexto de la presente divulgacion, las “condiciones
astringentes” bajo las que hibridan los compuestos oligoméricos con una secuencia diana se determinan por la
naturaleza y composicion de los compuestos oligoméricos y los ensayos en los que estan siendo investigados. En
general, las condiciones de hibridacion astringentes comprenden bajas concentraciones (<0,15 M) de sales con
cationes inorganicos tales como Na++ o K++ (es decir, baja fuerza idnica), temperatura superior a 20 °C - 25 °C por
debajo de la Tm del complejo de compuesto oligomérico:secuencia diana, y la presencia de desnaturalizantes tales
como formamida, dimetilformamida, sulféxido de dimetilo, o el detergente dodecilsulfato de sodio (SDS). Por
ejemplo, la velocidad de hibridacién disminuye el 1,1 % por cada 1 % de formamida. Un ejemplo de una condicion de
hibridacion de alta astringencia es 0,1X tampén cloruro sédico-citrato sodico (SSC)/0,1 % (peso/volumen) de SDS a
60 °C durante 30 minutos.

“Complementario”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de apareamiento preciso entre
dos nucleétidos en una o dos hebras oligoméricas. Por ejemplo, si una nucleobase en una cierta posicién de un
compuesto antisentido es capaz de formar enlace de hidrégeno con una nucleobase en una cierta posicion de un
acido nucleico diana, siendo dicho &cido nucleico diana un ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido, entonces la
posicion de enlace del hidrogeno entre el oligonucledtido y el acido nucleico diana se considera que es una posicion
complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN, ARN, o molécula de oligonucleétido adicional son
complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estan
ocupadas por nucleotidos que pueden formar enlace de hidrégeno entre ellos. Asi, “especificamente hibridable” y
“complementario” son términos que se usan para indicar un grado suficiente de apareamiento preciso o
complementariedad durante un numero suficiente de nucledtidos de forma que se produzca la union estable
especifica entre el compuesto oligomérico y un acido nucleico diana.

Se entiende en la materia que la secuencia de un compuesto oligomérico no necesita ser 100 % complementaria a la
de su acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Ademas, un oligonucleétido puede hibridarse sobre
uno o mas segmentos de forma que segmentos intermedios o adyacentes no participen en el acontecimiento de
hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle, desapareamiento o estructura de horquilla). Los compuestos
oligoméricos de la presente divulgacion comprenden al menos aproximadamente el 70 %, o al menos
aproximadamente el 75 %, o al menos aproximadamente el 80 %, o al menos aproximadamente el 85 %, o al menos
aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 95 %, o al menos aproximadamente el 99 %, de
complementariedad de secuencia con una region diana dentro de la secuencia de acidos nucleicos diana a la que se
dirigen. Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de los 20 nucledtidos del compuesto antisentido son
complementarios a una regién diana, y, por tanto, hibridarian especificamente, representaria el 90 por ciento de
complementariedad. En este ejemplo, los nucleétidos no complementarios restantes pueden agruparse o
intercalarse con nucledtidos complementarios y no necesitan ser contiguos entre si o a nucledtidos
complementarios. Como tal, un compuesto antisentido que tiene 18 nucledtidos de longitud que tiene 4 (cuatro)
nucledtidos no complementarios que estan flanqueados por dos regiones de complementariedad completa con el
acido nucleico diana tendria el 77,8 % de complementariedad global con el acido nucleico diana y asi entraria dentro
del alcance de la presente divulgacion. El porcentaje de complementariedad de un compuesto antisentido con una
region de un acido nucleico diana puede determinarse rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de
busqueda de alineamientos locales basicos) y programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al.,
(1990) J. Mol. Biol., 215, 403-410; Zhang y Madden, (1997) Genome Res., 7, 649-656). La homologia en porcentaje,
identidad de secuencias o complementariedad pueden determinarse por, por ejemplo, el programa Gap (Wisconsin
Sequence Analysis Package, Versién 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, Madison
Wis.), usando pardmetros por defecto, que usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., (1981) 2, 482-
489).

Como se usa en el presente documento, el término “punto de fusion térmico (Tm)” se refiere a la temperatura, bajo
fuerza idnica definida, pH y concentracion de acido nucleico, a la que el 50 % de los oligonucledtidos
complementarios a la secuencia diana hibridan con la secuencia diana en equilibrio. Normalmente, condiciones
astringentes seran aquellas en las que la concentracion de sales es la concentracion de ion Na (u otras sales) de al
menos aproximadamente 0,01 a 1,0 M a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para
oligonucleétidos cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos). También pueden lograrse condiciones astringentes
con la adicién de agentes desestabilizantes tales como formamida.

Como se usa en el presente documento, “modulacion” significa tanto un aumento (estimulacion) como una
disminucion (inhibicion) en la expresion de un gen.
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El término “variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleétidos, puede englobar una
secuencia de polinucleétidos relacionada con un gen no mutante. Esta definicién también puede incluir, por ejemplo,
variantes “alélicas”, de “splicing”, de “especie” o “polimorficas”. Una variante de splicing puede tener identidad
significativa con una molécula de referencia, pero generalmente tendra un mayor o menor nimero de polinucleétidos
debido al splicing alterativo de exones durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido correspondiente puede
poseer dominios funcionales adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de especie son secuencias de
polinucledtidos que varian de una especie a otra. Son de particular utilidad en la divulgacion variantes de productos
génicos no mutantes (wild type). Las variantes pueden resultar de al menos una mutacion en la secuencia de acidos
nucleicos y pueden producir ARNm alterados o polipéptidos cuya estructura o funciéon puede o puede no alterarse.
Cualquier gen natural o recombinante dado puede tener ninguna, una o muchas formas alélicas. Cambios
mutacionales comunes que dan lugar a variantes se atribuyen generalmente a deleciones, adiciones o sustituciones
naturales de nucleétidos. Cada uno de estos tipos de cambios puede producirse solo, o en combinaciéon con los
otros, una o mas veces en una secuencia dada.

Los polipéptidos resultantes generalmente tendran identidad significativa de aminoacidos los unos con respecto a los
otros. Una variante polimérfica es una variacion en la secuencia de polinucleétidos de un gen particular entre
individuos de una especie dada. Las variantes polimoérficas también pueden englobar “polimorfismos de un solo
nuclestido” (SNP), o mutaciones de una sola base en las que la secuencia de polinucleétidos varia una base. La
presencia de SNP puede ser indicativa de, por ejemplo, una cierta poblaciéon con una propension por un estado de
enfermedad, que es susceptibilidad frente a resistencia.

Los polinucledtidos derivados incluyen acidos nucleicos sometidos a modificacién quimica, por ejemplo, sustitucion
de hidrégeno por un grupo alquilo, acilo o amino. Los derivados, por ejemplo, oligonucleétidos derivados, pueden
comprender porciones que no existen de forma natural, tales como restos de azucar alterados o enlaces inter-
azucar. A modo de ejemplo, entre éstos estan fosforotioato y otras especies que contienen azufre que se conocen
en la técnica. Los acidos nucleicos derivados también pueden contener etiquetas, que incluyen radionucleétidos,
enzimas, agentes fluorescentes, agentes quimioluminiscentes, agentes cromogénicos, sustratos, cofactores,
inhibidores, particulas magnéticas y similares.

Un polipéptido o péptido “derivado” es uno que se modifica, por ejemplo, por glicosilacion, pegilacién, fosforilacion,
sulfatacion, reduccion/alquilacién, acilacion, acoplamiento quimico o tratamiento suave con formalina. Un derivado
también puede modificarse para contener una etiqueta detectable, tanto directa como indirectamente, que incluye,
pero no se limita a, un radioisétopo, etiqueta fluorescente y enzimatica.

Como se usa en el presente documento, el término “animal” o “paciente” pretende incluir, por ejemplo, seres
humanos, ovejas, alces, venados, ciervos mulos, visones, mamiferos, monos, caballos, ganado vacuno, cerdos,
cabras, perros, gatos, ratas, ratones, aves, pollo, reptiles, peces, insectos y aracnidos.

“Mamifero” cubre mamiferos de sangre caliente que normalmente estan bajo cuidado médico (por ejemplo, seres
humanos y animales domesticados). Ejemplos incluyen felinos, caninos, equinos, bovinos y humanos, ademas de
solo humanos.

“Tratar” o “tratamiento” cubre el tratamiento de un estado de enfermedad en un mamifero, e incluye: (a) prevenir que
se produzca el estado de enfermedad en un mamifero, en particular, cuando tal mamifero tiene predisposicion al
estado de enfermedad, pero todavia no se ha diagnosticado que la tenga; (b) inhibir el estado de enfermedad, por
ejemplo, detener el desarrollo; y/o (c) aliviar el estado de enfermedad, por ejemplo, causando la regresion del estado
de enfermedad hasta que se alcance un punto final deseado. Tratar también incluye la mejora de un sintoma de una
enfermedad (por ejemplo, reducir el dolor o molestia), en el que tal mejora puede o puede no afectar directamente la
enfermedad (por ejemplo, causa, transmision, expresion, etc.).

Como se usa en el presente documento, el término “cancer” se refiere a cualquier tumor maligno, particularmente
que surge en el pulmdn, rifidén o tiroides. El propio cancer se manifiesta como un “tumor” o tejido que comprende
células malignas del cancer. Ejemplos de tumores incluyen sarcomas y carcinomas tales como, pero no se limitan a:
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de
las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
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cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello
uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmén de células pequefias, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.
Como se observa anteriormente, la divulgacién permite especificamente el diagnéstico diferencial de tumores de
pulmon, rifidn y tiroides.

Composiciones y moléculas de polinucleétido y oligonucleétido

Dianas: En un aspecto, las dianas comprenden secuencias de acidos nucleicos de factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF), que incluyen sin limitacion secuencias no codificantes y/o codificantes sentido y/o antisentido
asociadas a BDNF.

Las neurotrofinas son una clase de factores de crecimiento estructuralmente relacionados que promueven la
supervivencia y diferenciacion neural. Estimulan el crecimiento hacia afuera de neuritas, sugiriendo que pueden
promover la regeneracion de neuronas lesionadas, y actuan de factores neurotroficos derivados de diana para
estimular la germinacion colateral en tejidos diana que producen la neurotrofina (Korsching., (1993) J. Neurosci., 13:
2739). El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) se caracterizd inicialmente como una proteina basica
presente en extractos de cerebro y capaz de aumentar la supervivencia de ganglios de la raiz dorsal (Leibrock., et
al., (1989) Nature, 341:149). Cuando la comunicacion axonal con el cuerpo de la célula se interrumpe por lesion, las
células de Schwann producen factores neurotréficos tales como factor de crecimiento nervioso (NGF) y BDNF. Las
neurotrofinas son liberadas de las células de Schwann y se dispersan de forman difusa en modo de gradiente
alrededor de los axones en regeneracion, que entonces se extienden distalmente a lo largo del gradiente de
densidad de neurotrofinas (Ide., (1996) Neurosci. Res., 25:101). Se ha mostrado que la aplicacion local de BDNF a
nervios cortados transversalmente en ratas neonatales previene la muerte masiva de neuronas motoras que sigue a
axotomia (DiStefano., et al., (1992) Neuron, 8:983; Oppenheim., et al., (1992) Nature, 360:755; Yan., et al., (1992)
Nature, 360:753). El titulo de ARNm de BDNF aumenta a varias veces el nivel normal cuatro dias después de la
axotomia y alcanza su maximo a las 4 semanas (Meyer., et al., (1992) J. Cell Biol. 119:45). Ademas, se ha descrito
que BDNF potencia la supervivencia de neuronas colinérgicas en cultivo (Nonomura, et al., (1995) Cerebro Res.
683:129).

Enfermedades y trastornos mediados por el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) a modo de ejemplo que
pueden tratarse con células/tejidos regenerados de células madre obtenidos usando los compuestos antisentido
comprenden: una enfermedad o un trastorno asociado a neurogénesis defectuosa; una enfermedad o trastorno
neurodegenerativo (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
esclerosis lateral amiotréfica, etc.); un trastorno neuropsiquiatrico (depresion, esquizofrenia, trastorno
esquizofreniforme, trastorno esquizoafectivo y trastorno delirante; trastornos de ansiedad tales como trastorno de
panico, fobias (incluyendo agorafobia), un trastorno obsesivo-compulsivo, un trastorno por estrés postraumatico, un
trastorno bipolar, anorexia nerviosa, bulimia nerviosa, un trastorno autoinmunitario (por ejemplo, esclerosis multiple)
del sistema nervioso central, pérdida de memoria, un trastorno de la memora a largo plazo o a corto plazo, falta de
memoria benigna, un trastorno del aprendizaje en la infancia, lesiéon cerrada de la cabeza, un trastorno de déficit de
atencion, reaccion neuronal a infeccion viral, dafio cerebral, narcolepsia, un trastorno del suefio (por ejemplo,
trastornos de los ritmos circadianos, insomnio y narcolepsia); rotura de nervios o dafio nervioso, rotura del tronco
nervioso cerebroespinal (CNS) y un dafio al cerebro o células nerviosas, un déficit neurolégico asociado al SIDA, un
trastorno motor y de tics caracterizado por tics motores y/o vocales (por ejemplo, trastorno de Tourette, trastorno
motor o de tics vocales crénico, trastorno de tics transitorio y trastorno de movimientos estereotipicos), un trastorno
por abuso de sustancias (por ejemplo, dependencia de sustancias, abuso de sustancias y las secuelas del
abuso/dependencia de sustancias, tales como trastorno psicolégico inducido por sustancias, abstencion de
sustancias y demencia inducida por sustancias o trastorno amnésico), lesién cerebral traumatica, acufenos,
neuralgia (por ejemplo, neuralgia del trigémino), dolor (por ejemplo, dolor crénico, dolor inflamatorio crénico, dolor
asociado a artritis, fibromialgia, dolor de espalda, dolor asociado al cancer, dolor asociado a enfermedad digestiva,
dolor asociado a enfermedad de Crohn, dolor asociado a enfermedad autoinmunitaria, dolor asociado a enfermedad
endocrina, dolor asociado a neuropatia diabética, dolor del miembro fantasma, dolor espontaneo, dolor crénico post-
quirurgico, dolor cronico temporomandibular, causalgia, neuralgia post-herpética, dolor relacionado con el SIDA,
sindromes de dolor regional complejo tipo | y I, neuralgia del trigémino, dolor de espalda crénico, dolor asociado a
lesion de la médula espinal, dolor asociado a la ingesta de farmacos y dolor agudo recurrente, dolor neuropatico),
actividad neuronal inapropiada que produce neurodistesias en una enfermedad tal como diabetes, una EM y una
enfermedad de las neuronas motoras, ataxias, rigidez muscular (espasticidad), disfuncion de la articulacion

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2762 610T3

temporomandibular, sindrome de deficiencia de Reward (RDS), neurotoxicidad producida por alcohol o abuso de
sustancias (por ejemplo, ecstasia, metanfetamina etc.), retraso mental o deterioro cognitivo (por ejemplo, retraso
mental no sindromico ligado a X, sindrome del X fragil, sindrome de Down, autismo), afasia, paralisis de Bell,
enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, encefalitis, degeneracion macular senil, sindrome de Ondina, sindrome de
WAGR, sordera parcial, sindrome de Rett, epilepsia, lesién de la médula espinal, accidente cerebrovascular, hipoxia,
isquemia, lesion cerebral, lesion del nervio éptico, neuropatia diabética, neuropatia periférica, complicaciones del
trasplante de nervios, enfermedad de las neuronas motoras, lesién nerviosa periférica, obesidad, un sindrome
metabdlico, cancer, asma, una enfermedad atépica, una inflamacién alérgica, eccema, una enfermedad o trastorno
neuro-oncoldgico, enfermedad o trastorno neuro-inmunolégico y enfermedad o trastorno neuro-otoldgico; y una
enfermedad o trastorno asociado al envejecimiento y senescencia.

En un aspecto preferido, los oligonucledtidos son especificos para polinucleétidos de BDNF, que incluyen, sin
limitacion regiones no codificantes. Las dianas de BDNF comprenden variantes de BDNF o BDNFOS; mutantes de
BDNF o BDNFOS, que incluyen SNP; secuencias no codificantes de BDNF; alelos, fragmentos y similares.
Preferentemente, el oligonucledtido es una molécula de ARN antisentido.

Segun aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita a polinucleétidos de BDNF solos,
sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homdlogos, regiones no codificantes y similares de
BDNF.

En otro aspecto preferido, un oligonucledtido se dirige a una secuencia antisentido natural (antisentido natural para
las regiones codificantes y no codificantes) de dianas de BDNF, que incluyen, sin limitacion, variantes, alelos,
homdlogos, mutantes, derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferentemente, el
oligonucleétido es una molécula de ARN o de ADN antisentido.

En otro aspecto preferido, los compuestos oligoméricos de la presente divulgacion también incluyen variantes en las
que una base diferente esta presente en una o mas de las posiciones de nucleétido en el compuesto. Por ejemplo, si
el primer nucleétido es una adenina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina, citidina u otros
nucledtidos naturales o no naturales en esta posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones del
compuesto antisentido. Estos compuestos se prueban entonces usando los métodos descritos en el presente
documento para determinar su capacidad para inhibir la expresion de un acido nucleico diana.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
la diana, es de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencias o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad es de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 80 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad es de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 90 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
o complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %.

Un compuesto antisentido es especificamente hibridable cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcion normal del acido nucleico diana para producir una pérdida de actividad, y hay un grado de
complementariedad suficiente para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a secuencias de acidos
nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica. Tales condiciones incluyen, es decir,
condiciones fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y condiciones en las que se realizan
los ensayos en el caso de ensayos in vitro.

Un compuesto antisentido, tanto ADN, ARN, quimérico, sustituido, etc., es especificamente hibridable cuando la
union del compuesto a la molécula de ADN o de ARN diana interfiere con la funcién normal del ADN o ARN diana
para producir una pérdida de utilidad, y hay un grado de complementariedad suficiente para evitar la unién no
especifica del compuesto antisentido a secuencias no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica,
es decir, bajo condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en el caso de
ensayos in vitro, en condiciones en las que se realizan los ensayos.

En otro aspecto preferido, el direccionamiento de BDNF que incluye, sin limitacion, secuencias antisentido que se

identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR, hibridacién etc., una o mas de las secuencias expuestas como
SEQ ID NO: 2, y similares, modulan la expresion o funcion de BDNF. En un aspecto, la expresién o funcién esta
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regulada por incremento en comparacion con un control. En otro aspecto preferido, la expresion o funcion se regula
por disminucién en comparacion con un control.

En otro aspecto preferido, los oligonucledtidos comprenden secuencias de acidos nucleicos expuestas como SEQ ID
NOS: 3 a 8 que incluye secuencias antisentido que se identifican y se expanden, usando por ejemplo, PCR,
hibridacion etc. Estos oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas
cortos 0 mas largos, enlaces modificados y similares. Ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos
comprenden fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto preferido, los nucleétidos comprenden un
derivado de fosforo. El derivado de fosforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azucar o de
analogo de azucar en los oligonucledtidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato,
difosfato, trifosfato, alquilfosfato, alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacion de los analogos de fosfato
anteriormente indicados, y su incorporacién en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también es
en si conocida y no necesita describirse aqui.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplea por aquellos expertos en la materia para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucleétidos antisentido como entidades terapéuticas en el tratamiento de
estados de enfermedad en animales y el hombre. Los oligonucleétidos antisentido se han administrado con
seguridad y eficazmente a seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en marcha. Asi, se
establece que los oligonucleétidos pueden ser modalidades terapéuticas Utiles que pueden configurarse para ser
utiles en pautas de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales, especialmente seres humanos.

En aspectos de la presente divulgacién, los compuestos antisentido oligoméricos, particularmente oligonucledétidos,
se unen a moléculas de acidos nucleicos diana y modulan la expresion y/o funcién de moléculas codificadas por un
gen diana. Las funciones de ADN que van a interferirse comprenden, por ejemplo, replicacién y transcripcion. Las
funciones de ARN que van a interferirse comprenden todas las funciones vitales tales como, por ejemplo,
translocalizacion del ARN al sitio de traducciéon de proteina, traduccion de proteina desde ARN, splicing del ARN
para dar una o mas especies de ARNm, y actividad catalitica que puede acoplarse en o facilitarse por el ARN. Las
funciones pueden regularse por incremento o inhibirse dependiendo de las funciones deseadas.

Los compuestos antisentido incluyen compuestos antisentido oligoméricos, oligonucledtidos antisentido,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), agentes de splicing alternativos, cebadores, sondas, y otros
compuestos oligoméricos que hibridan con al menos una porcion del acido nucleico diana. Como tales, estos
compuestos pueden introducirse en forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, parcialmente
monocatenarios, o circulares.

El direccionamiento de un compuesto antisentido a una molécula de acido nucleico particular, en el contexto de la
presente divulgacion, puede ser un proceso multietapa. El proceso normalmente empieza con la identificacion de un
acido nucleico diana cuya funcién va a modularse. Este acido nucleico diana puede ser, por ejemplo, un gen celular
(o ARNm transcrito del gen) cuya expresion esta asociada a un trastorno o estado de enfermedad particular, o una
molécula de acido nucleico de un agente infeccioso. En la presente divulgacion, el acido nucleico diana codifica el
factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF).

El proceso de direccionamiento normalmente también incluye la determinacién de al menos una regién diana,
segmento, o sitio dentro del acido nucleico diana para que la interaccién antisentido se produzca de forma que
resulte el efecto deseado, por ejemplo, la modulacion de la expresion. Dentro del contexto de la presente
divulgacion, el término “regién” se define como una porcion del acido nucleico diana que tiene al menos una
estructura, funcion o caracteristica identificable. Dentro de las regiones de acidos nucleicos diana estan segmentos.
Los “segmentos” se definen como porciones mas pequefias o sub-porciones de regiones dentro de un &cido nucleico
diana. “Sitios”, como se usa en la presente divulgacién, se define como posiciones dentro de un acido nucleico
diana.

En un aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido se unen a las secuencias antisentido naturales del factor
neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y modulan la expresiéon y/o funcién del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) (SEQ ID NO: 1). Ejemplos de secuencias antisentido incluyen SEQ ID NOS: 2 a 8.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido se unen a uno o mas segmentos de polinucledtidos del
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y modulan la expresién y/o funcion del factor neurotréfico derivado
de cerebro (BDNF). Los segmentos comprenden al menos cinco nucledtidos consecutivos de polinucleétidos sentido
o antisentido del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).
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En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido son especificos para secuencias antisentido naturales del
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) donde la union de los oligonucledétidos a las secuencias antisentido
naturales del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) modula la expresion y/o funcidn del factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF).

En otro aspecto preferido, los compuestos de oligonucleétido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID
NOS: 3 a 8, secuencias antisentido que se identifican y expanden usando, por ejemplo, PCR, hibridacién etc. Estos
oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o mas largos,
enlaces modificados y similares. Ejemplos de enlaces modificados o enlaces internucleotidicos comprenden
fosforotioato, fosforoditioato o similares. En otro aspecto preferido, los nucledtidos comprenden un derivado de
fésforo. El derivado de fosforo (o grupo fosfato modificado) que puede unirse al resto de azicar o de analogo de
azucar en los oligonucledtidos modificados de la presente divulgacion puede ser un monofosfato, difosfato, trifosfato,
alquilfosfato, alcanofosfato, fosforotioato y similares. La preparacién de los analogos de fosfato anteriormente
indicados, y su incorporacion en nucleétidos, nucleétidos modificados y oligonucleétidos, también es en si conocida
y no necesita describirse aqui.

Ya que, como se conoce en la técnica, el codon de iniciacion de la traduccion normalmente es 5'-AUG (en moléculas
de ARNm transcrito; 5-ATG en la molécula de ADN correspondiente), el codén de iniciacion de la traduccion
también se denomina el “codén AUG”, el “coddn de iniciacion” o el “codén de iniciacion AUG”. Una minoria de genes
tiene un codon de iniciacion de la traduccidon que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5-UUG o 5'-CUG; y se ha
mostrado que 5'-AUA, 5'-ACG y 5'-CUG funcionan in vivo. Asi, los términos “codoén de iniciacion de la traduccion” y
“coddn de iniciacion” pueden englobar muchas secuencias de codon, aun cuando el aminoacido iniciador en cada
caso normalmente sea metionina (en eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Los genes eucariotas y
procariotas pueden tener dos 0 mas codones de iniciacion alternativos, uno cualquiera de los cuales puede utilizarse
preferencialmente para la iniciacion de la traducciéon en un tipo particular de célula o tejido, o bajo un conjunto
particular de condiciones. En el contexto de la divulgacion, “coddn de iniciacion” y “coddn de iniciacion de la
traduccion” se refieren al codén o codones que se usan in vivo para iniciar la traduccion de un ARNm transcrito de
un gen que codifica el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), independientemente de la(s) secuencia(s) de
tales codones. Un codén de terminacion de la traduccién (o “coddn de terminacion”) de un gen puede tener una de
tres secuencias, es decir, 5'-UAA, 5'-UAG y 5'-UGA (las secuencias de ADN correspondientes son 5'-TAA, 5'- TAG y
5'-TGA, respectivamente).

Los términos “regién de coddn de iniciacion” y “regién de codoén de iniciacion de la traduccion” se refieren a una
porcién de un ARNm tal o gen que engloba de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleétidos contiguos
en cualquier direccidn (es decir, 5' 0 3') desde un coddn de iniciacidon de la traduccion. Similarmente, los términos
“region de coddn de terminacion” y “region de codén de terminacion de la traduccion” se refieren a una porciéon de un
ARNm tal o gen que engloba de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucledtidos contiguos en cualquier
direccion (es decir, 5' o 3') desde un coddn de terminacion de la traduccion. Por consiguiente, la “region de codén de
iniciacion” (o “region de codon de iniciacion de la traduccion”) y la “region de coddn de terminacion” (o “regién de
codon de terminacion de la traduccidn”) son todas las regiones que pueden ser eficazmente dirigidas como diana
con los compuestos antisentido de la presente divulgacion.

El marco de lectura abierto (ORF) o “region codificante”, que se conoce en la técnica para referirse a la region entre
el coddn de iniciacién de la traduccién y el codén de terminacion de la traduccion, también es una regién que puede
ser eficazmente elegida como diana. Dentro del contexto de la presente divulgacion, una regién elegida como diana
es la regién intragénica que engloba el codén de iniciacién o de terminacién de la traduccion del marco de lectura
abierto (ORF) de un gen.

Otra regién diana incluye la regiéon no traducida 5' (5'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un
ARNmM en la direccién 5' desde el coddn de iniciacion de la traduccion, y que asi incluye nucleétidos entre el sitio 5'
cap y el coddn de iniciacion de la traduccion de un ARNm (o nucledtidos correspondientes en el gen). Todavia otra
region diana incluye la region no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica para referirse a la porcion de un ARNm
en la direccion 3' desde el coddn de terminacion de la traduccion, y que asi incluye nucleétidos entre el codon de
terminacion de la traduccién y el extremo 3' de un ARNm (o nucledtidos correspondientes en el gen). El sitio 5' cap
de un ARNm comprende un residuo de guanosina N7-metilado unido al residuo 5'-most del ARNm mediante un
enlace trifosfato 5'-5'. La region 5' cap de un ARNm se considera que incluye la propia estructura 5' cap, ademas de
los primeros 50 nucleétidos adyacentes al sitio cap. Otra regién diana para la presente divulgacion es la region 5'
cap.
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Aunque algunos ARNm transcritos eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o mas regiones,
conocidas como “intrones”, que se escinden de un transcrito antes de que se traduzca. Las regiones restantes (y,
por tanto, traducidas) se conocen como “exones” y se cortan y empalman juntas para formar una secuencia de
ARNm continua. En un caso, el direccionamiento de sitios de splicing, es decir, empalmes intrén-exén o empalmes
exon-intron, es particularmente Util en situaciones en las que el splicing aberrante participa en la enfermedad, o en
las que una produccion en exceso de un producto de splicing particular participa en la enfermedad. Un empalme de
fusion aberrante debido a la transposicién o delecién es otro caso de un sitio diana. Los ARNm transcritos
producidos mediante el proceso de splicing de dos (0 mas) ARNm de diferentes fuentes de genes se conocen como
“transcritos de fusion”. Los intrones pueden ser eficazmente direccionados usando compuestos antisentido dirigidos
a, por ejemplo, ADN o pre-ARNm.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido se unen a regiones codificantes y/o no codificantes de un
polinucledtido diana y modulan la expresion y/o funcién de la molécula diana.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido se unen a polinucleétidos antisentido naturales y modulan
la expresion y/o funcion de la molécula diana.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos antisentido se unen a polinucleétidos sentido y modulan la expresion
y/o funcién de la molécula diana.

Pueden producirse transcritos de ARN alternativos a partir de la misma regién genémica de ADN. Estos transcritos
alternativos son generalmente conocidos como “variantes”. Mas especificamente, “variantes de pre-ARNm” son
transcritos producidos a partir del mismo ADN gendmico que se diferencian de otros transcritos producidos a partir
del mismo ADN gendmico en su posicion de inicio o de parada y contienen tanto secuencia intronica como exonica.

Tras la escision de una 0 mas regiones de exon o intron, o porciones de las mismas durante el splicing, las variantes
de pre-ARNm producen “variantes de ARNm” mas pequefias. Por consiguiente, las variantes de ARNm son
variantes de pre-ARNm procesadas y cada variante de pre-ARNm Unica siempre debe producir una variante de
ARNmM unica como resultado del splicing. Estas variantes de ARNm también se conocen como “variantes de splicing
alternativas”. Si no se produce splicing de la variante de pre-ARNm, entonces la variante de pre-ARNm es idéntica a
la variante de ARNm.

Las variantes pueden producirse mediante el uso de sefiales alternativas para la transcripcion de inicio o de parada.
Los Pre-ARNm y ARNm pueden poseer mas de un codon de iniciacién o coddn de terminacion. Las variantes que se
originan a partir de un pre-ARNm o ARNm que usan codones de iniciacion alternativos se conocen como “variantes
de inicio alternativas” de ese pre-ARNm o ARNm. Aquellos transcritos que usan un coddén de terminacién alternativo
se conocen como “variantes de parada alternativas” de ese pre-ARNm o ARNm. Un tipo especifico de variante de
parada alternativa es la “variante de poliA”, en la que los multiples transcritos producidos resultan de la seleccion
alternativa de una de las “sefales de parada de poliA” por la maquinaria de transcripcion, produciendo asi transcritos
que terminan en sitios de poliA Unicos. Dentro del contexto de la divulgacion, los tipos de variantes descritos en el
presente documento también son casos de acidos nucleicos diana.

Las localizaciones en el acido nucleico diana con las que los compuestos antisentido hibridan se definen como al
menos una porcién de 5 nucledtidos de longitud de una regién diana a la que se dirige un compuesto antisentido
activo.

Aunque las secuencias especificas de ciertos segmentos diana a modo de ejemplo se exponen en el presente
documento, un experto en la materia reconocera que éstas sirven para ilustrar y describir casos particulares dentro
del alcance de la presente divulgacion. Segmentos diana adicionales son facilmente identificables por un experto
habitual en la materia en vista de la presente divulgacion.

Se considera que segmentos diana de 5-100 nucleétidos de longitud que comprenden un estiramiento de al menos
cinco (5) nucledtidos consecutivos seleccionados de dentro de los segmentos diana preferidos también son
adecuados para el direccionamiento.

Los segmentos diana pueden incluir secuencias de ADN o ARN que comprenden al menos los 5 nucleétidos

consecutivos desde el extremo 5' de uno de los segmentos diana preferidos ilustrativos (siendo los restantes
nucledtidos un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN que empieza inmediatamente aguas arriba del
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extremo 5 del segmento diana y que continia hasta que el ADN o ARN contenga aproximadamente 5 a
aproximadamente 100 nucleétidos). Segmentos diana similarmente preferidos se representan por secuencias de
ADN o ARN que comprenden al menos los 5 nucleétidos consecutivos desde el extremo 3' de uno de los segmentos
diana preferidos ilustrativos (siendo los restantes nucleétidos un estiramiento consecutivo del mismo ADN o ARN
que empieza inmediatamente aguas abajo del extremo 3' del segmento diana y que continua hasta que el ADN o
ARN contenga aproximadamente 5 a aproximadamente 100 nucleétidos). Un experto en la materia armado con los
segmentos diana ilustrados en el presente documento sera capaz, sin excesiva experimentacion, de identificar
segmentos diana preferidos adicionales.

Una vez se han identificado una o mas regiones diana, segmentos o sitios, se eligen compuestos antisentido que
son suficientemente complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente
especificidad, para dar el efecto deseado.

En aspectos de la divulgacion, los oligonucleétidos se unen a una hebra antisentido de una diana particular. Los
oligonucledtidos tienen al menos 5 nucledétidos de longitud y pueden sintetizarse de manera que cada oligonucleétido
se dirija a secuencias solapantes de forma que los oligonucledtidos se sinteticen para cubrir la longitud entera del
polinucledtido diana. Las dianas también incluyen regiones codificantes, ademas de no codificantes.

En un aspecto, se prefiere dirigirse a acidos nucleicos especificos por oligonucleétidos antisentido. El
direccionamiento de un compuesto antisentido a un acido nucleico particular es un proceso multietapa. El proceso
normalmente empieza con la identificacién de una secuencia de acidos nucleicos cuya funcién va a modularse. Esta
puede ser, por ejemplo, un gen celular (0 ARNm transcrito a partir del gen) cuya expresiéon esta asociada a un
trastorno o estado de enfermedad particular, o un polinucleétido no codificante tal como, por ejemplo, ARN no
codificante (ARNnNc).

Los ARN pueden clasificarse en (1) ARN mensajeros (ARNm), que se traducen en proteinas, y (2) ARN no
codificantes de proteina (ARNnc). Los ARNnc comprenden microARN, transcritos antisentido y otras unidades
transcripcionales (TU) que contienen una alta densidad de codones de terminaciéon y que carecen de cualquier
amplio “marco de lectura abierto”. Muchos ARNNc parecen empezar a partir de sitios de iniciaciéon en regiones no
traducidas 3' (3'UTRs) de loci codificante de proteina. Los ARNnc son frecuentemente raros y al menos la mitad de
los ARNnc que se han secuenciado por el consorcio FANTOM no parecen estar poliadenilados. La mayoria de los
investigadores se han basado por motivos obvios en ARNm poliadenilados que se procesan y se exportan al
citoplasma. Recientemente, se mostré que el conjunto de ARN nucleares no poliadenilados puede ser muy grande, y
que muchos de tales transcritos surgen de las llamadas regiones intergénicas (Cheng, J. et al. (2005) Science 308
(5725), 1149-1154; Kapranov, P. et al. (2005). Genome Res 15 (7), 987-997). El mecanismo por el que los ARNnc
pueden regular la expresion génica es por apareamiento de bases con transcritos diana. Los ARN que funcionan por
apareamiento de bases pueden agruparse en (1) ARN codificados en cis que estan codificados en la misma
localizacion genética, pero en la hebra opuesta a los ARN en los que actian y, por tanto, muestran
complementariedad perfecta con su diana, y (2) ARN codificados en trans que estan codificados en una localizacion
cromosémica distinta de los ARN en los que actian y generalmente no presentan potencial de apareamiento de
bases perfecto con sus dianas.

Sin desear cefiirse a ninguna teoria, la perturbacién de un polinucleétido antisentido por los oligonucleétidos
antisentido descritos en el presente documento puede alterar la expresion de los ARN mensajero sentido
correspondientes. Sin embargo, esta regulacion puede tanto ser discordante (la inactivacion antisentido produce
elevacion de ARN mensajero) como concordante (la inactivacion antisentido produce reduccion concomitante de
ARN mensajero). En estos casos, los oligonucledtidos antisentido pueden ser dirigidos a partes solapantes o no
solapantes del transcrito antisentido que producen su inactivacion o secuestro. El antisentido codificante, ademas de
no codificante, puede ser dirigido de una manera idéntica y que cualquier categoria es capaz de regular los
transcritos sentido correspondientes - tanto de una manera concordante como discordante. Las estrategias que se
emplean en identificar nuevos oligonucleétidos para su uso contra una diana pueden basarse en la inactivacion de
transcritos de ARN antisentido por oligonucleétidos antisentido o cualquier otro medio de modulacién de la diana
deseada.

Estrategia 1: En el caso de regulacién discordante, la inactivacion del transcrito antisentido eleva la expresion del
gen convencional (sentido). Si el ultimo debe codificar un farmaco diana conocido o supuesto, entonces la
inactivacion de su homologo antisentido podria imitar posiblemente la accién de un agonista receptor o una enzima
estimulante.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2762 610T3

Estrategia 2: En el caso de regulacion concordante, podrian inactivarse concomitantemente tanto los transcritos
antisentido como sentido y asi lograr una reduccion sinérgica de la expresién génica (sentido) convencional. Si, por
ejemplo, un oligonucledtido antisentido se usa para lograr la inactivacion, entonces esta estrategia puede usarse
para aplicar un oligonucleétido antisentido dirigido al transcrito sentido y otro oligonucleétido antisentido al transcrito
antisentido correspondiente, o un unico oligonucleétido antisentido energéticamente simétrico que se dirige
simultdneamente a transcritos sentido y antisentido solapantes.

Segun la presente divulgacion, los compuestos antisentido incluyen oligonucledtidos antisentido, ribozimas,
oligonucledtidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (iIARN) de
ARN mono- o bicatenario tales como compuestos de siRNA, y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al
menos una porcion del acido nucleico diana y modulan su funcién. Como tales, pueden ser ADN, ARN, similares a
ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos. Estos compuestos
pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla y pueden contener
elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o bucles. Los
compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo para
ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como, por ejemplo,
dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica hebra con auto-
complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formacién de un compuesto completa o parcialmente
bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' o 5' libres o pueden enlazarse
para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede contener un nucleétido
protuberante en cualquiera de los extremos 5' o 3' que produce una extension del caracter monocatenario. Los
compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucleétidos protuberantes en los extremos. Modificaciones
adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos, posiciones de nucleétido seleccionadas,
posiciones de azlcar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Alternativamente, las dos hebras pueden enlazarse
mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se forma a partir de solo una hebra, el dsARN
puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para forma
un duplex. Asi, el dsARN puede ser completa o parcialmente bicatenario. Puede lograrse modulacién especifica de
la expresion génica por expresion estable de horquillas de dsARN en lineas celulares transgénicas, sin embargo, en
algunos casos, la expresién génica o funcion esta regulada por incremento. Cuando se forma a partir de dos hebras,
0 una unica hebra que adopta la forma de una molécula de tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si
misma para formar un duplex, las dos hebras (o regiones formadoras de duplex de una sola hebra) son hebras de
ARN complementarias que se aparean con bases en el modo de Watson-Crick.

Una vez introducido a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accién de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escision u otra modificacién del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupaciéon. En general, los &acidos nucleicos (incluyendo
oligonucledtidos) pueden describirse como “similares a ADN” (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o “similares a ARN” (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxilaziicares o azucares modificados en 2' y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucledtidos que tienen estructura similar a la forma B son “similares a ADN” y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son “similares a ARN”. En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede contener
tanto regiones en forma A como B.

En otro aspecto preferido, los oligonucleétidos deseados o compuestos antisentido comprenden al menos uno de:
ARN antisentido, ADN antisentido, oligonucleétidos antisentido quiméricos, oligonucleétidos antisentido que
comprenden enlaces modificados, ARN de interferencia (iIARN), ARN interferente pequefio (siRNA); un microARN
interferente (MIARN); un ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc); activacion génica
inducida por ARN pequefio (aARN); ARN activantes pequefios (ARNap), o combinaciones de los mismos.

Los dsARN también pueden activar la expresion génica, un mecanismo que se ha llamado “activacion génica
inducida por ARN pequefio” o0 aARN. Los promotores génicos que se dirigen a dsARN inducen la potente activacion
transcripcional de genes asociados. El aARN se demostré en células humanas usando dsARN sintéticos, llamados
“ARN activantes pequefios” (ARNap). No se sabe actualmente si el aARN esta conservado en otros organismos.

Se ha encontrado que el ARN bicatenario pequefio (dsARN), tal como ARN interferente pequefio (siRNA) y
microARN (miARN), es el desencadenante de un mecanismo evolutivamente conservado conocido como
interferencia de ARN (iARN). La iARN conduce invariablemente al silenciamiento génico mediante la remodelacion
de cromatina para asi suprimir la transcripcion, degradacion de ARNm complementario, o bloqueo de la traduccién
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de proteina. Sin embargo, en los casos descritos en detalle en la seccién de ejemplos que sigue, se muestra que los
oligonucledétidos aumentan la expresion y/o funcion de los polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) y productos codificados por los mismos. Los dsARN también pueden actuar de ARN activantes pequefios
(ARNap). Sin desear cefiirse a ninguna teoria, direccionando secuencias a promotores génicos, los ARNap induciran
la expresion de genes diana en un fendmeno denominado activacion transcripcional inducida por dsARN (aARN).

En otro aspecto, los “segmentos diana preferidos” identificados en el presente documento pueden emplearse en un
cribado para compuestos adicionales que modulan la expresion de polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF). “Moduladores” son aquellos compuestos que disminuyen o aumentan la expresiéon de una molécula
de acido nucleico que codifica el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y que comprenden al menos una
porcién de 5 nucleétidos que es complementaria a un segmento diana preferido. El método de cribado comprende
las etapas de poner en contacto un segmento diana preferido de una molécula de acido nucleico que codifica
polinucledtidos sentido o antisentido naturales del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) con uno o mas
moduladores candidatos, y seleccionar uno o mas moduladores candidatos que disminuyen o aumentan la expresion
de una molécula de acido nucleico que codifica polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF),
por ejemplo, SEQ ID NOS: 3 a 8. Una vez se muestra que el modulador o moduladores candidatos son capaces de
modular (por ejemplo, tanto disminuir como aumentar) la expresion de una molécula de acido nucleico que codifica
polinucledtidos del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), el modulador puede entonces emplearse en
estudios de investigacion adicionales de la funcién de polinucledtidos del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF), o para su uso como un agente de investigacion, diagndstico o terapéutico segun la presente divulgacion.

El direccionamiento de la secuencia antisentido natural modula preferentemente la funciéon del gen diana. Por
ejemplo, el gen BDNF (por ejemplo, numero de acceso NM_170735, Fig. 2). En un aspecto preferido, la diana es un
polinucledtido antisentido del gen BDNF. En un aspecto preferido, un oligonucleétido antisentido se dirige a
secuencias sentido y/o antisentido naturales de los polinucledtidos del factor neurotrofico derivado de cerebro
(BDNF) (por ejemplo, numero de acceso NM_170735, Fig. 2), variantes, alelos, isoformas, homdlogos, mutantes,
derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferentemente, el oligonucledtido es una
molécula antisentido y las dianas incluyen regiones codificantes y no codificantes de polinucleétidos antisentido y/o
sentido de BDNF.

Los segmentos diana preferidos de la presente divulgacion también pueden combinarse con sus compuestos
antisentido complementarios respectivos de la presente divulgacion para formar oligonucleétidos (duplexados)
bicatenarios estabilizados.

Se ha mostrado en la materia que tales restos de oligonucleétido bicatenario modulan expresion de diana y regulan
la traduccidon, ademas del procesamiento de ARN mediante un mecanismo antisentido. Ademas, los restos
bicatenarios pueden someterse a modificaciones quimicas (Fire et al., (1998) Nature, 391, 806-811; Timmons and
Fire, (1998) Nature, 395, 854; Timmons et al., (2001) Gene, 263, 103-112; Tabara et al., (1998) Science, 282, 430-
431; Montgomery et al., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95, 15502-15507; Tuschl et al., (1999) Genes Dev., 13,
3191-3197; Elbashir et al., (2001) Nature, 411, 494-498; Elbashir et al., (2001) Genes Dev. 15, 188-200). Por
ejemplo, se ha mostrado que tales restos bicatenarios inhiben la diana por la hibridacion clasica de la hebra
antisentido del duplex con la diana, produciendo asi la degradacion enzimatica de la diana (Tijsterman et al., (2002)
Science, 295, 694-697).

En un aspecto preferido, un oligonucleétido antisentido se dirige a polinucledtidos del factor neurotrofico derivado de
cerebro (BDNF) (por ejemplo, numero de acceso NM_170735), variantes, alelos, isoformas, homologos, mutantes,
derivados, fragmentos y secuencias complementarias a los mismos. Preferentemente, el oligonucledtido es una
molécula antisentido.

Segun aspectos de la divulgacion, la molécula de acido nucleico diana no se limita al factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) solo, sino que se extiende a cualquiera de las isoformas, receptores, homdlogos y similares de las
moléculas del factor neurotroéfico derivado de cerebro (BDNF).

En otro aspecto preferido, un oligonucleétido se dirige a una secuencia antisentido natural de polinucleétidos de
BDNF, por ejemplo, polinucledtidos expuestos como SEQ ID NO: 2, y cualquier variante, alelo, homdlogo, mutante,
derivado, fragmento y secuencia complementaria a los mismos. Ejemplos de oligonucledtidos antisentido se
exponen como SEQ ID NOS: 3 a 8.

En un aspecto, los oligonucleétidos son complementarios a 0 se unen a secuencias de acidos nucleicos de
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antisentido del factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), que incluyen sin limitacion secuencias sentido y/o
antisentido no codificantes asociadas a polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y modulan
la expresion y/o funcion de moléculas del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF).

En otro aspecto preferido, los oligonucledtidos son complementarios a o se unen a secuencias de acidos nucleicos
de antisentido natural de BDNF, expuestas como SEQ ID NO: 2 y modulan la expresion y/o funcién de moléculas de
BDNF.

En un aspecto preferido, los oligonucledtidos comprenden secuencias de al menos 5 nucledtidos consecutivos de
SEQ ID NOS: 3 a 8 y modulan la expresion y/o funcion de moléculas del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF).

Las dianas de polinucleétido comprenden BDNF, que incluye miembros de su familia, variantes de BDNF; mutantes
de BDNF, que incluyen SNP; secuencias no codificantes de BDNF; alelos de BDNF; variantes de especies,
fragmentos y similares. Preferentemente, el oligonucleétido es una molécula antisentido.

En otro aspecto preferido, el oligonucledtido que se dirige a polinucledtidos del factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) comprende: ARN antisentido, ARN de interferencia (iIARN), ARN interferente pequefio (siRNA);
microARN interferente (miARN); un ARN temporal pequefio (ARNtp); o un ARN de horquilla corta (ARNhc);
activacion génica inducida por ARN pequefio (aARN); o, ARN activante pequefio (ARNap).

En otro aspecto preferido, el direccionamiento de los polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF), por ejemplo, SEQ ID NO: 2, modula la expresién o funcién de estas dianas. En un aspecto, la expresion o
funcién esta regulada por incremento en comparacién con un control. En otro aspecto preferido, la expresion o
funcion se regula por disminucién en comparacion con un control.

En otro aspecto preferido, los compuestos antisentido comprenden secuencias expuestas como SEQ ID NOS: 3 a 8.
Estos oligonucleétidos pueden comprender uno o mas nucleétidos modificados, fragmentos mas cortos o mas
largos, enlaces modificados y similares.

En otro aspecto preferido, las SEQ ID NOS: 3 a 8 comprenden uno o més nucledtidos de LNA.

La Tabla 1 muestra a modo de ejemplo oligonucleétidos antisentido utiles en los métodos de la divulgacion.

Tabla 1
ID de secuencia Nombre del oligo Secuencia
SEQ ID NO:3 CUR-0076 CHT+T*G*A'A' T T*"G* T T* T*+G*"+T*+A
SEQ ID NO:4 CUR-0075 A*+G*+T*T*"G*C*A*A*"G*A*G*T*+T*+G*+G
SEQ ID NO:5 CUR-0074 A+T*+C* T*G* T* T*C*T*G*C*T*+G*+T*+C
SEQ ID NO:6 CUR-0071 C+AT*AT'T*C* T*'T*G*G*A*+C*+G*+A
SEQ ID NO:7 CUR-0072 T+G*+T*G*C' T*G T T*G* T*A*+A™+G*+A
SEQ ID NO:8 CUR-0073 T*+G*+A*C*A*G*A*G*G*A*G* T*+A*+T*+T

La modulacion de un acido nucleico diana deseado puede llevarse a cabo de varias formas conocidas en la técnica.
Por ejemplo, oligonucledtidos antisentido, siRNA, etc. Las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos (por ejemplo,
ribozimas) son moléculas de acidos nucleicos capaces de catalizar una o mas de una variedad de reacciones, que
incluyen la capacidad para escindir repetidamente otras moléculas de acidos nucleicos separadas en un modo
especifico de secuencia de bases de nucleétidos. Tales moléculas de acidos nucleicos enzimaticos pueden usarse,
por ejemplo, para dirigirse practicamente a cualquier transcrito de ARN (Zaug et al., 324, Nature 429 1986; Cech,
260 JAMA 3030, 1988; y Jefferies et al., 17 Nucleic Acids Research 1371, 1989).

Debido a su especificidad de secuencia, las moléculas de acidos nucleicos enzimaticos que se escinden en trans
muestran promesa como agentes terapéuticos para enfermedad humana (Usman & McSwiggen, (1995) Ann. Rep.
Med. Chem. 30, 285-294; Christoffersen and Marr, (1995) J. Med. Chem. 38, 2023-2037). Las moléculas de acidos
nucleicos enzimaticos pueden disefiarse para escindir dianas de ARN especificas dentro del fondo del ARN celular.
Un acontecimiento de escision tal convierte el ARNm en no funcional y anula la expresion de proteinas de ese ARN.
De este modo puede inhibirse selectivamente la sintesis de una proteina asociada a un estado de enfermedad.

En general, los &cidos nucleicos enzimaticos con actividad de escision de ARN actian uniéndose primero a un ARN
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diana. Tal unién se produce mediante la porcion de unién de diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene
en estrecha proximidad a una porcidon enzimatica de la molécula que actua para escindir el ARN diana. Asi, el acido
nucleico enzimatico se reconoce primero y entonces se une a ARN diana mediante apareamiento de bases
complementario, y una vez se une al sitio correcto, actia enzimaticamente para cortar el ARN diana. La escision
estratégica de un ARN diana tal destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada. Después
de unirse un acido nucleico enzimatico y escindir su ARN diana, se libera de ese ARN para buscar otra diana y
puede unirse repetidamente y escindir nuevas dianas.

Se han usado varios enfoques, tales como estrategias de seleccion in vitro (evolucion) (Orgel, (1979) Proc. R. Soc.
London, B 205, 435), para desarrollar nuevos catalizadores de acido nucleico capaces de catalizar una variedad de
reacciones, tales como escision y ligacion de enlaces fosfodiéster y enlaces amida (Joyce, (1989) Gene, 82, 83-87;
Beaudry et al., (1992) Science 257, 635-641; Joyce, (1992) Scientific American 267, 90-97; Breaker et al., (1994)
TIBTECH 12, 268; Bartel et al., (1993) Science 261:1411- 1418; Szostak, (1993) TIBS 17, 89-93; Kumar et al,,
(1995) FASEB J., 9, 1183; Breaker, (1996) Curr. Op. Biotech., 7, 442).

El desarrollo de ribozimas que son 6ptimas para la actividad catalitica contribuiria significativamente a cualquier
estrategia que empleara ribozimas que escinden ARN con el fin de regular la expresion génica. La ribozima de
cabeza de martillo, por ejemplo, funciona con una velocidad catalitica (kcat) de aproximadamente 1 min-1 en
presencia de concentraciones saturantes (10 mM) de cofactor de Mg2+. Se ha mostrado que una ribozima de “ligasa
de ARN” artificial cataliza la reaccién de auto-modificacidon correspondiente con una velocidad de aproximadamente
100 min-1. Ademas, se sabe que ciertas ribozimas de cabeza de martillo modificadas que tienen brazos de unién al
sustrato hechos de ADN catalizan la escision de ARN con multiples velocidades de recuperacion que se aproximan a
100 min-1. Finalmente, la sustitucion de un residuo especifico dentro del nicleo catalitico de la cabeza de martillo
con ciertos analogos de nucledtido da ribozimas modificadas que muestran una mejora de nada menos 10 veces en
la velocidad catalitica. Estos hallazgos demuestran que las ribozimas pueden promover transformaciones quimicas
con velocidades cataliticas que son significativamente superiores a aquellas mostradas in vitro por la mayoria de las
ribozimas que se auto-escinden naturales. Entonces es posible que las estructuras de ciertas ribozimas que se auto-
escinden puedan optimizarse para dar la maxima actividad catalitica, o que puedan prepararse motivos de ARN
completamente nuevos que muestran velocidades significativamente mas rapidas para la escision de fosfodiéster de
ARN.

La escision intermolecular de un sustrato de ARN por un catalizador de ARN que se ajusta al modelo de “cabeza de
martillo” se mostré por primera vez en 1987 (Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature, 328: 596-600). Se recuperé el
catalizador de ARN vy se hizo reaccionar con multiples moléculas de ARN, demostrando que era verdaderamente
catalitico.

Se han usado ARN cataliticos disefiados basados en el motivo de “cabeza de martillo” para escindir secuencias
diana especificas haciendo cambios de base apropiados en el ARN catalitico para mantener apareamiento de bases
necesarios con las secuencias diana (Haseloff y Gerlach, (1988) Nature, 334, 585; Walbot y Bruening, (1988)
Nature, 334, 196; Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature, 328: 596-600; Koizumi, M., et al. (1988) FEBS Lett., 228: 228-
230). Esto ha permitido el uso del ARN catalitico para escindir secuencias diana especificas e indica que los ARN
cataliticos disefiados segun el modelo de “cabeza de martillo” pueden escindir posiblemente ARN de sustrato
especifico in vivo (véase Haseloff y Gerlach, (1988) Nature, 334, 585; Walbot y Bruening, (1988) Nature, 334, 196;
Uhlenbeck, O. C. (1987) Nature, 328: 596-600).

La interferencia de ARN (iARN) se ha convertido en una poderosa herramienta para modular la expresion génica en
mamiferos y células de mamifero. Este enfoque requiere la administracion de ARN interferente pequefio (siRNA)
bien como el propio ARN o bien como ADN, usando un plasmido de expresion o virus y la secuencia codificante para
ARN de horquilla pequefio que se procesa a siRNA. Este sistema permite el eficaz transporte de los pre-siRNA al
citoplasma en el que son activos y permite el uso de promotores regulados y especificos de tejido para la expresion
génica.

En un aspecto preferido, un oligonucleétido o compuesto antisentido comprende un oligémero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) y/o acido desoxirribonucleico (ADN), o un mimético, quimera, analogo u homélogo de los
mismos. Este término incluye oligonucleétidos compuestos de nucledtidos que existen de forma natural, aztcares y
enlaces internucleosidicos covalentes (esqueleto), ademas de oligonucleétidos que tienen porciones que no existen
de forma natural que funcionan similarmente. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos son frecuentemente
deseados con respecto a formas nativas debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular
potenciada, afinidad potenciada por un acido nucleico diana y elevada estabilidad en presencia de nucleasas.
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Segun la presente divulgacion, los oligonucleotidos o “compuestos antisentido” incluyen oligonucleétidos antisentido
(por ejemplo, ARN, ADN, mimético, quimera, analogo u homoélogo de los mismos), ribozimas, oligonucleétidos de
secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siRNA, compuestos de interferencia (iIARN) de ARN mono- o
bicatenario tales como compuestos de siRNA, ARNap, ARNa, y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al
menos una porcion del acido nucleico diana y modulan su funcion. Como tales, pueden ser ADN, ARN, similares a
ADN, similares a ARN, o mezclas de los mismos, o pueden ser miméticos de uno o mas de estos. Estos compuestos
pueden ser compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o de horquilla y pueden contener
elementos estructurales tales como protuberancias internas o terminales, desapareamientos o bucles. Los
compuestos antisentido se preparan rutinariamente linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo para
ser circulares y/o ramificados. Los compuestos antisentido pueden incluir construcciones tales como, por ejemplo,
dos hebras hibridadas para formar un compuesto completa o parcialmente bicatenario o una Unica hebra con auto-
complementariedad suficiente para permitir la hibridacion y formaciéon de un compuesto completa o parcialmente
bicatenario. Las dos hebras pueden enlazarse internamente, dejando los extremos 3' o 5' libres o pueden enlazarse
para formar una estructura de horquilla continua o bucle. La estructura de horquilla puede contener un nucleétido
protuberante en cualquiera de los extremos 5' o 3' que produce una extension del caracter monocatenario. Los
compuestos bicatenarios opcionalmente pueden incluir nucledtidos protuberantes en los extremos. Modificaciones
adicionales pueden incluir grupos conjugados unidos a uno de los extremos, posiciones de nucleétido seleccionadas,
posiciones de azucar o a uno de los enlaces internucleosidicos. Alternativamente, las dos hebras pueden enlazarse
mediante un resto no de acido nucleico o grupo conector. Cuando se forma a partir de solo una hebra, el dsARN
puede tomar la forma de una molécula tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para formar
un duplex. Asi, el dsARN puede ser completa o parcialmente bicatenario. Puede lograrse modulacion especifica de
la expresion génica por expresion estable de horquillas de dsARN en lineas celulares transgénicas (Hammond et al.,
(1991) Nat. Rev. Genet., 2, 110-119; Matzke et al., (2001) Curr. Opin. Genet. Dev., 11, 221-227; Sharp, (2001)
Genes Dev., 15, 485-490). Cuando se forma a partir de dos hebras, o una unica hebra que adopta la forma de una
molécula de tipo horquilla auto-complementaria que se dobla sobre si misma para formar un duplex, las dos hebras
(o regiones formadoras de duplex de una sola hebra) son hebras de ARN complementarias que se aparean con
bases en el modo de Watson-Crick.

Una vez introducido a un sistema, los compuestos de la divulgacién pueden provocar la accién de una o mas
enzimas o proteinas estructurales para efectuar la escision u otra modificacién del acido nucleico diana o pueden
trabajar mediante mecanismos basados en la ocupacion. En general, los &acidos nucleicos (incluyendo
oligonucleétidos) pueden describirse como “similares a ADN” (es decir, que generalmente tienen uno o mas 2'-
desoxiazucares y, generalmente, bases T en vez de U) o “similares a ARN” (es decir, que generalmente tienen uno o
mas 2'-hidroxilazicares o azucares modificados en 2' y, generalmente bases U en vez de T). Las hélices de acido
nucleico pueden adoptar mas de un tipo de estructura, mas comunmente las formas A y B. Se cree que, en general,
los oligonucleoétidos que tienen estructura similar a la forma B son “similares a ADN” y aquellos que tienen estructura
similar a la forma A son “similares a ARN”. En algunos casos (quiméricos), un compuesto antisentido puede contener
tanto regiones en forma A como B.

Los compuestos antisentido segun la presente divulgaciéon pueden comprender una porcion antisentido de
aproximadamente 5 a aproximadamente 80 nucleétidos (es decir, de aproximadamente 5 a aproximadamente 80
nucledsidos enlazados) de longitud. Esto se refiere a la longitud de la hebra antisentido o porcién del compuesto
antisentido. En otras palabras, un compuesto antisentido monocatenario de la divulgacién comprende de 5 a
aproximadamente 80 nucleétidos, y un compuesto antisentido bicatenario de la divulgacion (tal como un dsARN, por
ejemplo) comprende una hebra sentido y antisentido o porcién de 5 a aproximadamente 80 nucleétidos de longitud.
Un experto habitual en la materia apreciara que éste comprenda porciones antisentido de 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, 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 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entremedias.

En un aspecto, los compuestos antisentido de la divulgacion tienen porciones antisentido de 10 a 50 nucleétidos de
longitud. Un experto habitual en la materia apreciara que éstos integran oligonucleétidos que tienen porciones
antisentido de 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 o 50 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entremedias. En
algunos aspectos, los oligonucledétidos tienen 15 nucledétidos de longitud.

En un aspecto, los compuestos antisentido o de oligonucleétido de la divulgacion tienen porciones antisentido de 12
o 13 a 30 nucledtidos de longitud. Un experto habitual en la materia apreciara que éstos integran compuestos

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2762 610T3

antisentido que tienen porciones antisentido de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o
30 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo entremedias.

En otro aspecto preferido, los compuestos oligoméricos de la presente divulgaciéon también incluyen variantes en las
que una base diferente esta presente en una o mas de las posiciones de nucleotido en el compuesto. Por ejemplo, si
el primer nucledtido es una adenosina, pueden producirse variantes que contienen timidina, guanosina o citidina en
esa posicion. Esto puede hacerse en cualquiera de las posiciones de los compuestos antisentido o de dsARN. Estos
compuestos se prueban entonces usando los métodos descritos en el presente documento para determinar su
capacidad para inhibir la expresién de un acido nucleico diana.

En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad, entre el compuesto antisentido y
diana, es de aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 60 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad
de secuencias o complementariedad es de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 %. En algunos
aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad es de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 80 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias o complementariedad es de
aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 90 %. En algunos aspectos, la homologia, identidad de secuencias
o complementariedad es de aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %.

En otro aspecto preferido, los oligonucledtidos antisentido, tales como, por ejemplo, las moléculas de acidos
nucleicos expuestas en SEQ ID NOS: 2 a 8, comprenden una o mas sustituciones o modificaciones. En un aspecto,
los nucledtidos estan sustituidos con acidos nucleicos bloqueados (LNA).

En otro aspecto preferido, los oligonucledtidos se dirigen a una o mas regiones de las moléculas de acidos nucleicos
sentido y/o antisentido de secuencias codificantes y/o no codificantes asociadas a BDNF y las secuencias expuestas
como SEQ ID NOS: 1, 2. Los oligonucleétidos también se dirigen a regiones solapantes de SEQ ID NOS: 1, 2.

Ciertos oligonucledtidos preferidos de la presente divulgacién son oligonucleétidos quiméricos. “Oligonucleétidos
quiméricos” o “quimeras”, en el contexto de la presente divulgacion, son oligonucleétidos que contienen dos o mas
regiones quimicamente distintas, cada una constituida de al menos un nucleétido. Estos oligonucledtidos
normalmente contienen al menos una region de nucleétidos modificados que confiere una o mas propiedades
beneficiosas (tales como, por ejemplo, elevada resistencia a nucleases, elevada captacién en células, elevada
afinidad de unién por la diana) y una region que es un sustrato para enzimas capaces de escindir hibridos de
ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN
de un duplex de ARN:ADN. La activacion de RNasa H, por tanto, produce la escisién del ARN diana, potenciando asi
enormemente la eficiencia de la modulacién antisentido de la expresion génica. Por consiguiente, frecuentemente
pueden obtenerse resultados comparables con oligonucleétidos mas cortos cuando se usan oligonucleétidos
quiméricos, en comparacion con desoxioligonucleétidos de fosforotioato que hibridan con la misma regién diana. La
escision del ARN diana puede detectarse rutinariamente por electroforesis en gel y, si fuera necesario, técnicas de
hibridacion de acidos nucleicos asociadas conocidas en la técnica. En un aspecto preferido, un oligonucleétido
quimérico comprende al menos una regién modificada para aumentar la afinidad de unién de la diana, v,
normalmente, una regién que actia de sustrato para RNAsa H. La afinidad de un oligonucledétido por su diana (en
este caso, un acido nucleico que codifica ras) se determina rutinariamente midiendo la Tm de un par de
oligonucledtido/diana, que es la temperatura a la que se disocian el oligonucleétido y la diana; la disociacion se
detecta espectrofotométricamente. Cuanto mayor sea la Tm, mayor sera la afinidad del oligonucleétido por la diana.

Los compuestos antisentido quiméricos de la divulgacién pueden formarse como estructuras compuestas de dos o
mas oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados, miméticos de oligonucledsidos y/o de oligonucledtidos, como se
han descrito anteriormente. Tales compuestos también se han denominado en la materia hibridos o gapmeros.
Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de tales estructuras hibridas comprenden,
pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N° 5.013.830; 5.149.797; 5. 220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711;
5.491.133; 5.565.350; 5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; y 5.700.922.

En otro aspecto preferido, la region del oligonucleétido que se modifica comprende al menos un nucleétido
modificado en la posicién 2' del azucar, mas preferentemente un nucleétido modificado con 2'-Oalquilo, 2'-O-alquil-
O-alquilo o 2'-fluor. En otros aspectos preferidos, las modificaciones de ARN incluyen modificaciones de 2'-fluor, 2'-
amino y 2'-O-metilo en la ribosa de pirimidinas, residuos abasicos o una base invertida en el extremo 3' del ARN.
Tales modificaciones se incorporan rutinariamente en oligonucleétidos y se ha mostrado que estos oligonucledtidos
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tienen una mayor Tm (es decir, mayor afinidad de unién a diana) que los 2'-desoxioligonucleétidos contra una diana
dada. El efecto de tal afinidad elevada es potenciar enormemente la inhibicion por oligonucleédtidos de iARN de la
expresion génica. La RNAsa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN del duplex de ARN:ADN;
por tanto, la activacion de esta enzima produce la escisidon del ARN diana, y asi puede enormemente potenciar la
eficiencia de inhibicién de iARN. La escisién del ARN diana puede demostrarse rutinariamente por electroforesis en
gel. En otro aspecto preferido, el oligonucledtido quimérico también se modifica para potenciar la resistencia a
nucleasas. Las células contienen una variedad de exo- y endo-nucleasas que puede degradar acidos nucleicos. Se
ha mostrado que varias modificaciones de nucledtidos y nucledsidos hacen que el oligonucleétido en el que se
incorporan sea mas resistente a la digestion por nucleasa que el oligodesoxinucleétido nativo. La resistencia a
nucleasas se mide rutinariamente incubando oligonucledtidos con extractos celulares o disoluciones de nucleasa
aisladas y midiendo el grado de oligonucleétido intacto que queda con el tiempo, normalmente por electroforesis en
gel. Los oligonucleétidos que se han modificado para potenciar su resistencia a nucleasas sobreviven intactos
durante mas tiempo que los oligonucleétidos sin modificar. Se ha demostrado que una variedad de modificaciones
de oligonucledtidos potencia o confiere resistencia a nucleasas. Los oligonucleétidos que contienen al menos una
modificacién de fosforotioato son actualmente mas preferidos. En algunos aspectos, las modificaciones de
oligonucleétidos que potencian la afinidad de unién a diana son, por tanto, independientemente capaces de
potenciar la resistencia a nucleasas. Algunas modificaciones deseables pueden encontrarse en De Mesmaeker et al.
(1995) Acc. Chem. Res., 28:366-374.

Ejemplos especificos de algunos oligonucleétidos preferidos concebidos por la presente divulgacion incluyen
aquellos que comprenden esqueletos modificados, por ejemplo, fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos,
enlaces entre azucares de alquilo o cicloalquilo de cadena corta o enlaces entre azlcares heteroatomicos o
heterociclicos de cadena corta. Los preferidos son oligonucleétidos con esqueletos de fosforotioato y aquellos con
esqueletos de heterodtomo, particularmente esqueletos de CH2--NH--O--CH2, CH,--N(CH3)--O--CH2 [conocido
como un esqueleto de metilen(metilimino) o MMI], CH2--O--N(CH3)--CH2, CH2-N(CH3)--N (CH3)--CH2 y O--
N(CH3)--CH2--CH2, en los que el esqueleto de fosfodiéster nativo se representa O--P--O--CH,). También se
prefieren esqueletos de amida descritos por De Mesmaeker et al. (1995) Acc. Chem. Res. 28:366-374. También se
prefieren oligonucleétidos que tienen estructuras de esqueleto de morfolino (Summerton y Weller, patente de EE.UU.
N° 5.034.506). En otros aspectos preferidos, tales como el esqueleto de acido nucleico peptidico (PNA), el esqueleto
de fosfodiéster del oligonucledtido se sustituye por un esqueleto de poliamida, estando los nucledtidos unidos
directamente o indirectamente a los atomos de nitrégeno azo del esqueleto de poliamida (Nielsen et al. (1991)
Science 254, 1497). Los oligonucleédtidos también pueden comprender uno o mas restos de azucar sustituidos.
Oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH, SH, SCH3, F, OCN, OCH3
OCH3, OCH3 O(CH2)n CH3, O(CH2)nNH2 0 O(CH2)nCH3 en los que n es de 1 a aproximadamente 10; alquilo C1 a
C10 inferior, alcoxialcoxi, alquilo, alcarilo o aralquilo inferior sustituido; CI; Br; CN; CF3; OCF3; O--, S--, o N-alquilo;
O--, S-, o N-alquenilo; SOCH3; SO2 CH3; ONO2; NO2; N3; NH2; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo;
aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de escisién de ARN; un grupo indicador; un intercalador;
un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido; o un grupo para mejorar las
propiedades farmacodindmicas de un oligonucleétido y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una
modificacion preferida incluye 2'-metoxietoxi [2'-O-CH2 CH2 OCH3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo)]
(Martin et al., (1995) Helv. Chim. Acta, 78, 486). Otras modificaciones preferidas incluyen 2'-metoxi (2'-O--CH3), 2'-
propoxi (2'-OCH2 CH2CH3) y 2'-flior (2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones
sobre el oligonucledtido, particularmente la posicion 3' del azucar en el nucleétido del extremo 3' y la posicion 5' del
nucleostido del extremo 5'. Los oligonucleétidos también pueden tener miméticos de azucar tales como ciclobutilos en
lugar del grupo pentofuranosilo.

Los oligonucledtidos también pueden incluir, adicionalmente o alternativamente, modificaciones o sustituciones de
nucleobases (frecuentemente denominadas en la materia simplemente “base”). Como se usa en el presente
documento, nucledtidos “no modificados” o “naturales” incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) y
uracilo (U). Los nucledtidos modificados incluyen nucleétidos encontrados solo poco frecuentemente o
transitoriamente en acidos nucleicos naturales, por ejemplo, hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me-pirimidinas,
particularmente 5-metilcitosina (también denominada 5-metil-2'-desoxicitosina y frecuentemente denominada en la
materia 5-Me-C), 5-hidroximetilcitosina (HMC), glicosil HMC y gentobiosil HMC, ademas de nucleétidos sintéticos,
por ejemplo, 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2-(imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalquilamino)adenina u
otras alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina,
7-deazaguanina, N6(6-aminohexil)adenina y 2,6-diaminopurina (Kornberg, A., DNA Replication, W. H. Freeman &
Co., San Francisco, 1980, pp. 75-77; Gebeyehu, G., (1987) et al. Nucl. Acids Res. 15:4513). Puede incluirse una
base “universal” conocida en la técnica, por ejemplo, inosina. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-Me-C
aumentan la estabilidad del duplex de acido nucleico 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y. S., en Crooke, S. T. and Lebleu, B.,
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eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y son las sustituciones de
base actualmente preferidas.

Otra modificacion de los oligonucledtidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados que potencian la actividad o captacion celular del oligonucledtido. Tales restos incluyen,
pero no se limitan a, restos de lipido tales como un resto de colesterol, un resto colesterilo (Letsinger et al., (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6553), acido cdlico (Manoharan et al. (1994) Bioorg. Med. Chem. Let. 4, 1053), un
tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660, 306; Manoharan et al. (1993)
Bioorg. Med. Chem. Let. 3, 2765), un tiocolesterol (Oberhauser et al., (1992) Nucl. Acids Res. 20, 533), una cadena
alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de undecilo (Saison-Behmoaras et al. EMBO J. 1991, 10, 111;
Kabanov et al. (1990) FEBS Lett. 259, 327; Svinarchuk et al. (1993) Biochimie 75, 49), un fosfolipido, por ejemplo, di-
hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietilamonio (Manoharan et al. (1995)
Tetrahedron Lett. 36, 3651; Shea et al. (1990) Nucl. Acids Res. 18, 3777), una poliamina o una cadena de
polietilenglicol (Manoharan et al. (1995) Nucleosides & Nucleotides, 14, 969), o acido adamantanoacético
(Manoharan et al. (1995) Tetrahedron Lett. 36, 3651). Los oligonucleétidos que comprenden restos lipdfilos, y
métodos para preparar tales oligonucledtidos, son conocidos en la técnica, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N°
5.138.045, 5.218.105 y 5.459.255.

No es necesario que todas las posiciones en un oligonucleétido dado estén uniformemente modificadas, y de hecho
mas de una de las modificaciones anteriormente mencionadas puede incorporarse en un Unico oligonucledtido o
incluso dentro de un unico nucledsido dentro de un oligonucledtido. La presente divulgacion también incluye
oligonucledtidos que son oligonucleétidos quiméricos como se define anteriormente en este documento.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico de la presente divulgacion esta conjugada con otro resto que incluye,
pero no se limita a, nucledtidos abasicos, poliéter, poliamina, poliamidas, péptidos, hidratos de carbono, lipido, o
compuestos de polihidrocarburo. Aquellos expertos en la materia reconoceran que estas moléculas pueden
enlazarse a uno o mas de cualquiera de los nucleétidos que comprenden la molécula de acido nucleico en varias
posiciones en el azucar, base o grupo fosfato.

Los oligonucledtidos usados segun la presente divulgacion pueden prepararse convenientemente y rutinariamente
mediante la técnica muy conocida de sintesis en fase sdlida. Equipo para tales sintesis se vende por varios
vendedores que incluyen Applied Biosystems. También puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis; la
sintesis actual de los oligonucledtidos esta perfectamente dentro de las aptitudes de un experto habitual en la
materia. También es muy conocido usar técnicas similares para preparar otros oligonucleétidos tales como
fosforotioatos y derivados alquilados. También es muy conocido usar técnicas similares y amiditos modificados
comercialmente disponibles y productos de vidrio de poro controlado (CPG) tales como biotina, fluoresceina, acridina
o amiditos modificados con psoraleno y/o CPG (disponible de Glen Research, Sterling VA) para sintetizar
oligonucledtidos fluorescentemente marcados, biotinilados u otros oligonucledtidos modificados tales como
oligonucleétidos modificados con colesterol.

Segun la divulgacion, el uso de modificaciones tales como el uso de monémeros de LNA para potenciar la potencia,
especificidad y duracion de la accion y ampliar las vias de administracion de oligonucleétidos comprende quimicas
actuales tales como MOE, ANA, FANA, PS, etc. (Uhiman, et al. (2000) Current Opinions in Drug Discovery &
Development Vol. 3 No 2). Esto puede lograrse sustituyendo algunos de los mondmeros en los presentes
oligonucledtidos por monémeros de LNA. El oligonucleétido modificado con LNA puede tener un tamafio similar al
compuesto parental o puede ser mas largo o preferentemente mas pequefo. Se prefiere que tales oligonucleétidos
modificados con LNA contengan menos de aproximadamente el 70 %, mas preferentemente menos de
aproximadamente el 60 %, mas preferentemente menos de aproximadamente el 50 % de mondmeros de LNA y que
sus tamafos estén entre aproximadamente 5 y 25 nucledtidos, mas preferentemente entre aproximadamente 12 y
20 nucleotidos.

Esqueletos de oligonucledtidos modificados preferidos comprenden, pero no se limitan a, fosforotioatos,
fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil y otros alquil fosfonatos que
comprenden 3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos que comprenden 3'-amino
fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres y
boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, andlogos enlazados en 2'-5' de estos, y aquellos que tienen
polaridad invertida en los que los pares adyacentes de unidades de nucledsidos estan enlazados 3'-5'a 5'-3' 0 2'-5' a
5'-2'. También estan incluidas diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.
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Patentes de Estados Unidos representativas que ensefan la preparacion de los enlaces que contienen fosforo
anteriores comprenden, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N° 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243;
5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496;
5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; y
5.625.050.

Esqueletos de oligonucleétido modificados preferidos que no incluyen un atomo de fésforo en ellos tienen esqueletos
que se forman por enlaces internucleosidicos de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces internucleosidicos de
heteroatomo y alquilo o cicloalquilo mixtos, o uno 0 mas enlaces internucleosidicos heteroatomicos o heterociclicos
de cadena corta. Estos comprenden aquellos que tienen enlaces morfolino (formados en parte a partir de la porcion
de azucar de un nucledsido); esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro, sulféxido y sulfona; esqueletos de
formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de metilenformacetilo y tioformacetilo; esqueletos que contienen alqueno;
esqueletos de sulfamato; esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino; esqueletos de sulfonato y sulfonamida;
esqueletos de amida; y otros que tienen partes de componentes de N, O, S y CH2 mixtos.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de los oligonucledsidos anteriores
comprenden, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N° 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134;
5.216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307;
5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437;y 5.677.439.

En otros miméticos de oligonucledtidos preferidos, tanto el azdcar como el enlace internucleosidico, es decir, el
esqueleto, de las unidades de nucleétido se sustituyen por grupos novedosos. Las unidades de base se mantienen
para la hibridacion con un compuesto de acido nucleico diana apropiado. Un compuesto oligomérico tal, un
oligonucledétido mimético que se ha mostrado que tiene excelente propiedades de hibridacion, se denomina un acido
nucleico peptidico (PNA). En compuestos de PNA, el esqueleto de azucar de un oligonucledtido se sustituye por un
esqueleto que contiene amida, en particular un esqueleto de aminoetilglicina. Las nucleobases son retenidas y se
unen directamente o indirectamente a atomos de nitrégeno azo de la porciéon de amida del esqueleto. Patentes de
Estados Unidos representativas que ensefan la preparacién de compuestos de PNA comprenden, pero no se limitan
a, las patentes de EE.UU. N° 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262. Ensefianzas adicionales de compuestos de PNA
pueden encontrarse en Nielsen, et al. (1991) Science 254, 1497-1500.

En otro aspecto preferido de la divulgacion, los oligonucleoétidos con esqueletos de fosforotioato y oligonucledsidos
con esqueletos de heteroatomo, y en particular -CH2-NH-O-CH2-, -CH2-N(CH3)-O-CH2-, son conocidos como un
esqueleto de metileno (metilimino) o MMI, -CH2-O-N(CH3)-CH2-, -CH2N(CH3)-N(CH3)CH2- y -O-N(CH3)-CH2-CH2-
en las que el esqueleto de fosfodiéster nativo se representa como -O-P-O-CH2- de la patente de EE.UU. N°
5.489.677 anteriormente citada, y los esqueletos de amida de la patente de EE.UU. N° 5.602.240 anteriormente
citada. También se prefieren oligonucleétidos que tienen estructuras de esqueleto de morfolino de la patente de
EE.UU. N° 5.034.506 anteriormente citada.

Los oligonucleotidos modificados también pueden contener uno o mas restos de azucar sustituidos. Oligonucledtidos
preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH; F; O-, S- o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S-
o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, en los que el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C a CO sustituido o
sin sustituir o alquenilo y alquinilo C2 a CO. Particularmente se prefieren O(CH2)nOmCH3, O(CH2)n, OCH3,
O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2 y O(CH2nON(CH2)nCH3)2 en las que n y m pueden ser de 1 a
aproximadamente 10. Otros oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicién 2": C a CO,
(alquilo inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, ClI, Br, CN,
CF3, OCF3, SOCH3, SO2CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino,
polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escision de ARN, un grupo indicador, un intercalador, un grupo para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleétido, o un grupo para mejorar las propiedades
farmacodinamicas de un oligonucledtido, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Una modificacion
preferida comprende 2'-metoxietoxi (2'-O-CH2CH20CH3, también conocido como 2'-O-(2-metoxietilo) o 2'-MOE)
(Martin et al., (1995) Helv. Chim. Acta, 78, 486-504), es decir, un grupo alcoxialcoxi. Otra modificaciéon preferida
comprende 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un grupo O(CH2)20N(CH3)2, también conocido como 2'-DMAOE,
como se describe en los ejemplos en el presente documento mas adelante, y 2'-dimetilaminoetoxietoxi (también
conocido en la técnica como 2'-O-dimetilaminoetoxietilo o 2'-DMAEQE), es decir, 2'-O-CH2-O-CH2-N(CH2)2.

Otras modificaciones preferidas comprenden 2'-metoxi (2'-OCH3), 2'-aminopropoxi (2'-OCH2CH2CH2NH2) y 2'-flior
(2'-F). También pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el oligonucleétido, particularmente
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la posicion 3' del azucar en el nucledtido del extremo 3' o en oligonucleétidos enlazados 2'-5' y la posicion 5' del
nucledtido del extremo 5'. Los oligonucledtidos también pueden tener miméticos de azicar tales como restos
ciclobutilo en lugar del pentofuranosil azucar. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la
preparacién de tales estructuras de azucar modificadas comprenden, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU.
N° 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785; 5.519.134; 5.567.811;
5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.658.873; 5.670.633; y 5.700.920.

Los oligonucledtidos también pueden comprender modificaciones o sustituciones de nucleobases (frecuentemente
denominadas en la materia simplemente “base”). Como se usa en el presente documento, nucleétidos “no
modificados” o “naturales” comprenden las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina
timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Los nucleétidos modificados comprenden otros nucleétidos sintéticos y naturales
tales como 5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-
metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, derivados de 2-propilo y otros de alquilo de adenina y
guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propiniluracilo y citosina, 6-azouracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (pseudo-uracilo), 4-tiouracilo, 8-halégeno, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras
adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas
sustituidos en 5, 7-metilquanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina
y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina.

Ademas, los nucleétidos comprenden los descritos en la patente de Estados Unidos N° 3.687.808, los descritos en
'The Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering', paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley
& Sons, 1990, aquellos descritos por Englisch et al., '"Angewandle Chemie, International Edition', 1991, 30, page 613,
y aquellos descritos por Sanghvi, Y.S., Capitulo 15, 'Antisense Research and Applications', paginas 289-302,
Crooke, S.T. y Lebleu, B. ea., CRC Press, 1993. Ciertos de estos nucleétidos son particularmente utiles para
aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la divulgacion. Estos comprenden pirimidinas 5-
sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y 0-6, que comprenden 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado que sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del
duplex de acido nucleico 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. and Lebleu, B., eds, 'Antisense Research and
Applications', CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278) y son sustituciones de base actualmente preferidas,
incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de 2'-O-metoxietilaztcar.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de los nucledtidos modificados
anteriormente indicados, ademas de otros nucleétidos modificados, comprenden, pero no se limitan a, las patentes
de EE.UU. N° 3.687.808, ademas de 4.845.205; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.457.187;
5.459.255; 5.484.908; 5.502.177; 5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.596.091; 5.614.617; 5.750.692 y 5.681.941.

Otra modificacion de los oligonucledtidos de la divulgacion implica enlazar quimicamente al oligonucleétido uno o
mas restos o conjugados, que potencian la actividad, distribucién celular o captacion celular del oligonucleétido.

Tales restos comprenden, pero no se limitan a, restos de lipido tales como un resto colesterol (Letsinger et al.,
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 6553-6556), acido cdlico (Manoharan et al., (1994) Bioorg. Med. Chem. Let.,
4, 1053-1060), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan et al., (1992) Ann. N. Y. Acad. Sci., 660, 306-309;
Manoharan et al., (1993) Bioorg. Med. Chem. Let., 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser et al., (1992) Nucl.
Acids Res., 20, 533-538), una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o de undecilo (Kabanov et al.,
(1990) FEBS Lett., 259, 327-330; Svinarchuk et al., (1993) Biochimie 75, 49-54), un fosfolipido, por ejemplo, di-
hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de ftrietlamonio (Manoharan et al., (1995)
Tetrahedron Lett., 36, 3651-3654; Shea et al., (1990) Nucl. Acids Res., 18, 3777-3783 una poliamina o una cadena
de polietilenglicol (Mancharan et al., (1995) Nucleosides & Nucleotides, 14, 969-973), o acido adamantanoacético
(Manoharan et al., (1995) Tetrahedron Lett.,, 36, 3651-3654), un resto palmitilo (Mishra et al., (1995) Biochim.
Biophys. Acta, 1264, 229-237), o un resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke et al., (1996) J.
Pharmacol. Exp. Ther., 277, 923-937).

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de tales oligonucledtidos conjugados
comprenden, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465;
5.541.313; 5.545.730; 5.552.538; 5.578.717; 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045;
5.414.077; 5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737,
4.824.941; 4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963;
5.214.136; 5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241; 5.391.723;
5.416.203; 5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371;
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5.595.726; 5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Descubrimiento de farmacos: Los compuestos de la presente divulgacion también pueden aplicarse en las areas del
descubrimiento de farmacos y validacion de dianas. La presente divulgacién comprende el uso de los compuestos y
segmentos diana preferidos identificados en el presente documento en los esfuerzos del descubrimiento de
farmacos para esclarecer relaciones que existen entre polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) y un estado de enfermedad, fenotipo o afeccién. Estos métodos incluyen detectar o modular los
polinucledtidos del factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) que comprenden poner en contacto una muestra,
tejido, célula u organismo con los compuestos de la presente divulgacion, medir el nivel de acido nucleico o de
proteina de los polinucledtidos del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y/o un criterio de valoracion
fenotipico o quimico relacionado en alguin momento después del tratamiento, y opcionalmente comparar el valor
medido con una muestra no tratada o muestra tratada con otro compuesto de la divulgacion. Estos métodos también
pueden realizarse en paralelo o en combinacién con otros experimentos para determinar la funcion de genes
desconocidos para el proceso de validacion de dianas o para determinar la validez de un producto génico particular
como diana para el tratamiento o prevencion de una enfermedad, afeccion o fenotipo particular.

Evaluacion de la regulacion por incremento o inhibicion de la expresién génica:

La transferencia de un acido nucleico exdégeno en una célula huésped u organismo puede evaluarse detectando
directamente la presencia del acido nucleico en la célula u organismo. Tal deteccion puede lograrse por varios
métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, la presencia del acido nucleico exégeno puede detectarse por
Southern blot o por una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores que amplifican
especificamente secuencias de nucleétidos asociadas al acido nucleico. La expresion de los &cidos nucleicos
exdgenos también puede medirse usando métodos convencionales que incluyen analisis de expresion génica. Por
ejemplo, el ARNm producido a partir de un acido nucleico exégeno puede detectarse y cuantificarse usando una
Northern blot y PCR con transcripcion inversa (RT-PCR).

La expresion de ARN del acido nucleico exdégeno también puede detectarse midiendo una actividad enzimatica o
una actividad de proteina reportera. Por ejemplo, puede medirse la actividad moduladora antisentido indirectamente
como una disminucion o aumento en la expresion de acido nucleico diana como una indicacion de que el acido
nucleico exdgeno esta produciendo el ARN efector. Basandose en conservacion de secuencias, pueden disefarse
cebadores y usarse para amplificar regiones codificantes de los genes diana. Inicialmente, la region codificante mas
altamente expresada de cada gen puede usarse para construir un gen de control modelo, aunque puede usarse
cualquier region codificante o no codificante. Cada gen de control se ensambla insertando cada regién codificante
entre una regién codificante reportera y su sefial de poli(A). Estos plasmidos producirian un ARNm con un gen
reportero en la porcidon upstream del gen y una posible diana de iARN en la regién no codificante 3'. La eficacia de
oligonucledtidos antisentido individuales se ensayaria por modulacion del gen reportero. Genes reporteros Utiles en
los métodos de la presente divulgacion incluyen acetohidroxiacido sintasa (AHAS), fosfatasa alcalina (AP), beta-
galactosidasa (LacZ), beta-glucuronidasa (GUS), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), proteina verde fluorescente
(GFP), proteina roja fluorescente (RFP), proteina amarilla fluorescente (YFP), proteina cian fluorescente (CFP),
peroxidasa de rabano picante (HRP), luciferasa (Luc), nopalina sintasa (NOS), octopina sintasa (OCS), y derivados
de los mismos. Estan disponibles mudultiples marcadores de seleccion que confieren resistencia a ampicilina,
bleomicina, cloranfenicol, gentamicina, higromicina, kanamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina, puromicina y
tetraciclina. Los métodos de determinacion de la modulacion de un gen reportero son muy conocidos en la técnica, e
incluyen, pero no se limitan a, métodos fluorimétricos (por ejemplo, espectroscopia de fluorescencia, citometria de
flujo activada por fluorescencia (FACS), microscopia de fluorescencia), determinacién de la resistencia a antibiéticos.

La expresion de la proteina BDNF y de ARNm puede ensayarse usando métodos conocidos para aquellos expertos
en la materia y descritos en cualquier parte en el presente documento. Por ejemplo, pueden usarse inmunoensayos
tales como ELISA para medir niveles de proteina. Los kit de ELISA de BDNF estan comercialmente disponibles, por
ejemplo, de R&D Systems (Mineapolis, MN).

En aspectos, la expresion de BDNF (por ejemplo, ARNm o proteina) en una muestra (por ejemplo, células o tejidos
in vivo o in vitro) tratada usando un oligonucleétido antisentido de la divulgacién se evalia comparando con la
expresion de BDNF en una muestra de control. Por ejemplo, la expresion de la proteina o acido nucleico puede
compararse usando métodos conocidos para aquellos expertos en la materia con aquella en una muestra tratada
con vector vacio o sin tratar. Alternativamente, la comparacién con una muestra tratada con un oligonucleétido
antisentido de control (por ejemplo, una que tiene una secuencia alterada o diferente) puede hacerse dependiendo
de la informacion deseada. En otro aspecto, una diferencia en la expresion de la proteina o acido nucleico BDNF en
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una muestra tratada frente a sin tratar puede compararse con la diferencia en la expresion de un acido nucleico
diferente (incluyendo cualquier estandar considerado apropiado por el investigador, por ejemplo, un gen de
mantenimiento) en una muestra tratada frente a una muestra sin tratar.

Las diferencias observadas pueden expresarse segun se desee, por ejemplo, en forma de una relaciéon o fraccion,
para su uso en una comparaciéon con control. En aspectos, el nivel de ARNm de BDNF o proteina, en una muestra
tratada con un oligonucleétido antisentido de la presente divulgacion, disminuye o aumenta aproximadamente 1,25
veces a aproximadamente 10 veces o mas con respecto a una muestra sin tratar o una muestra tratada con un acido
nucleico de control. En aspectos, el nivel de ARNm de BDNF o proteina aumenta o disminuye al menos
aproximadamente 1,25 veces, al menos aproximadamente 1,3 veces, al menos aproximadamente 1,4 veces, al
menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 1,6 veces, al menos aproximadamente 1,7 veces,
al menos aproximadamente 1,8 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces,
al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 3,5 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al
menos aproximadamente 4,5 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 5,5 veces, al
menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 6,5 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al
menos aproximadamente 7,5 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente 8,5 veces, al
menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 9,5 veces, o al menos aproximadamente 10 veces o
mas.

Kits, reactivos de investigacion, diagnosticos y terapéuticos

Los compuestos de la presente divulgacion pueden utilizarse para diagnostico, agentes terapéuticos y profilaxis, y
como reactivos de investigacion y componentes de kits. Ademas, los oligonucleétidos antisentido, que son capaces
de inhibir la expresién génica con exquisita especificidad, se usan frecuentemente por aquellos expertos para aclarar
la funcién de genes particulares o para distinguir entre funciones de diversos miembros de una via biolégica.

Para su uso en kits y diagndsticos y en diversos sistemas bioldgicos, los compuestos de la presente divulgacion,
tanto solo como en combinacién con otros compuestos o terapéuticos, son utiles como herramientas en analisis
diferenciales y/o combinatorios para aclarar patrones de expresion de una porciéon o del complemento entero de
genes expresados dentro de células y tejidos.

Como se usa en el presente documento, el término “sistema bioldgico” o “sistema” se define como cualquier
organismo, célula, cultivo celular o tejido que expresa, o se ha hecho competente para expresar productos de genes
del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF). Estos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, animales
transgénicos, células, cultivos celulares, tejidos, xenoinjertos, trasplantes y combinaciones de los mismos.

Como un ejemplo no limitante, patrones de expresion dentro de células o tejidos tratados con uno o mas compuestos
antisentido se comparan con células o tejidos de control no tratados con compuestos antisentido y los patrones
producidos se analizan para niveles diferenciales de expresion génica ya que estan relacionados, por ejemplo, con
asociacion de enfermedad, via de sefalizacion, localizacion celular, nivel de expresion, tamanio, estructura o funcién
de los genes examinados. Estos anadlisis pueden realizarse en células estimuladas o sin estimular y en presencia o
ausencia de otros compuestos que afectan los patrones de expresion.

Ejemplos de métodos de analisis de la expresion génica conocidos en la técnica incluyen matrices o micromatrices
de ADN (Brazma and Vilo, (2000) FEBS Lett., 480, 17-24; Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16), SAGE (analisis
en serie de la expresion génica) (Madden, et al., (2000) Drug Discov. Today, 5, 415- 425), READS (amplificacién por
enzima de restriccion de ADNc digeridos) (Prashar and Weissman, (1999) Methods Enzymol., 303, 258-72), TOGA
(andlisis de la expresion génica total) (Sutcliffe, et al., (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 1976-81), matrices de
proteinas y protedmica (Celis, et al., (2000) FEBS Lett., 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis, 1999, 20, 2100-
10), secuenciacion de marcadores de secuencia expresada (EST) (Celis, et al., FEBS Lett.,, 2000, 480, 2-16;
Larsson, et al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huellas gendmicas de ARN sustractivas (SuRF) (Fuchs, et al.,
(2000) Anal. Biochem. 286, 91-98; Larson, et al., (2000) Cytometry 41, 203-208), clonacién sustractiva, expresion
diferencial (DD) (Jurecic and Belmont, (2000) Curr. Opin. Microbiol. 3, 316-21), hibridacion genémica comparativa
(Carulli, et al., (1998) J. Cell Biochem. Suppl., 31, 286-96), técnicas de FISH (hibridacion in situ fluorescente) (Going
and Gusterson, (1999) Eur. J. Cancer, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. (2000)
Chem. High Throughput Screen, 3, 235-41).

Los compuestos de la divulgacion son utiles para investigacion y diagndstico, debido a que estos compuestos
hibridan con acidos nucleicos que codifican factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF). Por ejemplo, los
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oligonucledtidos que hibridan con tal eficiencia y bajo tales condiciones que se han descrito en el presente
documento por ser eficaces. Los moduladores del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) son cebadores o
sondas eficaces en condiciones que favorecen la amplificacion génica o deteccion, respectivamente. Estos
cebadores y sondas son Utiles en métodos que requieren la deteccidon especifica de moléculas de acidos nucleicos
que codifican factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y en la amplificacion de dichas moléculas de acidos
nucleicos para la deteccidon o para su uso en estudios adicionales del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF). La hibridacion de los oligonucleétidos antisentido, particularmente los cebadores y sondas, de la divulgacion
con un acido nucleico que codifica factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) puede detectarse por medios
conocidos en la técnica. Tales medios pueden incluir conjugacion de una enzima con el oligonucledtido,
radiomarcado del oligonucledétido, o cualquier otro medio de deteccion adecuado. También pueden prepararse kits
que usan tales medios de deteccidn para detectar el nivel del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en una
muestra.

La especificidad y sensibilidad de antisentido también se emplea por aquellos expertos en la materia para usos
terapéuticos. Se han empleado oligonucledtidos antisentido como restos terapéuticos en el tratamiento de estados
de enfermedad en animales, que incluyen seres humanos. Los farmacos de oligonucledtido antisentido se han
administrado con seguridad y eficazmente a seres humanos y numerosos ensayos clinicos estan actualmente en
marcha. Asi, se establece que los compuestos antisentido pueden ser modalidades terapéuticas utiles que pueden
configurarse para ser Utiles en pautas de tratamiento para el tratamiento de células, tejidos y animales,
especialmente seres humanos.

Para terapéuticos, un animal, preferentemente un ser humano, que se sospecha que tiene una enfermedad o
trastorno que puede tratarse modulando la expresién del polinucleétidos del factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) se trata administrando compuestos antisentido segun la presente divulgacién. Por ejemplo, en un aspecto no
limitante, los métodos comprenden la etapa de administrar al animal en necesidad de tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz del modulador del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF). Los moduladores del
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) de la presente divulgacion modulan eficazmente la actividad del
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) o modulan la expresion de la proteina del factor neurotréfico derivado
de cerebro (BDNF). En un aspecto, la actividad o expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en un
animal se inhibe aproximadamente el 10 % en comparacién con un control. Preferentemente, la actividad o
expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en un animal se inhibe aproximadamente el 30 %. Mas
preferentemente, la actividad o expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en un animal se inhibe
el 50 % o mas. Asi, los compuestos oligoméricos modulan la expresién del ARNm de factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) al menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacién con un control.

En un aspecto, la actividad o expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y/o en un animal se eleva
aproximadamente el 10 % en comparacién con un control. Preferentemente, la actividad o expresién del factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) en un animal se eleva aproximadamente el 30 %. Mas preferentemente, la
actividad o expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en un animal se eleva el 50 % o mas. Asi,
los compuestos oligoméricos modulan la expresion del ARNm de factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) al
menos el 10 %, al menos el 50 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al
menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 % en comparacién con un control.

Por ejemplo, la reduccién de la expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) puede medirse en
suero, sangre, tejido adiposo, higado o cualquier otro liquido corporal, tejido u 6rgano del animal. Preferentemente,
las células contenidas dentro de dichos liquidos, tejidos u érganos que se analizan contienen una molécula de acido
nucleico que codifica péptidos del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y/o la propia proteina del factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF).

Los compuestos de la divulgaciéon pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas afiadiendo una cantidad eficaz
de un compuesto a un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado. El uso de los compuestos y
métodos de la divulgaciéon también pueden ser utiles profilacticamente.

Conjugados

Otra modificacidn de los oligonucleétidos de la divulgacion implica enlazar quicamente al oligonucleétido uno o mas
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restos o conjugados que potencian la actividad, distribucion celular o captacion celular del oligonucleétido. Estos
restos 0 conjugados pueden incluir grupos conjugados covalentemente unidos a grupos funcionales tales como
grupos hidroxilo primarios o secundarios. Grupos conjugados de la divulgacién incluyen intercaladores, moléculas
indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que potencian las propiedades
farmacodinamicas de oligdmeros, y grupos que potencian las propiedades farmacocinéticas de oligémeros. Grupos
conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona,
acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Grupos que potencian las propiedades
farmacodinamicas, en el contexto de la presente divulgacién, incluyen grupos que mejoran la captacion, potencian la
resistencia a la degradacion y/o fortalecen la hibridacion especifica de secuencia con el acido nucleico diana. Grupos
que potencian las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de la presente divulgacion, incluyen grupos que
mejoran la captacion, distribucién, metabolismo o eliminacién de los compuestos de la presente divulgaciéon. Grupos
conjugados representativos se desvelan en la solicitud de patente internacional N°. PCT/US92/09196, presentada el
23 de octubre de 1992, y la patente de EE.UU. N° 6.287.860. Restos conjugados incluyen, pero no se limitan a,
restos de lipido tales como un resto colesterol, acido cdlico, un tioéter, por ejemplo, hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol,
una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o undecilo, un fosfolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-
glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glycero-3-H-fosfonato de ftrietlamonio, una poliamina o una cadena de
polietilenglicol, o acido adamantanoacético, un resto palmitilo, o un resto octadecilamina o hexilamino-carbonil-
oxicolesterol. Los oligonucledtidos de la divulgacion también pueden conjugarse con principios activos, por ejemplo,
aspirina, warfarina, fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fenbufeno, ketoprofeno, (S)-(+)-pranoprofeno, carprofeno,
dansilsarcosina, acido 2,3,5-triyodobenzoico, acido flufenamico acido, folinico, una benzotiadiazida, clorotiazida, una
diazepina, indometacina, un barbiturico, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un antidiabético, un antibacteriano o un
antibidtico.

Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacion de tales oligonucleétidos conjugados
incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N° 4.828.979; 4.948.882; 5.218.105; 5.525.465; 5.541.313;
5.545.730; 5.552.538; 5.578.717; 5.580.731; 5.580.731; 5.591.584; 5.109.124; 5.118.802; 5.138.045; 5.414.077;
5.486.603; 5.512.439; 5.578.718; 5.608.046; 4.587.044; 4.605.735; 4.667.025; 4.762.779; 4.789.737; 4.824.941;
4.835.263; 4.876.335; 4.904.582; 4.958.013; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136; 5.082.830; 5.112.963; 5.214.136;
5.245.022; 5.254.469; 5.258.506; 5.262.536; 5.272.250; 5.292.873; 5.317.098; 5.371.241; 5.391.723; 5.416.203;
5.451.463; 5.510.475; 5.512.667; 5.514.785; 5.565.552; 5.567.810; 5.574.142; 5.585.481; 5.587.371; 5.595.726;
5.597.696; 5.599.923; 5.599.928 y 5.688.941.

Formulaciones

Los compuestos de la divulgacion también pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo a
otras moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, como, por ejemplo, liposomas, moléculas
dirigidas a receptor, formulaciones orales, rectales, tépica u otras, para ayudar en la captacion, distribucion y/o
absorcion. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefian la preparacién de tales formulaciones que
ayudan en la captacion, distribucion y/o absorcién incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N°
5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127; 5.521.291; 5.543.165; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330;
4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804; 5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016; 5.417.978;
5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528; 5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

Aunque los oligonucleétidos antisentido no necesitan administrarse en el contexto de un vector con el fin de modular
una expresion y/o funcion de diana, aspectos de la divulgacion se refieren a construcciones de vector de expresion
para la expresion de oligonucleétidos antisentido, que comprende promotores, secuencias de genes promotores
hibridos y poseen una fuerte actividad constitutiva promotora, o una actividad de promotor que puede inducirse en el
caso deseado.

En un aspecto, la practica de la divulgacion implica administrar al menos uno de los oligonucleétidos antisentido
anteriores con un sistema de administracion de acidos nucleicos adecuado. En un aspecto, ese sistema incluye un
vector no viral operativamente ligado al polinucleétido. Ejemplos de tales vectores no virales incluyen el
oligonucleétido solo (por ejemplo, una cualquiera o mas de SEQ ID NOS: 3 a 8) o en combinacién con una
formulacion de proteina, polisacarido o lipido adecuada.

Sistemas de administracién de acidos nucleicos adecuados adicionales incluyen vector viral, normalmente secuencia
de al menos uno de un adenovirus, virus asociado a adenovirus (AAV), adenovirus dependiente de cooperador,
retrovirus, o complejo de virus hemaglutinante de Japén-liposoma (HVJ). Preferentemente, el vector viral comprende
un promotor de eucariota fuerte operativamente enlazado al polinucleétido, por ejemplo, un promotor del
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citomegalovirus (CMV).

Vectores preferidos adicionales incluyen vectores virales, proteinas de fusién y conjugados quimicos. Los vectores
retrovirales incluyen virus de la leucemia murina de Moloney y virus basados en el VIH. Un vector viral basado en el
VIH preferido comprende al menos dos vectores en los que los genes gag y pol son de un genoma del VIH y el gen
env es de ofro virus. Se prefieren vectores virales de ADN. Estos vectores incluyen vectores de pox tales como
vectores de ortopox o avipox, vectores del virus del herpes tales como un vector del virus del herpes simple | (HSV)
[Geller, ALl et al., (1995) J. Neurochem, 64: 487; Lim, F., et al., en DNA Cloning: Mammalian Systems, D. Glover,
Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford England) (1995); Geller, A.l. et al., (1993) Proc Natl. Acad. Sci.: U.S.A.:90 7603;
Geller, Al et al., (1990) Proc Natl. Acad. Sci USA: 87:1149], vectores de adenovirus (LeGal LaSalle et al., Science,
259:988 (1993); Davidson, et al., (1993) Nat. Genet. 3: 219; Yang, et al., (1995) J. Virol. 69: 2004) y vectores de virus
adeno-asociados (Kaplitt, M.G., et al., (1994) Nat. Genet. 8:148).

Los compuestos antisentido de la divulgacion engloban cualquier sal farmacéuticamente aceptable, éster o sal de
tales ésteres, o cualquier otro compuesto que, tras la administracién a un animal, que incluye un ser humano, es
capaz de proporcionar (directamente o indirectamente) el metabolito biolégicamente activo o residuo del mismo.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales fisiolégicamente y farmacéuticamente aceptables
de los compuestos de la divulgacion: es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del compuesto
parental y no confieren efectos toxicolégicos no deseados al mismo. Para oligonucleétidos, ejemplos preferidos de
sales farmacéuticamente aceptables y sus usos se describen adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 6.287.860.

La presente divulgacién también incluye composiciones farmacéuticas y formulaciones que incluyen los compuestos
antisentido de la divulgacion. Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden administrarse en
varias formas que dependen de si se desea tratamiento local o sistémico y del area que va a tratarse. La
administracion puede ser tépica (incluyendo oftalmica y a membranas mucosas que incluyen administracion vaginal
y rectal), pulmonar, por ejemplo, por inhalacién o insuflacién de polvos o aerosoles, que incluye por nebulizador;
intratraqueal, intranasal, epidérmica y transdérmica), oral o parenteral. La administracion parenteral incluye inyeccion
o infusién intravenosa, intrarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, por
ejemplo, intratecal o intraventricular.

Para tratar tejidos en el sistema nervioso central, la administracién puede hacerse por, por ejemplo, inyeccion o
infusion en el liquido cefalorraquideo. La administracion de ARN antisentido en liquido cefalorraquideo se describe,
por ejemplo, en la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N°. 2007/0117772, “Methods for slowing familial
ALS disease progression”.

Si se pretende que el oligonucleétido antisentido de la presente divulgacion se administre a células en el sistema
nervioso central, la administracion puede ser con uno o mas agentes capaces de promover la penetracion del
oligonucleétido antisentido objeto a través de la barrera hematoencefalica. La inyeccion puede hacerse, por ejemplo,
en la corteza entorrinal o hipocampo. La administracion de factores neurotréficos por administracion de un vector de
adenovirus a neuronas motoras en tejido muscularse describe es, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 6.632.427,
“Adenoviral-vector-mediated gene transfer into medullary motor neurons”. La administracion de vectores
directamente al cerebro, por ejemplo, el estriado, el talamo, el hipocampo, o la sustancia negra, se conoce en la
técnica y se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 6.756.523, “Adenovirus vectors for the transfer of
foreign genes into cells of the central nervous system particularly in brain”. La administracion puede ser rapida como
mediante inyeccion o hacerse durante un periodo de tiempo como por infusién o administracion lenta de
formulaciones de liberacion lenta.

Los oligonucledtidos antisentido objeto también puede enlazarse o conjugarse con agentes que proporcionan
propiedades farmacéuticas o farmacodinamicas deseables. Por ejemplo, el oligonucleétido antisentido puede
acoplarse a cualquier sustancia, conocida en la técnica para promover la penetracién o transporte a través de la
barrera hematoencefalica, tal como un anticuerpo para el receptor de transferrina, y administrarse mediante
inyeccion intravenosa. El compuesto antisentido puede enlazarse con un vector viral, por ejemplo, que hace al
compuesto antisentido mas eficaz y/o aumenta el transporte del compuesto antisentido a través de la barrera
hematoencefalica. La rotura osmética de la barrera hematoencefalica también puede llevarse a cabo por, por
ejemplo, infusion de azucares que incluyen, pero no se limitan a, mesoeritritol, xilitol, D(+) galactosa, D(+) lactosa,
D(+) xilosa, dulcitol, mioinositol, L(-) fructosa, D(-) manitol, D(+) glucosa, D(+) arabinosa, D(-) arabinosa, celobiosa,
D(+) maltosa, D(+) rafinosa, L(+) ramnosa, D(+) melibiosa, D(-) ribosa, adonitol, D(+) arabitol, L(-) arabitol, D(+)
fucosa, L(-) fucosa, D(-) lixosa, L(+) lixosa y L(-) lixosa, o aminoacidos que incluyen, pero no se limitan a, glutamina,
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lisina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutdmico, glicina, histidina, leucina, metionina,
fenilalanina, prolina, serina, treonina, tirosina, valina y taurina. Métodos y materiales para potenciar la penetracion de
la barrera hematoencefalica se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. N° 4.866.042, “Method for the
delivery of genetic material across the blood brain barrier”, 6.294.520, “Material for passage through the blood-brain
barrier”, y 6.936.589, “Parenteral delivery systems”.

Los compuestos antisentido objeto pueden mezclarse, encapsularse, conjugarse o asociarse de otro modo a otras
moléculas, estructuras de molécula o mezclas de compuestos, por ejemplo, liposomas, moléculas dirigidas a
receptor, formulaciones orales, rectales, topica u otras, para ayudar en la captacion, distribucion y/o absorcién. Por
ejemplo, pueden incluirse lipidos cationicos en la formulacién para facilitar la captacion de oligonucleédtidos. Se
mostré que una composicion tal que facilitaba la captacion es LIPOFECTIN (disponible de GIBCO-BRL, Bethesda,
MD).

Se cree que los oligonucledtidos con al menos una modificacion de 2'-O-metoxietilo son particularmente Utiles para
administracion por via oral. Composiciones farmacéuticas y formulaciones para administracion topica pueden incluir
parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, esprays, liquidos y polvos. Pueden
ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo o aceitosas,
espesantes y similares. También pueden ser Utiles preservativos recubiertos, guantes y similares.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacion, que pueden presentarse convenientemente en forma de
dosificacion unitaria, pueden prepararse segun técnicas convencionales muy conocidas en la industria farmacéutica.
Tales técnicas incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el (los) vehiculo(s) farmacéutico(s)
o excipiente(s). En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacidon uniforme e intimamente los
principios activos con vehiculos liquidos o vehiculos sdlidos finamente divididos, o ambos, y luego, si fuera
necesario, moldeando el producto.

Las composiciones de la presente divulgacién pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacion
posibles tales como, pero no se limitan a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos,
supositorios y enemas. Las composiciones de la presente divulgacion también pueden formularse como
suspensiones en medios acuosos, no acuosos O mixtos. Las suspensiones acuosas pueden contener
adicionalmente sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension que incluyen, por ejemplo,
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener estabilizadores.

Composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, emulsiones,
espumas y formulaciones que contienen liposomas. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones de la
presente divulgacion pueden comprender uno o mas potenciadores de la penetracion, vehiculos, excipientes u otros
principios activos o inactivos.

Las emulsiones normalmente son sistemas heterogéneos de un liquido dispersado en otro en forma de gotitas que
normalmente superan 0,1 um de didmetro. Las emulsiones pueden contener componentes adicionales, ademas de
las fases dispersas, y el farmaco activo que puede estar presente como una disolucion en o bien la fase acuosa,
fase aceitosa o bien él mismo como una fase separada. Las microemulsiones estan incluidas como un aspecto de la
presente divulgacion. Las emulsiones y sus usos son muy conocidos en la técnica y se describen adicionalmente en
la patente de EE.UU. N° 6.287.860.

Formulaciones de la presente divulgacion incluyen formulaciones liposomales. Como se usa en la presente
divulgacion, el término “liposoma” significa una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o
bicapas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilaminares o multilaminares que tienen una membrana formada de
un material lipdfilo y un interior acuoso que contiene la composicidn que va a administrarse. Los liposomas
catiénicos son liposomas positivamente cargados que se cree que interaccionar con moléculas de ADN
negativamente cargadas para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o
estan cargados negativamente atapan el ADN en vez de complejarse con él. Se han usado tanto liposomas
catiénicos como no catiénicos para administrar ADN a células.

Los liposomas también incluyen liposomas “estéricamente estabilizados”, un término que, como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados. Cuando se
incorporan en liposomas, estos lipidos especializados producen liposomas con vidas en duracion mejoradas con
respecto a los liposomas que carecen de tales lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estéricamente
estabilizados son aquellos en los que parte de la porcidn de lipido formado de vesicula del liposoma comprende uno
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o mas glicolipidos o se derivatiza con uno o mas polimeros hidréfilos, tales como un resto de polietilenglicol (PEG).
Los liposomas y sus usos se describen adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 6.287.860.

Las formulaciones farmacéuticas y composiciones de la presente divulgacion también pueden incluir tensioactivos.
El uso de tensioactivos en medicamentos, formulaciones y en emulsiones es muy conocido en la técnica.
Tensioactivos y sus usos se describen adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 6.287.860.

En un aspecto, la presente divulgacion emplea diversos potenciadores de la penetraciéon para efectuar la eficaz
administracion de acidos nucleicos, particularmente oligonucledtidos. Ademas de ayudar en la difusion de farmacos
no lipdfilos a través de membranas celulares, los potenciadores de la penetracién también potencian la
permeabilidad de farmacos lipéfilos. Los potenciadores de la penetracion pueden clasificarse como que pertenecen a
una de cinco amplias categorias, es decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y no
tensioactivos no quelantes. Los potenciadores de la penetracion y sus usos se describen adicionalmente en la
patente de EE.UU. N° 6.287.860.

Un experto en la materia reconocera que las formulaciones se disefian rutinariamente segun su uso previsto, es
decir, via de administracion.

Formulaciones preferidas para administracion topica incluyen aquellas en las que los oligonucleétidos de la
divulgacion estan en mezcla con un agente de administracion topica tal como lipidos, liposomas, acidos grasos,
ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Lipidos y liposomas preferidos incluyen
neutros (por ejemplo, dioleoil-fosfatidiletanolamina DOPE, dimiristoilfosfatidilcolina DMPC, diestearoilfosfatidilcolina)
negativos (por ejemplo, dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG) y cationicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropilo
DOTAP y dioleoil-fosfatidiletanolamina DOTMA).

Para administracion topica u otra, los oligonucleétidos de la divulgacion pueden encapsularse dentro de liposomas o
pueden formar complejos con los mismos, en particular con liposomas catidnicos. Alternativamente, los
oligonucleétidos pueden estar complejados con lipidos, en particular con lipidos catiénicos. Acidos grasos y ésteres
preferidos, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y sus usos se describen adicionalmente en la
patente de EE.UU. N° 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracién por via oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o disoluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, aromatizantes, diluyentes, emulsionantes,
adyuvantes de dispersidn o aglutinantes. Formulaciones orales preferidas son aquellas en las que los
oligonucledtidos de la divulgacién se administran conjuntamente con uno o mas potenciadores de la penetracion,
tensioactivos y quelantes. Tensioactivos preferidos incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos, acidos
biliares y/o sales de los mismos. Acidos biliares/sales y acidos grasos preferidos y sus usos se describen
adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 6.287.860. También se prefieren combinaciones de potenciadores de la
penetracion, por ejemplo, acidos grasos/sales en combinacién con &acidos biliares/sales. Una combinacion
particularmente preferida es la sal de sodio de acido laurico, acido caprico y UDCA. Potenciadores de la penetracion
adicionales incluyen éter polioxietilen-9-laurilico, éter polioxietilen-20-cetilico. Los oligonucleétidos de la divulgacion
pueden administrarse por via oral, en forma granulada que incluye particulas secadas por pulverizacion, o
complejados para formar micro o nanoparticulas. Los agentes de complejantes de oligonucleétidos y sus usos se
describen adicionalmente en la patente de EE.UU. N° 6.287.860.

Las composiciones y formulaciones para administracion parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
disoluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero no se limitan a, potenciadores de la penetracidon, compuestos portadores y otros vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Ciertos aspectos de la divulgaciéon proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas compuestos
oligoméricos y uno o varios de otros agentes quimioterapéuticos que funcionan por un mecanismo no antisentido.
Ejemplos de tales agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a, farmacos quimioterapéuticos para el
cancer tales como daunorubicina, daunomicina, dactinomicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina, esorubicina,
bleomicina, mafosfamida, ifosfamida, citosina arabindsido, biscloroetil-nitrosurea, busulfano, mitomicina C,
actinomicina D, mitramicina, prednisona, hidroxiprogesterona, testosterona, tamoxifeno, dacarbazina, procarbazina,
hexametilmelamina, pentametilmelamina, mitoxantrona, amsacrina, clorambucilo, metilciclohexilnitrosurea, mostazas
de nitrégeno, melfalan, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-azacitidina, hidroxiurea,
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desoxicoformicina, 4-hidroxiperoxiciclo-fosforamida, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-fluorodesoxiuridina (5-FUdR),
metotrexato (MTX), colchicina, taxol, vincristina, vinblastina, etoposido (VP-16), trimetrexato, irinotecan, topotecan,
gemcitabina, tenipdsido, cisplatino y dietilestilbestrol (DES). Cuando se usa con los compuestos de la divulgacion,
tales agentes quimioterapéuticos pueden usarse individualmente (por ejemplo, 5-FU vy oligonucleétido),
secuencialmente (por ejemplo, 5-FU y oligonucleétido durante un periodo de tiempo seguido de MTX vy
oligonucledtido), o en combinacién con uno o varios de otros de tales agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, 5-
FU, MTXy oligonucleétido, o 5-FU, radioterapia y oligonucleétido). Farmacos antiinflamatorios, que incluyen, pero no
se limitan a, farmacos antiinflamatorios no esteroideos y corticosteroides, y farmacos antivirales, que incluyen, pero
no se limitan a, ribivirina, vidarabina, aciclovir y ganciclovir, también pueden combinarse en composiciones de la
divulgacion. Las combinaciones de compuestos antisentido y otros farmacos no antisentido también estan dentro del
alcance de la presente divulgacion. Pueden usarse dos 0 mas compuestos combinados juntos o secuencialmente.

En otro aspecto relacionado, las composiciones de la divulgacién pueden contener uno o mas compuestos
antisentido, particularmente oligonucleétidos, dirigidos a un primer acido nucleico y uno o mas compuestos
antisentido adicionales dirigidos a un segundo &cido nucleico diana. Por ejemplo, la primera diana puede ser una
secuencia antisentido particular del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), y la segunda diana puede ser
una region de otro secuencia de nucledtidos. Alternativamente, las composiciones de la divulgacion pueden contener
dos o mas compuestos antisentido dirigidos a diferentes regiones del mismo acido nucleico diana del factor
neurotroéfico derivado de cerebro (BDNF). Se ilustran numerosos ejemplos de compuestos antisentido en el presente
documento y otros pueden seleccionarse de entre compuestos adecuados conocidos en la técnica. Pueden usarse
dos o0 mas compuestos combinados juntos o secuencialmente.

Dosificacion:

Se cree que la formulaciéon de composiciones terapéuticas y su posterior administraciéon (dosificacion) estan dentro
de la experiencia de aquellos en la materia. La dosificacion depende de la gravedad y sensibilidad del estado de
enfermedad que va a tratarse, durando el ciclo de tratamiento de varios dias a varios meses, o hasta que se efectue
una cura o se logre una disminucion del estado de enfermedad. Pueden calcularse programas de dosificacion
optimos a partir de mediciones de acumulacién de farmaco en el cuerpo del paciente. Los expertos pueden
determinar facilmente dosificaciones 6ptimas, metodologias de dosificacion y tasas de repeticion. Las dosificaciones
Optimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de oligonucledtidos individuales, y generalmente pueden
estimarse basandose en las CE50 que se encuentra que son eficaces en modelos animales in vitro e in vivo. En
general, la dosificacion es de 0,01 uyg a 100 g por kg de peso corporal, y puede administrarse una vez o mas
diariamente, semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afos. Los expertos
habituales en la materia pueden estimar facilmente tasas de repeticion para la dosificacion basandose en tiempos de
residencia medidos y concentraciones del farmaco en fluidos corporales o tejidos. Tras el tratamiento satisfactorio,
puede desearse que el paciente reciba terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicion del estado de
enfermedad, en el que el oligonucledtido se administra en dosis de mantenimiento, que oscilan de 0,01 yg a 100 g
por kg de peso corporal, una vez o mas diariamente, a una vez cada 20 afios. En aspectos, un paciente se trata con
una dosificacién de farmaco que es al menos aproximadamente 1, al menos aproximadamente 2, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 6, al
menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 9, al menos
aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente
25, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 35, al menos aproximadamente 40, al menos
aproximadamente 45, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente
70, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 90, o al menos aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal. Ciertas dosificaciones inyectadas de oligonucleétidos antisentido se describen, por ejemplo, en la
patente de EE.UU. N° 7.563.884, “Antisense modulation of PTP1B expression”.

Aunque diversos aspectos de la presente divulgacion se han descrito anteriormente, debe entenderse que se han
presentado a modo de ejemplo solo, y no limitacion. Pueden hacerse numerosos cambios a los aspectos descritos
segun la divulgacion en el presente documento sin apartarse del espiritu o alcance de la divulgacion. Asi, la anchura
y alcance de la presente divulgacién no debe limitarse por cualquiera de los aspectos anteriormente descritos.

Por su citacién de diversos referencias en este documento, los solicitantes no admiten que ninguna referencia
particular sea “estado de la técnica” a su invencion. Realizaciones de composiciones y métodos inventivos se
ilustran en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS
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Los siguientes ejemplos no limitantes sirven para ilustrar realizaciones seleccionados de la invencion. Se apreciara
que variaciones en proporciones y alternativas en elementos de los componentes mostrados seran evidentes para
aquellos expertos en la materia y estan dentro del alcance de aspectos de la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Diseifio de oligonucleétidos antisentido especificos para una molécula de acido nucleico
antisentido para un polinucleétido del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y/o una hebra
codificante de polinucleétido del factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)

Como se indica anteriormente el término “oligonucleétido especifico para” u “dianas de oligonucledétido” se refiere a
un oligonucledtido que tiene una secuencia (i) capaz de formar un complejo estable con una porcién del gen elegido
como diana, o (ii) capaz de formar un duplex estable con una porcién de un transcrito de ARNm del gen elegido
como diana.

La seleccion de oligonucledtidos apropiados se facilita usando programas informaticos que alinean automaticamente
secuencias de &cidos nucleicos e indican regiones de identidad u homologia. Tales programas se usan para
comparar secuencias de acidos nucleicos obtenidas, por ejemplo, buscando en bases de datos tales como GenBank
0 secuenciando productos de PCR. La comparacion de secuencias de acidos nucleicos de un intervalo de especies
permite la seleccion de secuencias de acidos nucleicos que muestran un grado de identidad apropiado entre
especies. En el caso de genes que no se han secuenciado, se realizan Southern blots para permitir una
determinacion del grado de identidad entre genes en especies diana y otras especies. Realizando Southern blots a
grados de rigurosidad variables, como es muy conocido en la técnica, es posible obtener una medida aproximada de
la identidad. Estos procedimientos permiten la seleccion de oligonucleétidos que presentan un alto grado de
complementariedad con secuencias de acidos nucleicos diana en un sujeto que va a controlarse y un menor grado
de complementariedad con secuencias de acidos nucleicos correspondientes en otras especies. Un experto en la
materia se dara cuenta de que hay libertad considerable en la seleccidon de regiones apropiadas de genes para su
uso en la presente invencion.

Un compuesto antisentido es “especificamente hibridable” cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcion normal del acido nucleico diana para producir una modulacién de la funcion y/o actividad, y
hay un grado suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto antisentido a
secuencias de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que la union especifica se desea, es decir, bajo
condiciones fisiologicas en el caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, y en condiciones en las que los
ensayos se realizan en el caso de ensayos in vitro.

Las propiedades de hibridacion de los oligonucledétidos descritos en el presente documento pueden determinarse por
uno 0 Mas ensayos in vitro como se conoce en la técnica. Por ejemplo, las propiedades de los oligonucledtidos
descritos en el presente documento pueden obtenerse por determinacion de la intensidad de union entre el
antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco usando el ensayo de la curva de fusion.

La intensidad de unién entre el antisentido natural diana y una posible molécula de farmaco (molécula) puede
estimarse usando cualquiera de los métodos establecidos de medicion de la intensidad de interacciones
intermoleculares, por ejemplo, un ensayo de la curva de fusion.

El ensayo de la curva de fusion determina la temperatura a la que se produce una rapida transicion de conformacion
bicatenaria a monocatenaria para el complejo de antisentido natural/molécula. Esta temperatura es ampliamente
aceptada como una medida fiable de la intensidad de interaccion entre las dos moléculas.

Puede realizarse un ensayo de la curva de fusidon usando una copia de ADNc de la molécula de ARN antisentido
natural real o un nucleétido de ADN o ARN sintético correspondiente al sitio de union de la molécula. Estan
disponibles multiples kits que contienen todos los reactivos necesarios para realizar este ensayo (por ejemplo, kit
MeltDoctor de Applied Biosystems Inc.). Estos kits incluyen una disoluciéon de tampén adecuada que contiene uno de
los colorantes de unién a ADN bicatenario (dsADN) (tales como los colorantes ABI HRM, SYBR Green, SYTO, etc.).
Las propiedades de los colorantes de dsADN son tales que casi no emiten fluorescencia en forma libre, pero son
altamente fluorescentes cuando se unen a dsADN.

Para realizar el ensayo, el ADNc o un oligonucleétido correspondiente se mezclan con la molécula en

concentraciones definidas por los protocolos del fabricante particulares. La mezcla se calienta a 95 °C para disociar
todos los complejos de dsADN previamente formados, luego se enfria lentamente a temperatura ambiente u otra
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temperatura menor definida por el fabricante del kit para permitir que se hibriden las moléculas de ADN. Entonces,
los complejos recientemente formados se calientan lentamente a 95 °C con recogida de datos continua simultanea
sobre la cantidad de fluorescencia que se produce por la reaccion. La intensidad de fluorescencia es inversamente
proporcional a las cantidades de dsADN presentes en la reaccion. Los datos pueden recogerse usando un
instrumento de PCR en tiempo real compatible con el kit (por ejemplo, sistema de PCR en tiempo real StepOne Plus
de ABI o el instrumento LightTyper, Roche Diagnostics, Lewes, RU).

Los picos de fusién se construyen representando la derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la
temperatura (-d(Fluorescencia)/dT) sobre el eje y) contra la temperatura (eje x) usando software apropiado (por
ejemplo, LightTyper (Roche) o SDS Dissociation Curve, ABI). Los datos se analizan para identificar la temperatura
de la rapida transicion del complejo de dsADN a moléculas monocatenarias. Esta temperatura se llama Tm y es
directamente proporcional a la intensidad de la interaccién entre las dos moléculas. Normalmente, la Tm superara 40
°C.

Ejemplo 2: Modulacion de polinucleétidos de BDNF
Tratamiento de células HepG2 con oligonucleétidos antisentido:

Se cultivaron células HepG2 de ATCC (cat n° HB-8065) en medio de crecimiento (MEM/EBSS (Hyclone, cat n°
SH30024 o Mediatech, cat n° MT-10-010-CV) + 10 % de FBS (Mediatech, cat n° MT35- 011-CV) +
penicilina/estreptomicina (Mediatech, cat n® MT30-002-Cl)) a 37 °C y 5 % de CO2. Un dia antes del experimento, las
células volvieron a sembrarse a la densidad de 1,5 x 105/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C y 5 % de
CO:z. El dia del experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambié a medio de crecimiento nuevo. Todos
los oligonucledtidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta disoluciéon con
400 pl de medio Opti-MEM (Gibco, cat n® 31985-070) y 4 ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat n°® 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células HepG2. Se
us6 una mezcla similar que incluye 2 pl de agua en lugar de la disolucion de oligonucleétido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacién a 37 °C y 5 % de COz, el medio se cambié a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicién de oligonucleétidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat n° Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat n°® 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afadieron
600 ng de ARN a la reaccion de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat n° AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat n°® 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. El ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usd para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresion génica Tagman de ABI (cat n° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresion génica Tagman de Applied Biosystems por Applied
Biosystems Inc., Foster City CA). Se uso el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, 40
ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real StepOne
Plus (Applied Biosystems).

Se calcularon el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Oligos de deteccion para BDNF antisentido:

ID de ensayo de ABI Hs00417345_m1
Secuencia contexto GCACACCTGGAGATACTCTATTATA (SEQ ID No.: 9)

Oligos de deteccion para BDNF:

ID de ensayo de ABI Hs00542425 s1
CCTGCAGAATGGCCTGGAATTACAA (SEQ ID No.: 10)

Resultados:

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de BDNF en células HepG2 aumentan
significativamente 48 h después del tratamiento con dos de los gapmeros de LNA con esqueleto completamente
fosfotioatado disefiados para BDNF antisentido (CUR-71, P=0,04, CUR-73, P=0,07, CUR-76, P=0,03) (Fig. 1A). En
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las mismas muestras, los niveles de BDNF antisentido disminuyeron significativamente después del tratamiento con
todos los oligos, excepto CUR-72, que es posiblemente debido a que diferentes oligos afectan diferentes variantes
de splicing de BDNF y/o BDNF antisentido (Fig. IB).

Tratamiento de células CHP212 con oligonucledétidos antisentido:

Se cultivaron células CHP212 de ATCC (cat n°® CRL-2273) en medio de crecimiento (MEM/F12 (ATCC, cat n° 30-
2003 y Mediatech, cat n° 10-080-CV) + 10 % de FBS (Mediatech, cat n® MT35-011-CV) + penicilina/estreptomicina
(Mediatech, cat n® MT30-002-Cl)) a 37 °C y 5 % de CO2. Un dia antes del experimento, las células volvieron a
sembrarse a la densidad de 1,5 x 10%/ml en placas de 6 pocillos y se incubaron a 37 °C y 5 % de CO.. El dia del
experimento, el medio en las placas de 6 pocillos se cambi6 a medio de crecimiento nuevo. Todos los
oligonucledtidos antisentido se diluyeron a la concentracion de 20 uM. Se incubaron dos pl de esta disolucién con
400 pl de medio Opti-MEM (Gibco, cat n® 31985-070) y 4 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, cat n°® 11668019) a
temperatura ambiente durante 20 min y se aplicé a cada pocillo de las placas de 6 pocillos con células CHP212. Se
us6 una mezcla similar que incluye 2 pl de agua en lugar de la disolucion de oligonucleétido para los controles
transfectados con vector vacio. Después de 3-18 h de incubacién a 37 °C y 5 % de COz, el medio se cambi6 a medio
de crecimiento nuevo. 48 h después de la adicién de oligonucledtidos antisentido, el medio se elimind y se extrajo
ARN de las células usando el sistema de aislamiento de ARN total SV de Promega (cat n°® Z3105) o el kit de
aislamiento de ARN total RNeasy de Qiagen (cat n°® 74181) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afiadieron
600 ng de ARN a la reaccién de transcripcion inversa realizada usando el kit de ADNc Verso de Thermo Scientific
(cat n°® AB1453B) o el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (cat n°® 4368813) como se describe en el
protocolo del fabricante. El ADNc de esta reaccion de transcripcion inversa se usé para monitorizar la expresion
génica por PCR en tiempo real usando mezcla de expresion génica Tagman de ABI (cat n° 4369510) y
cebadores/sondas disefiados por ABI (ensayo de expresion génica Tagman de Applied Biosystems: Hs00542425_s1
por Applied Biosystems Inc., Foster City CA). Se usoé el siguiente ciclo de PCR: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante
10 min, 40 ciclos de (95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1 min) usando la maquina de PCR en tiempo real
StepOne Plus (Applied Biosystems).

Se calcularon el cambio en veces en la expresion génica después del tratamiento con oligonucledtidos antisentido
basandose en la diferencia en valores de dCt normalizados con 18S entre muestras tratadas y transfectadas con
vector vacio.

Resultados:

Los resultados de PCR en tiempo real muestran que los niveles de ARNm de BDNF en células CHP212 aumentan
significativamente 48 h después del tratamiento con tres de los oligos disefiados para BDNF antisentido (Fig. 1C).

Ejemplo 3: Modulacién antisentido de producto de polinucleétido y de proteina de BDNF y efecto sobre la
memoria y el aprendizaje en ratones transgénicos para amiloide

Se administran oligonucleétidos antisentido especificos para BDNF-AS (por ejemplo, oligonucleotidos identificados
por SEQ ID NOS 3-8) a ratones J20, que expresan el transgén de la proteina precursora de amiloide (APP) humana
que lleva tanto las mutaciones de APP Swedish como Indiana. Como se describe por, por ejemplo, Nagahara, et al.,
2009, “Neuroprotective effects of brain-derived neurotrophic factor in rodent and primate models of Alzheimer's
disease”, Nature Medicine 15(3): 331-337, estos ratones muestran placas corticales y perdida de células progresiva
en la corteza entorrinal que empieza a la edad de 2-3 meses, y declive cognitivo a los 6-7 meses. Se recogen
muestras de sangre previas al tratamiento varios dias antes de la dosificacion recogiendo 4-7 gotas de la vena de la
cola. Cada oligonucleétido antisentido se disuelve en PBS y se administra en un raton mediante inyecciéon en la
corteza entorrinal o el hipocampo a aproximadamente 10 mg/kg. Los ratones de control (compaferos de camada WT
de la misma edad) se administran con el mismo volumen de PBS solo. Un mes después, se prueba la memoria
espacial en el laberinto de agua de Morris en ratones tratados y de control, y se compara su rendimiento. También
se prueban los efectos reconstituyentes del aprendizaje midiendo el aprendizaje dependiente del hipocampo e
independiente del hipocampo. Después de la prueba, los ratones se sacrifican y se recogen tejidos cerebrales
(corteza entorrinal y giro dentado hipocampico) para el analisis de expresiéon de proteina y ARNm de BDNF. La
concentracion de proteina BDNF humana y los niveles de secrecion se determinan usando un kit de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) (disponible comercialmente, por ejemplo, Quantikine human BDNF,
R&D Systems, Mineapolis, MN), segun las instrucciones del fabricante. El ARNm se ensaya usando RT-PCR, como
se describe en cualquier parte en el presente documento.
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Ejemplo 4: Modulacion antisentido de producto de polinucleétido y de proteina de BDNF y efecto sobre la
memoria y el aprendizaje en ratones SAM-P8.

La cepa P8 de ratones de senescencia acelerada (SAM), como se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N°
6.310.048, “Antisense modulation of amyloid beta protein expression”, muestra un aumento relacionado con la edad
en los problemas del aprendizaje (adquisicion) y memoria (retencion), ademas de un aumento relacionado con la
edad en la acumulacién de proteina precursora de amiloide y ABP. Los ratones SAM-P8 tienen una mediana de la
vida de 17,2 meses, a diferencia de una vida normal de 24 meses para ratones R1 estandar.

Se dividen ratones SAM-P8 en siete grupos de 10 ratones cada uno. A los 11 meses de edad (4 semanas antes del
entrenamiento), un grupo se administra con 0,2 microlitros de suero de ternero por inyeccion ventricular intracerebral
(ICV), mientras que los otros seis grupos se administran con una o dos inyecciones de 0,2 microlitros (cada una de 2
microlitros y que tiene 60 ng de oligonucledtido) ICV de oligonucledtidos antisentido de la presente divulgacion. La
administracion se realiza taladrando un orificio a través del craneo sobre el tercer ventriculo (-0,5 con respecto al
bregma; 0,5 mm a la derecha de la sutura central). Se cierra el cuero cabelludo y los ratones se devuelven a sus
jaulas. Dos semanas después de esta primera inyeccion, uno de los grupos de ratones tratados y el grupo que habia
recibido suero se inyectan con el vehiculo de solucién salina que se usa como vehiculo para los oligonucleétidos
antisentido. En este mismo tiempo (dos semanas antes del entrenamiento), cada uno de los oligonucledtidos se
administra en solucion salina ICV a todos los ratones en un grupo. Cada administracién contiene 0,2 microlitros (60
ng de oligonucleétido por inyeccion).

Dos semanas después de la ultima inyeccion, cuando los ratones tienen 12 meses de edad, se entrenan para evitar
choques en las patas en un laberinto en T. Los procedimientos de entrenamiento y de prueba son los mismos que se
describen por Flood et al., Physiology & Behavior, 58:819-822 (1995); y Flood et al., Neurobiology of Aging, 14:159-
166 (1993), y la patente de EE.UU. N° 6.310.048. Todos los ratones son entrenados hasta que hacen su primera
respuesta de evitacion. Se comparan las puntuaciones de la prueba de retencién cuando se prueba 1 h después del
entrenamiento y una semana después. Una semana después del entrenamiento original, la retencién para tanto
ratones de 4 como de 12 meses de edad se prueba continuando el entrenamiento hasta que cada raton hace 5
evitaciones en 6 ensayos de entrenamiento consecutivos. Los resultados se expresan como medias y con un error
estandar de las medias. Los ensayos hasta la primera evitacion, o hasta un criterio de 5 evitaciones en 6 ensayos
consecutivos, se analizan en ANOVA unilaterales separados. Las diferencias estadisticas entre las medias de los
ratones de 12 meses de edad que recibieron oligonucleétidos antisentido se comparan con las medias de los ratones
de 12 meses de edad que recibieron el vehiculo de solucién salina usando la prueba de la t de Dunnett.

Las muestras se recuperan de las regiones de la amigdala, hipocampica y septal de los cerebros de cada uno de los
cuatro ratones, dos tratados con el vehiculo de solucién salina y los otros dos tratados con los oligonucledtidos
antisentido. Las muestras se prueban para la expresiéon de proteinas BDNF por ELISA o inmunotransferencia contra
un anticuerpo que hibrida especificamente con BDNF.

Ejemplo 5: Modulaciéon antisentido de producto de polinucleétido y de proteina de BDNF y efecto sobre
progresion de la enfermedad en pacientes con esclerosis lateral amiotroéfica

Una composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido antisentido de la presente divulgacion (por
ejemplo, un oligonucleétido identificado por cualquiera de SEQ ID NOS: 3-8) se administra al liquido cefalorraquideo
de un individuo que padece ELA familiar. Se usa una bomba SyncroMed Il de Medtronic para administrar la
composicion al liquido cefalorraquideo. La bomba se implanta quirdrgicamente segun las instrucciones del
fabricante. El depésito de la bomba se carga con la composicion farmacéutica en solucién salina tamponada con
fosfato. La composicion farmacéutica se administra a una cantidad que da una infusion de 8 mg a 12 mg/dia del
oligonucledtido antisentido en el liquido cefalorraquideo. El oligonucledtido antisentido se infunde, durante al menos
28 dias. El farmaco se bombea a una dosis programada en un catéter que esta quirdrgicamente intratecalmente
implantado.

La progresioén de la enfermedad se mide por métodos rutinarios en la materia y descritos en el presente documento,
por ejemplo, usando indicadores que incluyen ALSFSR-R, y mediciones de FEV4, FVC y fuerza muscular. Estos
métodos son usados por un médico para evaluar el estado de enfermedad al inicio del tratamiento, y para
proporcionar un nivel inicial para el estado de enfermedad. Las posteriores evaluaciones se realizan a intervalos,
como se ha determinado por el médico, durante el periodo de administracion. Se ensaya la expresion de proteina
BDNF y ARNm en liquido cefalorraquideo. La concentracion de proteina BDNF humana y los niveles de secrecion se
determinan usando un kit de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) (por ejemplo, Quantikine human BDNF,
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R&D Systems, Mineapolis, MN), segun las instrucciones del fabricante. E| ARNm se ensaya usando RT-PCR, como
se describe en cualquier parte en el presente documento.

El resumen de la divulgacién permitira al lector determinar rapidamente la naturaleza de la divulgacion técnica. Se

5 presenta con el entendimiento de que no se usara para interpretar o limitar el alcance o significado de las siguientes
reivindicaciones.
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<400> 1
cacacacaca

agctagatgt
gagataaagt
gctgactttt
atagacacat
cattttcagt
ttctaacata
cetgtaaaac
tgtgggaaga
ttattgtget
ccactgctgt
actattaatt
cageatgage
gaacttgaag

agatcttggg

cacacacaca
gtgtattage
ggagtctgca
tcagttttct
cattaaaatg
tgtgacecace
aactttette
aggatggctce
ggaaaaaaaa
attcatgect
tectgtcaca
acacttgeag
agagatecatt
ccacaatttt

ggcaaacact
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gagagaacat
cagaaaaagc
tatgggaggc
ccttaccaga
aacatgtcaa
caggtgtaga
atgacataag
aatgaaatta
agtcaattta
agacatcaca
cattcctgea
ttgttgetta
aaaaattaaa
tgeacttget

gcatgtctet

ctctagtaaa
caaggagtga
atttgaaatg
cacattgttt
aaaatgattt
ataaagaaca
gcaagteotte
tetttettet
aaggctcctt
tagctagaaa
aaggaccatg
gtaacattta
cttacaaage
tagaagceat

ggtttatatt

40

aagaaaagtt
agggttttag
gacttaaatg
tcatgacatt
ctgtttagaa
gtggaattgyg
tatggeoettt
ttgectataat
atagttccecc
ggcccatcag
ttgctaactt
tgattttgtg
tgetaaagtyg
ctaatcteaqg

aaaccacata

gagctttett
agaactggag
tctttttaat
agccccaggc
ataagcaaaa
gagecctgag
ggtttectta
agagtatcte
aactgctgtt
acccctcagg
gaaaaaaatt
tttetegtga
ggaagaagga
gttatatget

cagcacacta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ctgacactga
accctgoaga
agccctaace
gagtgatgac
ccceoeatgaa
cccatgggac
tggctgacac
ccaatgaaga
aagtgccttt
ctgcraaacat
gogtgtgtga
tgteoggycgy
aatacttcta
tagacaaaag
ccatggatag
gtacattgac
gagacaaaaa
aaataatttt
tatttattgg
tectgecattac
aaaaagttaa
toctetttea
ttecgtttac
tgcttttaac
ttactggctt
cgtttgtttg
aatatatatt
atcagatgac
cacatcecgt
tgcttttgac
ggtctecctct

ccactgetgt

tttgtgtetg
atggcctgga
agttttctgt
catcctttte
agaagcaaac
tctggagage
tttecgaacac
aaacaataag
ggagectoct
gtcecatgagyg
cagtattagt
gacggtcaca
cgagaccaag
gcattggaac
caaaaagaga
cattaaaagg
ttatctattt
atgaactgca
acatgtccat
attccttgat
aaaaaataat
gaaaacagaa
attttagaca
ttectgatage
aggggatggy
ttttgtttet
ctggctgata
tagaaagtga
gatgcaccte
ggaaggacct
ttgttttgtt

gaacaagtga
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gtgcagctgg
attacaatca
cttgtttctg
cttactatgg
ateccgaggac
gtgaatggge
gtgatagaag
gacgcagact
cttctettte
gtecggegec
gagtgggtaa
gtecottgaaa
tgcaatccea
tcccagtgec
attggctggc
ggaagatagt
gtatatatac
tgtataaatg
gaccagaagg
aatgttgtgg
aaattgcatg
aaaaacacac
gtaagtatet
gttggaatta
ggatggaggy
tagttecccac
aaagatacat
ataaaaatta
coaggoeeacyg
atgtttgecte
ttaaggaaga

acacattgtg

agtttatcac
gatgggccac
ctttctecect
ttatttcata
aaggtggcett
ccaaggcagy
agctgttgga
tgtacacgtc
tgctggagga
actetgacce
cggeggcaga
aggtcoccctgt
tgggttacac
gaactaccca
gattcataag
ggatttatgt
ataacagggt
aagtttatac
gaaacagtca
tttgttgceyg
ctgctttaat
acacacacaa
tegttettgt
aaacaatgte
tatattttty
agggagtaga
ttgtatgttyg
aggcaactga
cteattettt
agaacacatt
aaaatcagtt

tcacatcatyg
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caagacataa
atggcatccc
acagttccac
ctttggttge
ggectaccea
ttcaagagge
tgaggaccag
cagggtgatg
atacaaaaat
tgecegecga
caaaaagact
atcaaaaggce
aaaagaaggc
gtcgtacgtg
gatagacact
tgtatagatt
aaattattea
agtacagtgyg
tttgcgeoaca
ttgccaagaa
tgtgaattga
caaaaatttg
tagtactata
aaggtgetgt
tttgttitgt
gatggggaaa
tgaagatgtt
adaaaaaaat
gggagttggt
ctttececce
gogegthtctg

acactcgtat

aaaaaccttg
ggtgaaagaa
caggtgagaa
atgaaggcetg
gotgtgecgga
ttgacatcat
aaagttcgge
ctcagtagtc
tacctagatg
ggggagctga
gcagtggaca
caactgaagce
tgcaggggca
cgggocctta
tecttgtgtat
agattatatt
gttaagaaaa
ttcetacaate
acttaaaaag
ctgaaaacat
taataaactg
aaccaaaaca
tetgttttace
tgtecattget
gttttttttt
gaattcctac
tgcaatatcg
gcetecacacte
cagagtaage
ctcecectet
aaatatttta

aagcatggag

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1749

1800

18860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



aacagtgatt
ttttatgagyg
ggcttaacaa
tcagaacagg
ggagttggeca
ctaggtggay
tteagaggty
tacattatet
tgeccaceat
ggagccaaat
acctgaacac
cktttggtaa
gggaccecata
acacdaagac
ttgctececa
cccktgeectca
gttcttggaa
acacctgaaa
aagcaattge
caggaatgaa
gtetttecaca
tEtgttttgt
ttggaatatc
aaacaacccc
taggagacac
agtcacatge
tgtgttegtt
gcagaagtgt
aatgtaagta
aaacaaaaaa

attggeatta

tttttttaga
agtgaacatt
tgtettgtaa
aatccacatt
ttgcatttac
gtggggcaty
getetggaat
aactgtgete
cocacetetyg
gtggecatttg
ttattgcttt
gggaaaaggg
ggaaatetty
ttgaaggtge
gtgaaggcea
cctetgecat
aaatggatcc
atgttagtga
tgcatettag
gataccatca
gtaccatetg
gttgtttgaa
tgctatatgt
ccatcacaaa
atceageaat
ttgatggttt
cttgttetgt
ttcatgecatg
aatgtctgtg
caatatttat

aaacttaace
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acagaaaaca
tgggtaaate
gcaaaaggta
gccagtgaca
cggcagtgoy
gtatttgaga
gacatgtgte
aagaggttet
gataattttyg
tgatcatgag
gaaactagac
aacaggaaaa
teccagagaca
cttgetcaat
cagcaacctt
tttgggttag
ccagtgaaaa
tcaccacttg
tagggtgagy
geaaagaatt
aatacctett
aatattatct
caactttatg
cttaaaggat
tgtgtggtea
atgttgacct
tttgttttgt
gcagoaggeco
geccttgttct
tgtattttag

gcatcagaac

acaaaaaata
atggetaage
gageoctgta
tgagactgaa
ggaggaattt
cattccaaaa
aagetgettyg
cgactggagy
cataaaattyg
attgatgcaa
ttgaggaaac
gaaaccccaa
agacttegyy
ggaagaggece
ctgeecatee
gagaagtcaa
ctagagctct
gaccagcatc
gataagcaaa
teaattbgtt
tgaaagaagg
ttgtaattat
cagctteoett
tgcaagggee
gtggetettt
aagatttatt
tttttaaagt
tgttgetttt
ctctatggta
tatatttata

ctattgtaaa
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accccaaaat
ttaaaaaaaa
tecaacccaga
cagccaaatg
ctgagtggec
cgaaggeoectc
gaccteghge
accacacteca
gattagecty
tgagatagaa
cagggtttat
actcaggeceg
aaggtgtetyg
aggacagage
tgtctgttea
gttgggagec
aagcccattc
cttaagtatc
agaggatgtt
cagtetttea
aagactttac
ttttaatatg
ttgagggaca
agatctgtta
taccecaataa
ttgttaaaat
cttgetgtgyg
ttatggegat
aagatattat
taattatgtt

tacaagttet

gaagattatt
cteatggtga
aacacctaga
gaggctatgt
atcccaaggt
tgaaggaccc
tttaagtgee
ageegactta
gageaggtty
gatgtttgct
cttttgagaa
aatgatcaag
gacatteaga
tgacaaaatt
tggagagggt
tgaaatagty
agcccattte
agaaagccce
caccataace
tttagageta
gtagtgtaga
taaggaatgce
aatttaaaac
agtggtttca
gatacatcac
ctetetetgt
tetetttgtyg
tcccattgaa
tcaccatgta
attgaaaaaa

atttaagtgt

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680
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50

55

actaattaac atataatata tgttttaaat atagaatttt taatgttttt aaatatattt

tcaaagtaca taaaa

<210> 2

<211> 3175

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> variacioén

<222> (2)..(2)

<223> puede sera, c,g,o0t

<220>

<221> variacion

<222> (5)..(5)

<223> puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (6)..(6)
<223>puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (39)..(39)

<223> puede sera, c,g,o0t

<220>

<221> variacion

<222> (40)..(40)

<223> puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (44)..(44)
<223>puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (104)..(104)

<223> puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (137)..(137)

<223> puede sera, c,g,ot

<220>

<221> variacion

<222> (138)..(138)

<223> puede sera, c,g,o0t

<220>

<221> variacion

<222> (139)..(139)

<223> puede sera, c,g,ot
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<220>
<221> variacion
<222> (206)..(206)
5 <223>puedesera,c,g,ot

<220>
<221> variacion
<222> (326)..(326)
10 <223> puede sera,c,g,o0t
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<400> 2
engennaaag

tacaggtaaa
cgtttotteg
agaacacaaa
acctagttca
ggcagggega
aaagaaaaga
tgggetgage
acgctoctggt
agtatcectt
agaggagagc
gatctoctaa
gttttataga
gaacagetec
gatcgocgaga
ctgocecttgt
gaggecctoct
atatgtaaag
cttaaggaag
cagttgtttyg
aattcatcta
cctggacgtg
ctcatccaac
tgaacctgec
tactetatta
aattattace

atgcatgaag

atttetteac
gggaaattce
actgctnnng
aaccctaccce
gattcctctt
ttttgtaagt
tektgetgget
atatgeotecy
teccecaagece
ctcccggage
cgcocattgge
attggatgac
taagaaatct
tgggcetectyg
tcaggaaggt
atgaagaagg
cagccctgoa
aaaaagtgtt
ctgtagagat
ttggcteect
accagaaaga
tacaagtctg
agctcttcta
ttgggeceat
tagcaaagaa
acaaggtace

gtcatttgtt
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agggtecttt
ctectacecta
atttaagcat
tgttentect
cttttctcaa
ctgaancatt
gegtgaaggt
gaacttgett
ccggecgetg
gccattggeo
caagaggagyg
ctgggctgaa
gaggctcgag
getectaate
ggccgagtgt
atgtgtttge
gaactggggt
gagttggett
gageccaagy
acaaacatgt
gaagaggagyg
cgteocttatt
tcacgtgttce
tcacgetete
gaaagataat
aaccatatat

tgagatgtca

aaactgtenn
gggoccoctaa
tcagctggec
ctatcegtgy
gggaacgtct
tcagtgtgte
gcattagaaa
¢tettecaac
gcttatgcaa
cggggaggte
accagagggy
agacaactta
agagagtgtg
tgtocateget
gtcgecgegy
ttcececcettgt
tatagccatg
ttagggetag
agggaaacca
cattcaagtg
ctccaaaggce
gttttcttca
gaaagtgtca
cagagtccca
tteattgage
goatacttaa

gaacattttc

45

tttntaagag
gganccecektte
acgcaacgca
cctttgecac
aaagctctca
tetegatete
cctgetgeta
atoctgeace
atcacttagg
tcgagectcat
cgtgtttcte
aagaccecca
ttetgeccaa
gtoetggaaca
ccatcaggca
gccatgattg
tgactgatct
agcaatgtat
gaagageceoo
gctaatetta
acttgactac
ttgggocgaa
gccaatgatg
tgggtcocgea
catcetgttt
tagggtattt

ccgtgagaag

gtecttecac
ctoteteaca
agaagcaata
cacctccaca
agtccgtttt
aggcagcetea
cettgeagee
tecagggttge
tacatgcaaa
tactatgcag
gggcaaattg
gaaaactetg
catcatcacg
gegatgacte
cttctcette
taaatttcct
tcgtccaaga
c¢ttaggetea
ccaggetcac
caacagcaca
tgagcatcac
ctttectggte
tcaagcatct
caccetggaga
tacagtattg
tgteaaaact

atctcattgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620



gcattgaaac
gtcaactcta
aaaaaategt
tegtggtcetg

gaatgtggct

atttattatc
ggtecggeat
aaaacageca
aggcccteag
aacctatacc
agacagaaca
agcagctgca
aaattctgea
catggecatyg
caactgtgea
ttctcatcta
cactaaaggt
caaaattata
gatataggtyg
aaacaaggtyg
gagettgegy
cocgtctcaaa
cctgtatcta
ttatagatgg

tteagtgtaa

aataattaaa

<210>3
<211>15

5 <212> ADN

agaaccacat
cttgagtaag
ggtgacacaa
acaccctatg
aaggggctaa
aaggaatagt
ggatagagca
aaggaaggag
catgaataac
taggctgaca
ccttgettet
aggagcctga
agtggeaacyg
gtgaggcage
gtgtteccace
atctcacaca
gggagtacaa
catgattttt
catatgtaca
tgtgtatata
tgagcocgaga
aaaaaaacag
tataaaacac
tatgtattgy
acttetttta

ttaaaaataa
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gotctteaga
aacgetttea
aatctttett
ctacgtgact
gatgtgactt
tcagaaaacg
tcagacacte
ggtcatggaa
aaaggcaace
tcccaaatgt
ggccattgte
gaacaaaact
tgggtecatt
gtttecactg
tgcaaactac
ctctgtttga
acaattcaag
cctgetgace
aaatgatgga
tggetactac
tegtgeocact
ggtggggtgg
actatcaagg
gggatactga
aattttattt

ccaatttatt

ccagcaaccaq
attaaggect
tttageacce
tgtgacccat
gaaaagaaag
acttcagacc
acagactgtg
tgggttetet
agacccacaa
gtgtggcaag
agctcttgga
ggaaatgtct
cegtgtgtgt
gaactaatct
ggatggggta
tgaggctatyg
ccctgtgecag
cagcaattcc
aagctetetg
cttttgtttt
gecactecage
gggggaaata
attcacaaga
ggtgagcagy
tgatttttga

aacaaaaaaa

46

cgactaccaa
aagtgtcaac
aacagaatec
ccatttgtca
gtagaacaag
acagagacag
ccaacaagag
cacaccaaac
gaeatactga
ttagatgatg
agagagcaca
gttatgaaag
cactagaget
gatacctgea
aaagactget
gagaaacagg
gacaattagg
acttttggga
gtatatatta
aaaaatgggy
ctgggcgaca
atagtacata
aactaataca
gtataagtgg
ataatgtaaa

aaaaaaaaaa

atacteoctet
atgectttaa
c¢ttcaaagece
tgttcttegy
atcatctcaa
cagaacagat
ccategagte
tgatgeccag
gtggatacaa
atggcacaaa
cttttagagg
ccttcacagg
ggcgcaagee
ccaactcettyg
caceteoctat
tctteoctcata
caatacctat
ataattgaca
gtaagtgata
gaaaatggtg
gagegagact
ctcatattta
aatgatcccc
ggcaagactt
ttaactgtca

aaata

1680

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3175



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2762 610T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido antisentido

<400> 3
cttgaattgt ttgta

<210> 4

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido antisentido

<400> 4
agttgcaaga gttgg

<210>5

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido antisentido

<400> 5
atetgttetg ctgte

<210>6

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido antisentido

<400> 6
catattettg gacga

<210>7

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido antisentido

<400> 7
tgtgctgttg taaga

<210> 8
<211>15

47
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleodtido antisentido

<400> 8
tgacagagga gtatt

<210>9

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ensayo

<400> 9
gcacacctgg agatactcta ttata

<210> 10

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ensayo

<400> 10
cctgeagaat ggectggaat tacaa

<210> 11

<211> 46159

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2762 610T3

48

15

25

25



<400> 11
gtaaaccaat

gtagtgcagg
gagaacttgg
tcggggegtyg
cagagggcgc
gcegegggeyg
gggygccctag
tcggttcecce
atcggtagcg
gtttgaccaa
agectggage
gctgteecge
tgegececte
cggcyggygag
acgatgtgac
gctgggaatg

ccocccaccec

agccececatg
aaggtgcggg
gtgctgggat
cgattctcac
gggacgcggyg
tecoctgteocaa
gggaggaggt
gogogaggaa
cggygcygagcy
tcgaagctca
tecgggtece
gecaccecgta
cacctectge
cagcaccgcyg
tcocgocgocy
gggcttggtyg

aaagttgtgg
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ctetgtgega
aaggtgtgtc
ggggaggaagyg
tcgeteocete
gttceceggg
ggcegeccecag
gaggacaggc
aagacgcgge
gagagcygygy
accgaagagc
egacgetgece
gegacteggy
tegggggget
acggygaccyg
gggaccegtg
caggagctgc

gacgaggeea

ttteattgtyg
tgtggccegg
gggagagttg
ccgcoccccagce
gctgaggetyg
gagggcgceayg
cecgggggayg
gttceccttta
gJcyggggdgc
taaataatgt
geogeegege
ctecegggee
ttaatgagac
gggctgggcy
aggtttgtgt
ccgtcocgegyg

gtcteettet

49

tgetegegtt
gaaacgcacyg
aaagctaggg
gocccacagec
gggcetggaac
gactegeagg
cggyggagtte
agcggecgec
gIIIIIIIIS
ctgacccggqg
ccgggegeac
ggacagagga
acecaceget
ctggagccaqg
ggaccccgag
gagagagttg

ttectcoecet

cgcaagctce
ccctectecca
gagcgagacc
ggggtttctg
accectcgaa
gegatgtege
cgggogcoece
tcgaacgggt
gygcggcygcc
cgcaaggcgc
cegecegete
gecagecegyg

gctgtgggge

aatcggaacc
gtaggcaagc
actgggggat

ceggtagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

900

960

1020



ggacgatttg
ccggeaccac
gaggagaccc
ctacdocage
actgagggga
geagacttge
agectgecacac
gccaatgtag
tgeogacacte
gegedotoca
gattettgae
gttacteetyg
ggggagatta
tggaggatge
gaggegagga
geeggecatyg
aaggaaggtt
ctgactecag
gtttggekttce
gtgtgttagy
taatgtcagt
aagcaaagaa
agtaatatgt
aatgagacce
atggaaaaat
atttgatatg
acgtgtgtge
gttatggeat
acacdacaaa
tectgtttte
tttttttggg

tgttgaaatyg

gagttactct
cagggaaaaa
agagctgegt
ccaggagtag
gggtgetggg
gggaggagty
ggctacctge
cttggaaaac
togggeagge
gggaagttaa
tegggttagt
gaaagaaata
cagactaggy
agtgtttgktg
ggaggagggy
ctgecaagag
ttgegggate
cteggtgggy
tatgraagktt
gcttettgga
agcaaccaaa
aggcatattt
aattgggaac
ctecctactyg
ctatttttat
tckttacatt
cttcaatget
gtagegttte
gttttgacce
tgattttgea
aaatttacct

taaccataac
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tggggagttt
gggaccoggy
gatgggagca
tegagagaga
gctaggctag
ggagggaage
tccccaggaa
ttgggaggey
cgaacccaca
gagttttgac
ctetggggat
gectgaggatt
gcatccetaa
tgttgggggt
acccagagaa
cagctactgg
cettagagag
cgtgegacte
ttecctcgege
tcttatttta
gaacattttc
ctgagtgttt
gttgatttte
actcaatate
atgagktttgt
ttaacktatt
tatctcatge
aaggcattac
tgggaacage
aatgecttge
ctgggttage

ctttactgga

tckecccceat
gaagtcacga
aagacggcga
cttaggggge
gaatecttee
ttgoegoette
ttgagactga
gaattcctac
tctectaccea
ttteggagag
Jgeagageogy
gggggctetg
ggaagaagce
agagcgggga
cgaagctagyg
gggcgggagyg
ctggtaggag
gtegteggtyg
tgggggaget
gggtccteta
cgacaagcac
attaatccte
taactgeata
ctgeaaaate
tgtaaggtca
gaggcataat
aacataattt
acataatagg
accttttaaa
ttaagacttt
aggagaggta

atttaaaaca
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cccacaacco
agtagaggaqg
cccggggatc
cagagetgte
agggggtggy
ageacgcate
agtggactta
cgcetgggaac
tcctgegece
tagttgggat
gaagaggaat
tgectgacgyg
teggggetge
tgagggaccy
gaaggtagayg
ctgggggtgy
ggactbgttyg
gattttgact
ttgataagcce
gttatcetge
gcaggaatgt
ctagtaatct
taaaaggega
teteteteoce
aaagccattt
tacagattta
ttaggttgga
taacatagea
aacaatcact
tttttttttt
aaaaaaagga

tgttggtcac

agaaggtcag
ggaaggccty
cctegeagee
gagggtectyg
tggtececge
cctteccegy
caagtccgaa
tgaaagggtc
ctcttctgaa
gtacgtaggg
gggtgagtga
gcaagaagaa
gagggtgaac
gggtggaggy
ggtgccctcet
ggaagtggta
aatggtgetyg
cotegtiett
tegattggeg
acttactect
tcttggecag
tttaaagcaa
catgatatta
ctttattatt
tggtcttaca
atttgtatga
gatttctgat
tgttgaaatt
aaactectgt
tttttttttt
aagagacact

cattactgga

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



attccaggge
aaatgttggt
gaactatttt
tgatttecag
tcttagacat
tttecatagee
ttttaaaacc
ttaggaaatc
accaagaaag
atgtgagtta
ttteottgtte
ctaaaatcet
agctattccc
atgattgata
ctgggcacge
ttetaaaace
tgtgtgtgtyg
tgaactgtga
ggaaatttac
aaattaatcc
agagagtgga
ggtgeceata
cetgtgtgga
tccattttat
cactcagttt
gcagccatte
gaatcgagga
agaggaaatc
ggatgaataa
ctgeateocat

tgaaatcegt

cataaagteg
aaatatagac
aagttattac
ataaacaagg
cacatttttt
cattcagage
atttaacatg
tgtttcagtg
tcatcatttg
attgccttca
attttgacte
ggctcaaagt
tttttcetgg
tcatttctta
ccacctgata
tggggtgete
cgtgeacgtyg
aatataacac
agaatggaaa
cggagtacag
tgatagctaa
atatggattt
agagttcaat
agggtaattg
ccactaattg
ageccactgge
gagaattctg
atttgaacaa
catgcacaga
ttactctgtt

atgttatttg
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ttgtettttt
cagtagtaag
agaacatttt
cttacgtaca
aaagcaaaat
tgagttagta
tatagtaggt
tctttteaat
cctaaaatge
tctcattaat
accaggaggg
coegtgggttt
aatctttaag
tatgaatage
gkatagcaga
tctaotetete
cgegtgtgtyg
agccageage
ggtcatgtte
aagaacaatt
actctgaata
gattttagtg
ttgtgtgagg
ctaacttgte
caaaattgtt
aggetetgtg
tggaattcta
gaategeate
tgagctteaa
tagtatggag

catgbggtat

tttettctac
tattatgaca
ctatttataa
tgttttgaag
aacagtaatt
gctggaagtt
caacattggt
gtgtgtaact
agtcatcacc
ggccaaggag
aaaatcctgt
cotgtttaaa
agtcccaget
actggtttgt
gaacttgttt
toteotetete
tagaggugga
tttgggtete
aagtagttta
tcagacttcc
tecttttgaga
attaaaacat
ggtotegect
tcaacttgtt
gcttaattga
atctcaaact
ggttttaagt
aagttgtgtt
aagtgaatga
taatgttagyg

ttaaacctag
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ttecattttgt
ctaaaagcat
atgatataag
cattagaaca
tttcacatac
tcctttattt
gcatccagaa
tttacttgeca
tcaaatgatt
ggaagggagyg
aaaaaaagaa
aggggcgoca
tttcaatagt
agttcagcac
acattctttt
tetetotetyg
gagagagaga
aatcgtagac
ttaacatttt
tgaataaaaa
agaaaggcac
taattttcaa
atccaacaaa
ttcaaacaat
aggactctca
gtgaattgeca
gectggetgtt
gtgataaatt
gcaaacttac
caataaatga

gaaacataga

aaaatgtgat
tatgtatgtg
cagaaagaaa
ttgcagacac
ctttggagec
taaggtgata
aatgaagcat
aaccaatgga
catttatact
tcetggggta
atgcaaattt
tgaaaatgta
caaaatgtag
gcacagtgag
tacattcate
tgtgtgtgtyg
gagagaactyg
ttactettaa
gagatgtagy
cagacagcat
tcececatttca
cttgecatete
agtgaatatg
tgttatagaqg
gocatctagt
ttttaaagag
gttcaatgga
ttotttatta
tggttacact
tgotggoaaa

gtggctttog

3000

3060

31290

3180

3240

3300

3360

34290

3480

3540

3600

3660

3720

37890

38490

3900

3960

4020

4089

4140

4200

4260

4320

4380

444Q

4500

4569

4620

4680

4740

4800



tatttgtagg
gaattattta
acactgtaaa
atggcagatg
aggaggggga
tgtagaaaaa
ttaagttcaa
atactagatg
ggatgggttg
aagcaaagta
agagcctaga
ttcattggtt
ttaaacatge
gtttttgaca
aactaagaca
attgacttac
taaaattaaa
taagcaactc
actagocaaa
tcecttgttac
tacagatgaa
acgttgtaat
taacatttat
ttttatttat
tttgagtaga
actcagaaga
aaaaaacaaa
gatgaaggta
gaaccaataa
tttttgcatyg
tgctgaatge

agaaacttea

cttagtecatyg
atcctaaata
gatttagaaa
caaaatggag
gtggtaaatg
tttgagtatc
gtagaagete
ctaagaagtyg
cattaagtga
aatttacaag
gagtaaggaa
gtcatggtag
ttteatettyg
tgeetetgea
gtatagtaag
tgaaataaaa
atttataaaa
accaaaaatt
tggettattt
catattcaga
attttaaaac
gtageccaaat
tattttcaty
ttgctacagyg
gagacettta
tgtgagaata
caaacaagaa
tacatctgag
ttacaaattg
cgcccacaac
actaatagat

tgaaaatggt
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tgtgtcctaa
attttatact
ggtcatgaac
ctecactaatg
tgtgtgttet
tggtcagata
tagggecactt
gctcattgee
gttaggggge
ctttagtgac
cgttatatag
taatgtcctg
gttectttgyg
tttttggaga
gaaacataaa
cctagaaggce
tgggaattca
gaagtaatag
ccatatgaac
tettgtgagt
aagcagatee
gtagaatagec
gatatgtace
caattcatta
agaatgtttt
aaataaagte
aaaggaagaa
ccagcaccaa
acttaaaatt
agcatccaaa
tgattaatgg

ttgtettget

acgtcctett
taagtgecte
ccaattattg
tactgacatt
ttaagtggaa
agtgtggaag
atcctettga
ctgatgtete
tgagtgtggg
agccataata
ttttcececaa
attttgaaat
totgacggaa
gaggaggtca
attatatgat
aacctgtegt
aagaaaataa
tgecacctag
cattttteca
gtgtatgggg
acaatttgat
atgocaggaa
aaaccgaacce
tactttectga
cgatttatga
aaatataage
aattataagy
aaaaaaaaaa
cttggatgac
acagttetogy

ctgetteaga

ggaagaaagg
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aaacttctac
actggattte
actatatgga
gaaaaccttt
caggaaggta
ctttcattta
tgagacaaat
atttatagat
acaggagaac
aagtaaaagt
aggttcactt
ctcccagaac
actttatgac
ggcaagggag
aaaaaatcac
ttaattacaa
acgggeagtt
agaacaaaat
acgcetacagt
gtgggggttg
atatgeacta
tcaacggeota
attgagtata
gatacaataa
tetaccttta
aagattttaa
attgeettaa
aaaaaaagtt
aaaaatctat
ggaggcactt
ttatecactag

cagaaattgg

ttaaggcata
cagaatattt
atcattattg
tgcaggggag
ttoctectttte
aattaagtat
cttatcaaat
tgatgtttga
gattggaagg
ttatttccag
gaaagaactt
ctagtagctc
gaccetoetgt
gattteottaa
tgaacttcaa
ctagcttgta
ccaagtaatt
caccagcttt
tactaggatt
catgtggaat
aatcctttta
gocatoctttt
aaggttctga
caccaaataa
actttaatgt
acacacacac
cottagaata
atggaaccag
atttagttca
tgataaatgt
tgatgtagac

aggaaaaggt

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

618Q

6249

6300

6360

6420

6480Q

654Q

6600

6660

6720



ttaataatat
tttettatgt
tttagacage
cagtggagat
ccaatttectg
getttgbgtt
attactaaaa
aggaaactta
ggagttgeta
tgaaaactga
atttcttgaa
gtcgagaaat
tectaggeca
ccgacatgtt
taaagecage
acttaaatgt
ttgogggeac
tttaaattaa
tactgaaatt
cttcactttt
gttgttttag
atagggaatt
tagggacaag
attctaaaac
tgggagatta
cttcaaagat
gaaccaatga
atttagcaaa
aagaaaaaagq
aggtgggagyg

ceatetttac

tttteoccacag
gtaatttgat
aactataage
gccagcgact
gtaagcagag
attcatggaa
taaaggtgeg
ctaaataaaa
tecatcagtag
aactatgcece
tgtgttttta
ttgcagtcat
aactctegaa
ggctgataat
agatattgea
aaaatactat
ggttttaggy
ctgcaagttc
ttgggetgea
taaatagact
gtacatcate
tgaaagcatt
aaaacttagyg
tgtgaaggat
gagtgtcaac
ttgacgaact
tgtaaattta
tattgaatgc
aggtctggty
atcacttgag

aaaagacaaa
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tacctattat
tcacttatga
ttgtggattt
gtgecttcagg
aaaaaattgce
gcaatcaggt
tgtgtgtgta
tttttgecac
ttocatttty
aaattaaaac
aacacagaca
tttgctggag
ggtattecte
gtgtctgaag
gacattetgt
gattaagtac
gatgacttat
agtataagce
ctgctagaaa
gtatctagaa
gataaattag
gcatgtgage
ctggaatgge
tagtaaaaat
atgtgtgatyg
gtecataagtg
gatactctac
tcactgecata
tggtggctca
cccaggagat

aaaaattatc

aaaagtcatt
aattgtgaat
tettttaaat
gagtagaata
atgataacca
gcagaaaact
tgcacatata
atgggattta
tgattettte
aagtttttet
aacttctttt
agagatgctt
ttatgeaaca
geacagacga
tgaatgatag
aaaaaaatca
cagcagattg
agtggtgtga
tataatactg
tattatcate
tgtacattea
aatggttgag
aagtggtttt
aacattcaga
tatttttgac
taatttgtgt
atggtagtta
cagagcactt
tgcctgtaat
cattacgagt

caagectgygt
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tagttggett
atatgaaatg
gtetteaaat
tagtatatct
aagaaagtca
ttctttttca
tetaaaggga
gtctaateag
tttetgeett
gtcttttecac
acatcatgta
ggcggagtcc
ttgggaaaat
tatgettate
aatctggate
atttaggaga
tagaaaggaa
caagaggctyg
aaatggagaa
agttcaagga
aatcactgtyg
gggacttgga
tgaatgttgg
ttgctaatge
atcecttattt
tgetteagac
gaaaacttte
tattagagga
cccagcacte
ctggacaaca

gacaggeact

agttotataa
ttaaagttga
ttttaaatge
taaatttgtyg
tattgtttgt
gaaaaaaaaa
gagagggaga
tettggtttt
catgtgectt
atgttcactt
gaatctgaag
caggccacat
acatocagea
atatgaaaca
atttacattt
gaatagagag
gcttgaatgt
ttatcatagc
getaataatt
aatgaaataa
accaggatge
atgcatgact
gttgagaaga
ctactgtgge
tgaggatggyg
agcagtteta
cattaattta
atatataata
tgggaggety
tagcaagacc

tgtagtecea

€780

€840

€900

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

g8le0

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



getacttggy
geagtgattyg
ggaagggaag
taaaatggga
tgcattggec
tatatatttc
gaaatccoete
ttetecaaaat
ttettateaa
ttagggttca
acaaaatctt
ggaattgact
ttaataattt
tggceatgac
gagtacttat
aagcaaacag
tgttettgeg
tatgtagcaa
cecagtgagt
cttecaggtge
attcacatac
gagttatttc
tggaataact
tgtcagtttg
tttgetatgt
cacagtagag
attttttttt
cttcacttga
atgctteocat
aaatcagttt
ttaggggttta

ggtgattttg

aggctgagge
taccactget
gaaggaagaa
aggttggagta
ataagtctge
tgcectttgaa
ceatttottt
tggctatttt
attcaggtge
gtagctaaac
cagatattac
cctoccccaa
atttataact
ataaaatgea
taetttghgat
tttaatattt
tgtatgktttt
atggttcttt
gteaggeact
tccttgatat
tacctoccaa
agaacttctt
tacectctett
tgtacaaatt
gagaatettt
ggagaactac
tttttacata
cagtatttat
ttactagaag
agtgaatact
ctagaaacea

cttasatgty
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agtaggateg
ctteagecty
aggtaggaag
aggtattttce
tccttattta
tcatctactt
geaaagoget
tecctttgggt
ceaaattget
taagaaaact
agttttccaa
ctccctcagg
tattttgete
agttagacca
cteteatact
acatctcctt
cttctgttte
cattaattca
gygctactty
ggctetecat
agaggactyy
gcccocaaac
ttttaaagat
gagacaataa
catgaagaac
tgaatcaaag
caaggataty
aaattgtgtg
ttggttaatg
attttgectt
ctttttaate

tagtatagga

tttgagececa
ggtgacagag
getgaaatga
tgaagtgect
tagtccataa
gaagtgttta
gtattttact
tagacagaac
taagaaatta
tctcaccgtt
agagtttcte
cctocageatg
ttetgtagaa
taagatgage
goettttaggt
taggatatca
aaattctttt
tttgttaatt
gatttetttt
tgactctete
tacaaaagta
tgtattttta
tgaagttectt
aaatgtttgt
tetttttaac
atggtgtttg
catgggtott
ttteoccecta
attatgccaa
taaatttagt
caataggtet

atctatatgt
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ggaggttggg
tgagaccesy
aacecttita
ttgtacttgt
acaatcctaa
gecatcatgaa
tttcettatt
agaatgtetg
acttttgagy
caccttcact
tttttaaata
gatagagtta
cagetggaga
ageccactee
attaatagtyg
tatagtttat
ttcttaaagt
caccgtgcat
ceckgtatty
atataagget
aaatettgag
attattgact
tatcctctet
tagacatttt
aatgacteta
agtctatgat
ttagtattea
aaaaaactta
ataaggaaaa
aatttagtaa
cttteattgt

ggtgtteaag

getgeagtga
ttggagggaa
gaaatgacac
ttttttctaa
tgagaacagt
ttgagtatca
tgtatacaga
gaaaaaaaag
ttatattttt
tttggaaacc
taaactaaaa
ctttttttct
ttaagcaaca
aagtatgaat
tcagtcagea
agtttgtatg
aagaatgtta
taattgagtyg
atccatatat
ttcattacct
caagttetet
ggtagcattt
gattttcagg
cttaaagcat
tageagaage
tttatgatgg
ggaatctgtt
aattgtgaga
taagacagaa
cagtatctct
gaagtcagga

gatsatgtaa

8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440

10500



atatgctgat
gctatacaac
aaaaaaagaa
ccaaacctac
atgaccatcec
gcttgttgag
atttttttge
aggattgcct
ttttaagtge
actttcttaa
gtgggagctg
tggagcaggy
catgcgagcc
atttacctat
aaaaaataat
goetetteagy
gtgttaggaa
tcagetggtt
gcacacttca
tcacatatct
atttctatat
cacagetgta
taccacecact
tgecettgat
ctactgtcca
tggtaatgggy
aaagaaaaaa
aacttagtta
aggtggetay
tgecagaaggt

tggttagaca

ataatcggag
atggaagcaa
aaaaatcaca
agcecatgtte
tgctgecceat
agtattcaca
attgtataat
tatcaagtat
ttttcctaaa
acttggtage
aacagagaga
ggcaggggaa
ttaataccta
gtaacaaacc
aataaaataa
cagtetcaca
aacttgctet
tgttgttact
ataataatct
cattccattt
aacagaggag
gaaccagage
coagetgtet
gcattaatgt
cotttgtete
aagattaaaa
ctcttagagyg
taattttact
coagatggea
gggtgattte

gtgggtgcag
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cacagtttgg
acttgtgcat
ggatcaggaa
ctagcecttcet
ttctgtgtat
aatggtacct
gtttagaaat
tttattaate
ataccagatt
caggaacaga
acacatggac
gggagagagt
ggtgatgggt
tgcacattct
aataaactta
taaaaacecta
actgeagtge
acgattceta
tgtccaaatyg
gatecctacaa
gaaactggag
aaggatgata
ataaccaaaa
gagacctgga
cagcagagac
atgtttttte
gaaaaatgaa
taaacctgag
aataggaaca
tgcatttaoca

cccatggagg

catcattaac
agtttgtgtg
gtcggaatag
cttttactec
attcacttge
gataaagtag
aatcatgtat
attaaaatgt
atttttctga
aaacctaaca
tcagggaggg
gogtcaggac
tgataggtgc
gcacatgtat
gtagcatcta
ggagaacctt
cocagtagge
cgtgatttea
tgtggtattc
ataactctat
cttagagaag
geccagtgac
cetgeagtat
goaggaacag
tggtaccctt
caaggagttt
tatatgactt
actettgeta
getgoagtet
actgaggtac

gtgagccaaa
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tcagaaatat
tgtgtgtgtg
gtcceacttt
caagcaagac
attgagagtt
atacttcttt
aaatggttga
ggtgtcatta
ttttcacate
ctgecatgtte
gaaccacaca
aaacagacaa
agcaaaccac
cocggaactt
ttgtteccaga
cactgtcact
attggtactg
cttgtecatgt
catacatttt
aaaaaagatt
ctaaatagca
ttcacetaac
tcaagtaaga
getgatattg
ctgtgtgecca
tttaatttaa
ttgatgtatt
agtgaatgat
geageteeea
cgggeteata

gcagggtgga

ttaaactctt
tgtgaatectc
tcttctagta
agacaggcaa
gtattcacct
aaacatgtga
atattaatac
atacaattta
cctgacaatg
tcactcataa
cactggggece
atagctaatg
catgacacat
aaagtaaaat
gcctgtaatt
gttecatgag
agaccaaaat
agacaagatt
taaaatgcat
ggcagacatt
atccaaaatg
ctagtcecct
aaccatatet
tcacoctgge
aggaataaaqg
tttttttaaa
gttccttagt
tagaaatatt
gagagatcaa
teattgggac

gcattgectc

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10320

10380

11049

11100

11160

11220

11280

11349

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

120690

1212Q

12180

12240

12300

12360



actcaggaag
actgtgccat
cagccggcag
tacaaaactg
caccagtgge
aaggocagge
taagatctge
gctcocecagott
ctctcacaat
agcaaagecd
ggaaagaaag
agageoacety
cctgttgget
acagactgcc
cagcaggggt
ctetgggaca
tgoetggtgat
tgoageagag
aacaaaaagqg
atagataaat
cagaatgcct
atggagaatg
tectocaage
aggttggagy
gagctgaaaa
gataaagcag
gacaagatta
ctatgtgaaa
aaccaagtty
acaagocaac

agcaaaccca

aagggcagcg

cgcaaggggt
gagggacagt
accaggagat
ggtggcecatt
acctgaaatt
agecaagtga
tggtttgaaa
ggtcggggga
gtaaacaaag
ctgtagaecag
goagoagede
ggagaggggyg
gtgaagagag
ttocttaagea
cgacagacac
aaccttacag
acccaggoaa
gggoectgact
atgtccacac
ccacaaggat
cttetcotee
agtttgatga
taaaggagea
aattgetaac
acacagcacqg
aggaaaggat
gagaaaaaaa
agacdaaacc
gaaaacacte
attcaaatte

agacatgtaa

agagagaaag
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caggggaact
gctatetgge
tceccttgggt
tgggcagaca
ccagtgagac
tetagetecag
ttctecactge
ggggcatocg
ccactgggaa
attgectote
cagtcagggy
tggetgtggg
cagtggatct
ggtceectgac
ttcatacagg
aggaaggaac
acagggtety
gttagaagga
gaaaaccccg
gaggaaaatc
aagggagcac
attgacagaa
tgetetaace
tagaataact
agaactctgt
atcagagatt
gaatgaaaag
tacatttcat
cttaggatat
aggaaataca
ttgtcagatt

gtcgggttac

ccectococta
ccagatacta
gcctacacca
cocagttage
agaaccatte
cagateccae
cagcacagct
ccattactga
gtttgaactg
tagattctece
cttatagata
cocagettea
cccagcacaqg
cctegtgatt
agagctotgg
aggcagcagt
gagtggacet
aaactaacaa
tacaaaggtc
cagcacaaaa
aactotttge
gtatgettcea
caatgcaaag
agtttagaga
gaagcataca
gaagatcaat
gaaggaacaa
tggtgtacct
tatocaggag
gagaacacca
caccaaggtt

ccaaaaaggyg
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gccaagggaa
cacatttcct
ccagggccoct
tgcaggagtt
actooccegy
coocatyggay
gcctgaagte
ggcttgagta
ggtggagect
ctetetggge
aaacteccat
geagacttaa
cacttgagct
cctgagtgag
ctggecatctg
ctttgetgtt
ccaceaaatt
acaggaatag
gccaacatca
aggctgaaaa
cagcaaggga
gaaagtgggt
aagctaagaa
agaacataaa
caagcttcaa
ttaatgaaat
agcctocaag
gaaagtggcy
aactteeocea
caaagatacce
gaaatgcagg

aagcccatca

gceocetgaggg

acagtctttg
gggtttcaag
ttttetcata
aaaggggctg
cacggoaagy
aacctgggat
ggctgtttte
accacagctc
agggceatetg
cteatgggac
atgttetttyg
ctgctaaggg
agacacctce
gtgggtgeec
ctgeagatte
coagoagace
catcaacate
aagatcaaac
ttccaaaaac
acaaaactgg
aaaaacagac
cottgaaaaa
tgacctaaty
taactgaatc
aaagcatgaa
aaatgtggga
gggacaatgg
aactagcaag
cctcaagaag
aaaaaaagtt

gactaacagt

12420
124380
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
132860
13320
13380
13440
13500
13580
13620
13680
13740
13800
13880
13920
139380
14040
14100
14160
14220

14230



ggatctctca
aacattetta
gaagtgaagt
ccaggcatgc
accagecact
tcaactaatg
caatattaac
aattggataa
aaagacacac
caaaaaaaaa
gatcaaaaga
gctaactatc
tcttagagac
cccaatgtca
tecagetetgyg
gaatatacat
agtaaaacac
caaagtgcaa
gtggaaactg
aataaataca
cacagctaaa
gaaagagcta
acacattcaa
attagagaca
agattaacaa
aaatagacgo
cdtaccateag
tgaataaatt
atagaccaat
gcccaggacc

catteoccttet

gcagaaacce
aagaaaagaa
agaaataaaa
cttacaagag
gcagaaacat
ggcaaaataa
cttaaatata
agagtcaaga
ataggctgaa
gcaggggttg
gacaaagaag
ctaaacatat
ccacaaagag
atattaggte
acccagtgga
tetteoteocage
tecctcagcaa
ttaaattaga
aacaacctge
ttatttgaga
acagtgttta
aaatcaacac
aagctagcag
caaaaaacce
aatagataga
aataaaagat
agaacactat
cctggacaca
aataagttct
agacggatte

gaaactatte
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tacaageccta
ttttcaaccce
tcctttacag
ctcctgaagg
accaaattgt
ccagctaaca
aatgggctaa
ccecatecagty
aataaaggga
caatcctagt
gceccattacat
atgcacccaa
accaagactc
aacgagacag
actaatagac
accacatecac
atgcaaaaga
actcaggatt
tcctgaatga
ccaatgagaa
ggggaaattce
tctaacatca
aagacaagaa
ttcaaaaaaa
atgectageca
gataaagagg
aaacacctet
tacaccectec
gaaatcgagg
acagctgaat

caatcaatag

caagccagaa
agaatttcat
acgagcaaat
aagtactaaa
aaagacecatt
tcataatgac
atgccccaat
tgetgtgtte
tggaggaaga
ctctgataaa
aatgataaag
tacaggagca
ccacacaata
aaaattaaca
atctacagaa
acttatteta
atggaaatca
aagaaactaa
ctactgagta
taaagataca
atagcaataa
caattaaagg
ataactaaga
tcagtgaatc
gattgataaa
atatcaccac
atgcaaataa
taagactaaa
cagtaattaa
tctaccagaa

aaaaggaggg
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gagagtgggy
atccageccaa
gctgagagat
taaggaaagg
gaaactatga
aggatcaaat
taaaagacca
tggagaccea
tctaccaage
acagacttta
ggatcaattc
cccagattca
atagtgtgag
agcatattca
ctetacaceo
aaattgaceca
taacaaacag
ctcaaaacca
aataacaaaa
acataccaga
atgcececacag
aactagagaa
tcagagcaga
cagaagctgg
gaagaaaaga
tgatecceaca
actagaaaat
ggaagaagtc
cagcctaccea
gtacaaagaa

aatcocteccct

gccaatatte
ctaagcttca
tttgtcacca
aaaaaccggt
agaaactgca
tcacacataa
cagactggca
totcacatge
aaatggaaag
aaccaacaaa
aacaagaaga
taaagcaagt
actttaacac
ggatttgaac
catatcaaca
cataattgga
tectctcagac
tacaactaca
agaaggcaga
atctetggga
gagaaageaqg
gcaagagcaa
actgaaggag
ttttttgaaa
gqagaagaate
aaaatacaat
ctagaagaaa
aaattcctga
accaaaaaaa
gagetggtac

aactcatttt

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

143940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140



atgagteocgg
gtaggccaat
gaatccagea
gcaaggctgg
tgacaaaaac
gcectteatyg
aagagctatt
attcatttga
gtattggacg
ggaagagagyg
cccatcatet
tacaaaatca
agtcatgagt
acttacaagg
aagagaggac
cgtgaaaatg
accattgact
aacagececgt
cctgactteca
aacagataga
aaccatctga
aataaatggt
cttacacgtt
accataaaaa
acttcatgac
taattaaact
cgacagaatg
totacaagga
agggtatgaa
aaagctcoate
ttatgeoccagt

gtagagaaat

catcatcoctg
atccctgatg
geacatcaaa
ttcaacatat
cacatgatta
ctaaaaactce
tatgagaaac
aaaccggoac
ttctageceag
aagtcaaatt
cagcocaaaa
atgtgcaaaa
gaactcccat
gatgtgaagg
acaaacaaat
gecatactge
ttctteatag
atagccaaga
aactatacta
tagaccaatg
tctttgacaa
gtogggaaaa
atacaaaaat
apctagaaga
taaaatacca
aaagagcttc
ggtgaaattt
apctaaacaa
cagatgotte
atcactggte
tagaatggog

aggaacactt
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atacaaaaac
aacattgatg
aagcttatct
gcaaatcaat
tttcaataga
tcaataaact
ccacagccaa
aaaacaagga
ggcaaktcagg
gtctetgttt
tcteettaag
atcacgagcoa
tcacaattge
acctctttaa
ggaagaacat
ccaaagtaat
aattagaaaa
caatecctaag
caaggctaca
gaacagaaca
acatgacaaa
ctggetagee
taactcaaga
aaacotagge
aaagcaatgyg
tgcacagcaa
tttgecaacgt
gtttacaaga
tcaaaagaag
attagagaaa
atcattaaaa

ttacactgtt

ctggcagaga
caaaaatctt
accatgataa
aaagataatc
tgcagaaaag
aggtattgat
tatcatactg
tgecctotgt
caatagaaag
gcagatgaca
ctgataagea
ttectataca
tacaaagaga
agagaactac
tceattetea
ttatagatcce
aactacttta
caaaatgaac
gtaaccaaaa
gaggcctcag
aacaagcaat
atttgoagaa
tggattaaag
aataccatte
caacaaaagc
aagaaactaa
atccatctga
aaaaaaacaa
aaatttatge
tgcaaatcaa
agtcaggaaa

ggtgggagtyg
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cacagcaaaa
caataaaaaa
tttggettea
catcacataa
gcctttcata
ggaacatate
aatgggcaaa
caccactect
aaataaageca
tgattgtata
actteocageaa
ccaataatga
ataaaatgcc
aaaccactgc
tggataggaa
aatgeoctatee
aatttcatat
aagctggagg
catcatggta
aaataacgcc
geagaaagga
aactgaaact
acttaaacat
aggacatagg
caaaattgac
catcagagtyg
caaaaggcta
ceccatceaaa
tgccaacaaa
aaccacagtg
caacagatgc

taaattagtt

daataaaatt
ctggtaaact
tecoctgggat
agagaaccaa
aaattcaaca
tcaaaataat
agctggaagc
attcaacata
tattecaaata
tttagaaaac
agtctcagga
caaacageca
taggaataca
tcaatgaaat
gaatcaatat
ccatecaaget
ggaaccaaaa
catcatgeta
ctggtacata
acacatctac
ttcectattt
ggaccactte
aaaacataaa
catggeaaag
aaatgggatc
aacaggcaac
atatccagaa
aagtgggaga
catacgaaga
agataceate
aggagaggat

caaccattgt

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16320

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17349

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060



ggaagacagt
tcccattact
catgtatgtt
catcaatgat
ccataaaaaa
ttecttggeaa
ggagttgaac
cagggtgtag
gttgatgagt
ctgcacatgt
agaaatacaa
gaattaccct
aagtttggta
atgtatggga
ttagagagac
ggatttgcag
agattttatt
detggaacaa
taggtctatg
attggtaggg
aaatgcttaa
agatactttt
taaatatget
tgagtecteat
tcttcaagac
gccctatctg
cttatataac
agatatgatg
actttaaaga
ttoctggace

gggcaagtta

gtggtgattc
gggtatatac
tattgtggca
agactggata
ggatgagtte
ggtaacacag
agtgagaaca
gaggctaggyg
gcagcaaaca
accccagaac
taaaatagaa
tgaatcttta
ttgggtccct
cagtttaaga
ttatcgttta
ccttgtaaat
ctgacttgaa
tattectgag
accttgggtec
attaaatgtg
tgaatttcag
tttagacttg
tcactttata
gtgtttatta
ctagctggaa
agttcctagg
aaaacattat
tttttgteta
cacatttect
tgatgatcaa

cttgaattct
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ctcaaggatce
tcaaaggatt
ctattcacaa
aagaaaatgt
atgtecetttyg
gaacagaaaa
catggacact
gagggatagc
accatggcat
ttaaaagtat
tgcagceatac
aaatatatat
gggcctatgt
atcgctgaac
tttcactatc
aatcagaaat
ataaatttte
cecagaggaqyg
agtaatttaa
ttagtgtctg
ccactgtttt
tattaagaca
gcaaagttta
atgatttttt
toctgtttcet
tggtctgtac
tgtgtgtctt
gaaaaatgtt
aaacagacac
gtttgattta

ctgtgtgtag

tagaaccaga
ataaatcatg
tagcaaagac
gacacacata
cagggacatg
ccaaacacca
gggaggagaa
attaggagaa
ctgtatacct
tattattatt
agcagtgatt
acatatgaga
tgggtttaga
taaaatcaaa
caagtacttg
tcagacattt
taattagaaa
atecgagtttg
attctctgta
tgaagtgctt
tatttttagt
ataaaaagtt
caagactaaa
ctgetgttta
agaaagactc
ctcataattt
tgctgtatca
ctagaatgte
tteatgagge
agectcacea

atagaacaat
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aatatctttt
ctactataaa
ttggaaccaa
caccatggaa
gatgaagetg
catgttctca
catcacacac
atacctaatg
aggtaacaaa
attataataa
ctcaaacaca
tettagtete
aacttctaca
taaactgaat
cattagagcg
tgagatgaga
cttecaggtg
actecaggee
tctcaacctc
agagcagtgc
actttccagce
taatcageat
actgttttgt
ttecatctgaa
ttgcccataa
ggtaattaat
gattctaggc
ctactecagga
agoccocagoe
cttactaget

gttgagggaa

gacccagcca
gacacatgca
tccgaatgee
tactatgcag
gaaaccatca
ctcataagtg
tggggectgt
tagatgacaa
cctgcacgtt
taataataaa
ttecagcateca
caagatttgt
gatggttitgg
atcctgtgat
tggctagaag
gaactgetga
agagcaaagg
taacacttac
tcaacagggt
ttggcatagt
tccocccaaaa
gctteataceo
tgtaattete
ttctactecat
taataaacct
tgtatatgca
tggaagttgt
cagtetgttyg
tgtacctgtyg
ctgtgatttt

atccctttee

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

15080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

15560

19620

19680

19740

15800

19860

19920



cccatecttg
attctaggee
tctgatggat
aatggaccac
tatttetatt
gaagtatgta
tatagtcctt
tatttctaca
cctgatageca
ctaaatgatt
agetaggaag
gatttacaac
cttgcttcat
aaatatgatc
tccctetttt
cacattgcac
gggcagaaat
attatttgaa
tgcaagtttg
atttgggtga
ttgtgggttt
tatgagggaa
getetgetgy
cteattgtee
tctaactaaa
ttgagggecta
tacttgcaaa
ccaagttaat
gtacatccaa
taaaaaatgt

ggaggectcg

aacatggtct

tgtttcecaca
cttctettat
gaaatcctta
ttgcactgaa
ctgtteoccaa
atggtggtag
atcccagaga
attagattgt
cacagtagac
caacatgttt
geacteotgaa
ttacttgece
gagctataca
tttattgaac
cattctettt
tgtattgttyg
tecagteteat
aaaatagtge
acaagttgac
cctttgtage
ttaaaaaatyg
tgacagaaac
tgaaacagga
ctttgtteac
tgattaacca
ttgacaggtg
tcagtgacag
tatteeocact
actcagtace
aacatatett
gcttgagata

gctatgaagce
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agggaacttg
ccccattact
atctttcatc
attgaggetg
ttecaaaatcee
gaagttgaat
agctaagttt
aaacccttta
tgctgggcac
ttececteatyg
taggaaatca
cagaggeteg
tgctaagggy
aaaaacttgg
tttgggaatg
gtttttgggt
tcattttgat
aaaagtaaat
atccaaaaga
tetggagaaa
ttttctcatyg
acagetggtt
acttgtattyg
ataaatagtt
tgcaaagttg
ggaatgtgce
tttaaacttg
ttgcatgaag
ttettaataa
taattcttac
acataggata

tagaagtgag

cttcctaata
tgttctttet
ttctggacty
accctgtatt
caaggggaga
aaatggtaac
gecttttettt
aaagcaagaa
atacatagta
gaaaagaaagqg
gttetaggea
ctaatgttga
ttagcagatc
gccaaaggeoc
cecctttgtge
ctaacccace
gtecteagtyg
tttaggagac
aaggectcetec
gcagaggcaa
gagtaaaggt
ctgactttea
tgcccctgac
ttttaagaat
gecatttggg
cacctcettyg
gggcaatcac
caaccttgaa
cctttgetga
ttacgggeag
gtaagecetec

aggacattat

60

agtaacactt
gtgaaaagag
tagagecctgt
ttgattetta
aggaagataa
tttttaaaag
cctetcatgt
tatttctaca
ggtggctety
atttcagtat
ggtatcecata
actetteatg
atataatctt
tttctecettt
atgttagtta
cttaacactg
cctgtgetea
tacatcacac
taaataacct
aaatgaaacc
ctacagctga
getteaactyg
gtgcacettyg
tgtttttgat
gtaatactga
ggtctetggt
ttagcaagtc
aatgatttte
atgaataaat
tttaagecte
tagagaaatt

atttgaccat

tcaggggaat
gagaggttaa
gaaccaaagc
tttggecaact
ttgattacca
ttgcatgaga
attttagtat
ttttcttact
taggtacttyg
tgttettate
aatgggttat
ggtactttgt
ttgatctaca
gccacctteco
cagcatgtac
cagtceecaa
gagaatatct
tcatctaaac
cgocacagaa
taaaaattat
gttcttttca
agegaccaga
aaggtgteaqg
cttgtgagee
agcacttctc
tttcatgtca
tattgagtta
ctaaagceaaa
gactaatteca
ttgtgtaaga
tctatatgga

tatatttggc

19380
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20340
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780

21840



ttcagagett
caggagtgea
ggggcecttge
aacccagtgt
ttatttectag
tttgtgetta
ttecagatga
taaagaatgg
tttcazaagt
atgacagaca
gtccatcatt
ccagttacat
geagatgace
gatgtetgtt
gtatctecaga
ccctcagggt
aaagctettt
tatacgtgtc
atgaatttgt
ctitaatagaa
ggactattet
caaaactgag
aaaggaactg
gtcaaaagta
ttatttgaca
ctgaasagte
tataaggtga
acaggtaaat
gacggagtct
agctccacca

acaccttgtt

ctecaacatgg
tgacacoeat
ctaatcaaaa
ctggatagta
cctattggaa
gtttaatgtt
ctatacatgt
ttttteattt
atttgaagtt
catgtcteca
caacattgat
ctccctaatt
acatgtggag
tatgtttaga
tgecttttgag
tgtgttgtgt
cccatatgtt
ctcatcatat
ctaatttgtt
agtgggagtt
ctatacocaa
atggcaccca
gtgtaaatct
aagccactag
gttaatttac
ttgececact
teatttgtat
atgagtatgt
cgctctgtcg
ttttcecececca

ttatcactta
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ggceccaaaght
cagactacty
tagttettat
gtgccaagtyg
tgtttogttt
gtgatacagce
ggaaaggaga
agtectetaca
tgcatetgat
acaactatat
ctcacatteg
tcoccttagta
teatttaace
tteecatettt
actgggtect
ttcacagctg
gacaatccect
tacagtggta
ggtaaaaaat
aggeaggacoe
ttgteccace
caggacttct
ctgtttttgg
attaaatgtt
attattcaaa
tatacecctge
tagtttettyg
actattattt
cccaggetgyg
tttttaaaac

ctaatatata

caaggtecet
agadcecaget
tttttetgag
ggagtacett
taggagggty
tttgaccate
agttttttga
tttgggggta

ttecagaggtg

gttcacaagg
tgttcgtate
ggcttcacag
acatettcea
tggaagattt
ttteccctee
ctgtttgtag
ggtgtgatge
aggcaacagyg
ggtcatgtat
agaattcagg
ttgaatcagt
taattgtagt
tgattggtay
ttgttaataa
aatcaaaata
teaceteagt
tgaatecttg
coccocccace
agtgcagtgyg
aaaaggtagt
ccagagaget
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tgttteatta
ggaactagge
tteocaagtaa
caatgaactt
aggaagggaa
cgtttaatgg
gtgttttttt
aaaggteocte
agttggagge
actaagagcc
agtatcttta
aatttgcagt
ctgeaagtca
catteoetetg
tatgtttgge
ggttgacctt
tgtgagttag
gtttttgaat
cageogttte
actteoagece
ttettetagy
cattaccagg
agatttggag
attggttatt
aaatttaaaa
ateocoecaat
atagtgtgtt
ccaccctgtt
cacgatctceg
agccatatat

ttecatcatt

agaggaggtc
accttgeaca
ctagttteet
cctcatgagg
gtcttgaatt
gagatctgtt
taaccocttt
tagggagact
ctatetgtgt
atccttttgg
cagtgegetco
gtatgcaatyg
gecegetett
cactatetea
catggeoeace
tacaatgtac
gcagggtgty
ttgatcaccc
acagggtcag
coggtoccag
gaaatatcte
aaaaacaagc
attgtcttgt
tttaatttaa
gaagtttaca
acataccate
ttatatagat
ttttttttga
gctcaccgea
acactatttt

ttgtacatat

21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640

23700



gcacctatat
gtataatttt
cacctttagt
ttagatgaga
ctgcacagtt
ccatggecat
ttgcagaatt
getggatcta
acacactgtg
tgagttcaag
ctcaagggat
ttagtacttt
gcattattge
gggatcatat
atatattcca
agtcttattt
aaagtgtggt
atagaatttt
agttgcacct
ggcataagaa
ttgttaataa
cttgeagetg
ggtgttetgt
taggtatagy
tgctgaggge
tttggetgtt
ccatgocgga
ttgataataa
ttageocacat
gteagaccac
ccacgatttt

agtagagttg

ctgtcaatta
gataggtatt
gtatgagaag
aataggaggt
gcaagagetyg
gggettgege
tcctgtagca
aagagcacaa
tataaggett
agatgtatce
gettttttga
ataagataaa
tagacttttt
aaaaatgcca
ggtcatcccc
ttetetgagy
aaatggagece
gacagggeca
ggacagttge
tggactgcca
tacctgtgaa
ctecteotaaa
cttttgtgee
ttttgtatee
ctetgggeat
ttgactcgat
ccatctgtte
atttgagatyg
teoccocgaagaa
gaggetttga
ttttaaagge

acagaggagt
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ttecccagaag
gectaattgt
acctgtttet
gagcagtctt
gtgcaggtat
cagectctagt
gaaagttgaa
cagtgttttt
tcaatgetcet
caaatcacag
ggaatgattt
tttaaactgt
ccttaaagtt
tgatttacgg
acataactcc
acagcaaaaa
gggcacagtyg
ctgtataggg
attgatgact
aaatctagect
ggctttcata
agtgtgeotet
atcatcatet
actcagtatg
cagtttggtg
ggctcttgtt
tgctgtctet
atcttgttet
catgacaaat
agggattetg
atgttgacac

atttggtagt

tggaattgct
cetgocacagyg
ccatagecte
ttacecccatc
cagattagtt
gacacacacg
catgcattca
tagaaccaaa
tttctcaget
ggatgtettg
tacacttact
ccaagtacaa
gccaagtggt
cctagataac
ttaccattect
aaaaaatccc
gttatttaat
gaaagtcact
gtatccagtce
gaaacaccat
acagacattt
cttocaagag
aacttgcocac
gettgtgggt
tgagagaacc
ggcacagtct
gtggtctgaa
acobttobtt
ggatgggtca

ttgggtgeta

ttaggeoctta

cgoggttgct

62

gggtcagcag
gettgaattg
atcaaacaga
cgtagtttge
ccagtggaaa
gaatggaccece
ttattecatct
aagaaaattg
attaacatta
ctaagcttgg
caacatttgt
tataaacatt
ttecctgeatt
atctccacca
cattagaaag
cttecagtteoe
ttaaatggac
cetettocee
tacacaagag
tgacaaatag
ccagktttgt
ctgacaatgg
acacatttgg
ctggttgeoot
cattccatga
gtgagtgtct
gtegttttet
tcaagtcaca
caagteacgt
aaaagaaaga
attgaaagog

ggtctgaaga

gaaaaatcat
tttgtactce
gtgtgtgaga
agtgggaaca
cgetgeoctea
acgttgecac
aactagccat
tttcactaca
ttttcaggac
aacttteata
aattaaataa
gaactatgat
aggcaaatag
tttgagcagc
gttgattctt
actgcataga
aatatttttt
tttatagaag
gtecattectyg
acattttctt
tectcaggete
ccagaageaa
gatgtcagec
ttgttattea
ccetecttee
gatgctctat
gaactattcc
tattagecoo
ageatagqgt
ttttgtgteca
ttcttactca

geatgtggtt

23760

23820

238890

23540

24000

24060

24129

24189

24249

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

248490

24800

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620



ctgtttcaat
accttcatge
gtggtaataa
acctetgtgg
tttaaataaa
ectcacatta
cagcactggt
cgaaacteote
tcaccattaa
tacttatttt
ttgtatttat
tgttggtatt
gataaacaga
ataggtgeat
ttgtcatcta
tttettgaat
getgttgaaa
ggagaacata
gtgctttaca
gacaactgga
actactcaga
tacccacacg
ctocacgttt
aacagagaqge
tagtttgaaa
ccatcacectg
ataggatcta
ttagecette
tatgtacaga
acactgtcta

tcaccacage

gcccaatgag
atagttttga
ttcaatactg
aattagtgtyg
taagaaactg
taagacacca
tcatattccc
tgggectcag
taaatgttag
tecagetate
tatagcaact
tgagtttgca
tgttttcaca
tctaatggct
agatgttaat
agggtecaca
tgaacegtga
ttcaattata
gttaagtaat
tgtgtggage
atgctgagtt
cttetgtatg
cagtggaatt
taatageett
aggagtgtta
ttttcatcte
atctagtgeg
tgaattaatg
tactatttaet
tggaaaattt

tctggggtet
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atcttctcac
caaaataccc
gaaacagagt
taaacaaact
gcatataggg
catctatgte
tctccaccac
tttocteage
ctattatttt
cagagcatet
atgtaaaaat
tgtettetat
gtcctgttgt
taaatgatgc
attttoctta
tggcteatta
cacttcagaa
tttectoctg
taaaagaaat
caccagtttt
tctacagaaa
gcatgactgt
taacaaactg
ctettgetaa
ttetttggte
tocttgttttt
gtcoctteoat
acattgaage
ataatggaaa
caggagoace

attaaaagtg

gggaaaatgt
tattaagtat
agcaacaaag
gettatcaga
totgoaggat
tgaccccata
ataatgggta
tataaatggt
ttatcaagtt
tecaaaatee
ggagteccotg
aggaatcagt
tcacagtacc
agatattttc
tattttatag
tgcacaggge
gagctgggag
cattaageta
tatagagtgg
ctccatgagt
gggttgcagy
gcatcccaga
atccctgaaa
ttttatcettt
tctagaggca
ttaaatttaa
caggtgagaa
ceggcagttt
ttgetcagat
gtetgtggaa

tggttatgeca
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tctgacatct
gcatatatgg
aaacattagg
aatgeteata
atttetgeeca
tggaaagagyg
tgtgatctta
ggataatcaa
taatacaaaqg
tatcaccaac
toctatgett
gtttagtgaa
gccaaattga
tggccagececa
tagttctgga
ctggaaactyg
ctggggtaga
caagtaatga
gatgcaaaaa
gcacaaggtt
tccacacatg
agaagggctg
atggttteat
cecccaagat
acttaccttt
tgctgtatgt
ttattcatct
ggtcectaaga
aactaattaa
aaactgggaa

geactggtgt

caaacaaatg
ttggtacectt
gttatattta
tggggettity
agtagaccte
catageaage
gggaatccac
attatttacc
agaaacattt
aaatactgta
agatgaaata
aacgggtgga
atgtttcecat
tatggatctt
gtacagccag
cettactegt
gcagtggeta
geactttoct
taacccgaag
aatccttgtt
ttttggegte
tgoctgtgtac
aaaggtgagt
ttettgataa
ccagtttett
atttoagagg
cattttcoatt
tgggtttaat
ccacaagaat
gggcatgety

ctagtggggt

25680

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



gttggetete
caatactcetg
aagacaaatg
ctggcatgtt
atccttggat
cacccttget
gaaagacaaa
taatttgaag
aggtagaatc
ccccacceat
tgcatttgga
totttogtaa
atcaaatcec
ttttttoctt
attggacacc
ttggttggag
ttgttgttge
tttggtagga
cttgagtgag
acaaggacca
ccatagttgg
ttcagggatc
atgattgtgt
tocatgtttat
cataaaagga
taaattacaa
aagaggaaag
aacttcaacc
gtgottctca
aggatoctgat
ttottagaag

gtttcactta

aactgccaga
aaagtgacct
ggtettaact
cccaatococ
ctgagaatta
tttttttttt
gececacetg
gaggeggtee
aaccatactt
ttgcaaatga
ctggtgaact
aaagoctgaa
tocataatgtt
ttttaaaage
aacctagaaa
agggggtttt
tgctgetget
gagagctgga
tgagttggtt
gagacatetg
tecatategtt
agggaggcta
agatgtccag
aagtagcctyg
geceagattt
aagcaaagat
atgacaggta
ttttatttee
actttgataa
tgagtgggty
tttetacttt

atttcagect
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attecccatag
gttgattaaa
ttttttetet
acataatgcc
ttgoatgttc
tttttgtaca
getttcacaa
cttagetgtyg
aagatgccac
cttaacagca
tggtgacttc
cagtggacca
caacttaaaa
cattttaagt
ttgggttace
gatgtttgat
gtattatttt
totgttggtt
cectetgttg
gctgaaagea
tocagtatga
attatgctta
atttaggtca
tactttctat
tacttaagta
attttecccac
acdcgtatgac
ttatcctaag
gtaaaaaagt
gggtaggtyg
atgttaaaat

gtgtaagttt

cattteatgg
gtegteaatt
ttetetatet
aacatctttt
tecoctttagg
cagcatgctt
catctectat
tttacactgt
ctgggaaaat
gcactattag
ttggtgtttg
gtotocagtt
aatgttacac
acttcagtet
tectgggaac
acttatattt
gcgagttteg
tcaggacaag
ctatttcace
atactagtgt
ttetgattga
tattgcottg
gcaatattet
cataataaca
aaaacacaaa
ataaatgtec
acgetaagaa
cagcctettt
tattgcacta
aatgagggty
ggctaatoca

atcccatatg
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cagaaagtca
ctgaagaaag
tgtaaaaatyg
cttaaagggg
gacaatgaat
attcttggat
tagtaggtgt
acttttaaat
agggttetgt
ggttcctagt
gaaacaaaca
ctacttgcaa
ttttotetgg
tgaatcaaat
tttatcgaag
actattttaa
tttgtttaaa
tctagaaata
attaaggacg
gactggacat
gtgagtgata
tagcattttg
aaaagttctc
atagtggaaa
agcaaagata
ccataaaaca
agtatcataa
totctttate
aataaatctt
gggaagttga
tetcaacatt

tacatttceet

aggtgtccag
agactgaaat
tgtgattgtt
gattocottt
gcagttgcat
gcagggactt
geettgtgtyg
gtggggectga
gtcatctcag
gtgagtcatt
acctttgcag
agotgceoceoe
aaatctaace
gatoccaaat
aagagagatt
tatttcattg
tttcatggta
agaaatctgce
aaaggaactc
ctactacctg
ttaggetatg
gtaagaatta
attgaactaa
agctagttga
tttteccaca
agttgaacca
tacttaagtt
atttagtcet
attgaaatgce
gattotgecat
gagaagtaag

aaaactctaa

27540

27600

27660

27720

27780

27840

273900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400



teotecaggeece
attaatacac
gcatgaaatc
tacaatttaa
ccagagtcat
aaatatgatg
ttctagggta
gtgtgctgea
ccectaccec
gttctcattg
tgcgatagtt
tatttgctat
atgatttata
ctagttctag
agtccecatea
ttecggactt
atttgcattt
taaatgtctt
tttgattttt
cagatgggta
tagtttettt
cttttgttge
gaatggtatt
ctttaattca
ttectacatat
atttettgtt
ctgagggete
ttttggttac
tgttcttttg
ttaaagtagt

ttgaatectat

caggaattte
aatttataaa
aatttcatac
atacctgtgt
catccctgta
cttacttgat
catgtgcaca
cccattaact
tactccatga
ttcagttcecc
tgctcagaat
tgtaaatagt
atcetetggg
atcctagagg
acagtgtaaa
taatgatcge
ctctgatggce
cttttgagaa
tettgtaaat
gattgtaaaa
tgctgtgeag
cattgctttt
gcctaggttt
tcttgaatta
ggctagecag
tttgteaggt
tgttetgtte
tgtagccttg
gtttaggatt
ttttttccaa

aaattaceott
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toetttagtt
tttaacacaa
ttgaaaattt
tacagtgaca
cagaaaaatt
aatttctcca
acctgcaggt
cgtecatttac
caggtceccag
acctatgagt
gatgtccttg
gccgcaataa
tatatacceca
aatcgccaca
agtgttecta
cattctaact
cagtgatgat
gtgtctgttc
ttgtttaagt

atttteteaece
aagctcttta
ggtgttttag
tecttctaggg
atttttgtat
tttteceage
ttgtcaaaga
cattggtcta
taatatagtt
gtcttggcga
ttctgtggag

gggtagtatg

aaaatatttt
aaaattattt
tctataaatt
tttgttttte
tttcecacat
ggttottttt
ttgttacata
attaggtata
tgtgtgatgt
gagaacatgc
ctcactgatg
acatacgtgt
gtaatgggat
ctgtctteca
tttetetaca
ggtgtgagat
gagcattttt
atatccttca
tettttagat
attecogtagg
gtttaattag
tcatgaagtc
tttttatggt
aaggtgtaaa
accatttatt
teagatggtt
tatectetgtt
tgaagtcagg
tgcgggetcet
aaagtcattyg

gecatttteoa
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taggaataaa
gaagtttgag
caaaagtctg
tgtctetete
gatttcacca
ttttttaatt
tgtatacatg
teoteoctaatg
tcoceceacccet
ggtgtttggt
gacatttggt
gcatgtgtct
ggctggetea
caatgtttga
toetttecag
ggtatctcat
tcatgtgtct
cccacttttt
tatggatatt
tttactatte
ateccecatttg
cttgtccatg
tttaggtcta
gaagggatcc
aaatagagaa
gtagatgtgt
ttggtaccag
tagcgtgatg
tttttggtte
gtagcttgat

tgatattgat

tttgaattge
actttaggtt
tgtatttaaa
tccaccattt
taaattcatt
atactttaag
tgccatgttg
ctatecectee
gtgtccaagt
tttectgtcet
tggctccaag
ttatagtagc
aatggtattt
actagtttac
cacctgttgt
tgtggttttg
tttggctaca
gatggggtca
agcocotttgt
actetgatgg
tecaattttgg
cctatgtcet
acgtgtaagt
agtttcaget
teectttecee
ggtattgttt
taccatgetg
cctccagett
catatgaact

ggggatggca

tettoctace

29460

29520

29580

23640

29700

29760

29820

29880

29940

20000

20060

30120

30180

30240

30300

20360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260



catgagaatg
ttgtagttct
attecteotttg
ttattggtgt
ctgaagttge
acaatcatgt
tttatttctt
agtggtgaca
tgcccattca
tatgtecocat
caaaggectt
tgatggatta
ccaacttgat
ttactgagga
gttgtgtcte
aggattecect
acctetggta
getattaatt
ttecectggttt
ttctagttta
gggattggtg
tttetteottt
getectgggt
tetgatetta
taaattgtga
gtgectataaa
tgtectttgtt
cccagtagte
gtttettaat
tttetgttet
gaataagtgt

ctgtagatgt

gaatgttctt
ccttgaagag
aaacaattgt
ataggaatge
ttatcagett
catctgcaaa
tctattgccect
gaggacatcc
gtatgacatt
caatacctag
ttetgeatet
tatttattga
catggtggat
tttttceocatce
tgtcaggctyg
ctttttetat
gaattcaget
attgcecteaa
agtcctggga
tttgecataga
gtgatatccc
attagtettg
teattgattt
gttatttett
tgttagggtyg
tttcecteta
ctcattggtt
actcaggage
cetgagttet
tttacatttyg
gatgtggtge

ctattaggtc
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ccatttgttt
gtcttccaca
gaatgggagt
ttgtgatttt
aaggagattt
cagagacaat
gattgcectg
ttgttttgtg
ggctgtgggt
tttatttaga
attgagataa
tttgcatatg
aagctttttg
gatcttecatc
tggtatcagg
tgattagaat
gtgaatcocat
ttteagagee
gggtgtgtgt
agtgtttata
ctttatcace
ctagtgatet
tttgaaggag
gtettetget
tcaattttag
cacactgctt
tcaaagaaca
aggttgetea
agtttgaaag
ctgaggagtyg
cgagaagaat

cgcttggtge

gcgtectcett
tccettgtaa
tcactcatga
tgcacattga
tgggctgaga
ttgacttect
gctagaacgt
ccagttttca
ttgtegtgaa
gtttttagea
teatggtttt
ttgaaccage
atgttctgct
agggatattg
atgatgctgg
agtttcagaa
ctggtectga
tgttattggt
gtccaggaat
gtgttctctyg
ttttattgca
atcaattttg
tttttetgte
agettttgaa
atcttteetg
taaatgtgtc
tctttattte
gtttecatgt
cactgtagte
ctttacttee
gtatattctyg
agagctgagt
66

ttatttcett
gttggattce
tttggetete
ttttgtatee
tgatggggtt
ctettoctat
ccaatactat
aagggaatgc
tagctcottat
caaaggetgt
tgtetttgat
cttgeatece
ggattcggtte
goctgaaatt
cctcataaaa
tggtaccage
tggatttttt
ctattaagag
ttataaattt
atggtagttt
tctatttgat
ttgatetttt
tetatctect
tgtgtttget
ctttctettg
ccagagattc
tgccttcact
agttgagtgy
tgagaggcag
aactatgtag
ttgatttgga

tcaatttctg

gagcagtggt
taagtatttt
tgtttgtctyg
tgagactttyg
ttctaaatat
ttgaatatec
gttgaatagg
ttcecagettt
tattttgaga
tgaattttgt
tetgtttata
agggatgaag
tgccagtatt
ctcttttttt
tgagttaggy
teocteocttat
tggttggtag
atteaactte
cttttaggtt
gtatttectgt
tcttttctet
taaaaaacca
teagttctac
cttgettete
tgggecattta
tggtatgttyg
tcgttaagta
ttetgagtga
tttgttataa
tcaatttttyg
gtggagagtt

gatatctttyg

31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920
31580
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32480
32520
32580
32640
32700
327860
32820
32880
32940
33000
33060
33120

33180



ttaattttcet
attattgtgt
gtgctecctgt
cetttateat
ttttatcaga
tctteeteca
gaatacagca
ctggagcatt
tcattatgat
atgatcttta
ttagtgectte
tttgcttgte
atgaaattct
ttctggettg
gtaacctgcc
aatctgacaa
tgtatttect
atatcctgea
atcagatgta
ctttttactc
atccctttct
tegtgecatg
agttagecceat
catectectt
acttgtgaaa
ttggaggaga
ccatcttatt
tggtgtggat
aggtctgttyg
agaggctgea

ggaagcttcg

gtecttgttga
gggagtotaa
attaggtgca
tatgtaatgg
gactaggatt
tcectttatt
cactgatggg
tagcccattt
gttagctggt
caatttggea
cttcaggage
tgtaaaggat
gggttgaaaa
tagagtttct
ctttctctct
ttatgtgtet
gaatttgaat
gagegtttte
gatttggtct
ttttttctet
tccacttgat
gttttcaget
tcegtetaatg
tageteggay
gtcattctct
agacgtgcte
ggttttatct
gttotttete
gagtttgetyg
gaacageaaa

tctcagaggg
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tetgtctaat
gtectetttgt
tatattttta
cctteottigt
gcaactectg
ttgagcectat
tcttgactct
acatttaagg
tattttgecte
tgtttttgeca
tettgtaagyg
tttatttete
ttottttctt
gccgaaagat
cgctgcactt
ttgagttact
gotggoctge
caacttggtt
tttcacatag
aaacttctct
tgaatcagct
ccatcaggte
tttttteaag
gagtttgtta
gteoccagettt
tgatttttag
acctttggte
tttgttagtt
gaggtccact
tattgecagaa

gcacctggcc

attgaccgtg
aggtctectaa
ggatagttag
ctcttttgat
cttttttttg
gtgegtotct
ttateccaatt
ttaatattgt
gttagttgat
gtggetggta
caggoctggt
cttcacttat
taagaatgtt
gectgttagte
aatgtttttt
cttettgagg
ctcactagat
ccattetace
tecccatattt
tettgettca
actgaagett
atttaaggte
gtttttaget
ttactgatca
gttccattge
aattttcagce
tttgatgatg
ttecttetaa
ccagaccetyg
cggcaaatgt
gtatgaggtg

67

gggtgataaa
ggacttgett
ctecttettgt
ctttgttggt
ctttcocattt
gcacatgaga
tgeccagteca
tatgtgtgaa
gocagtttett
ctggttgttc
ggtgacaaaa
gaagcttagt
gaatattggc
tgatggactt
ccttecatttce
agtatctttyg
tggggaagtt
catcacttte
cttggaggct
tttcattcat
gtgcatgtgt
ttetetatge
totttgetaa
totgaagect
tggcgaggag
ttectetgete
gtgacgtaca
cagtecaggac
tttagottaag
tgetecetga

tcagtcggcc

gtctceceoatt
tgtgaatctg
tgaattgatc
ttaaagtetyg
cettggtaga
tgggtctgot
tgtcttttaa
tttgatcctg
cctagecctea
ctttcoecatgt
tetctcagea
ttggctggat
ccccactete
ccctttgtgg
aactttggtg
cggcattete
ctoctggata
aggtacaccea
ttgttcattt
ttgatcttca
cacatagttc
tgttttttot
aaggttcaaa
tettetetea
ctgecattoct
tggtttctee
gatggggttt
cotcagetge
tatecaccage
ttgttectet

cctactggga

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



ggtgcctece
ttetcagata
ggacatttaa
ggtggagtot
gcetteoctgge
gectegetge
gtgggecatgy
agaccattgg
gteatggett
gtgatgoccece
ccagtgagat
ctcacgetgy
ceaagttett
tettaattaa
taacatagta
tgaaattcta
actgccattt
ttttecagatg
ttgttacaga
ggatgaggge
teattgatta
ggagttcagt
ctocecaccetce
tttaattttt
ttaectggget
agocactgea
gaagtaactt
ttatattcta
aagtagactt
caactggaty
tettaatagt

cattatettt

agttaggcta
tcatattcca
gtetgoagaa
acagaggcag
tgcetttgttt
tgctttgeag
gaccectoaga
aaaagcacag
ccettggeta
accctgecttt
gaaccoggta
gggctgtaga
tattacagag
tgteactgte
gatagaacat
aagaaaacag
gggtcetgta
acctcatttg
ctggagatgt
aaggttegat
cagcaaaaca
ggcatgatca
agcctcoccaa
aagtttttgt
ctagtgatce
cctggecett
ctttetettt
gttacgtatg
catgtgtgat
caaattaaaa
ttgtatcata

ataggactgt

ES 2762 610T3

ctecaggggtce
tgotgggagg
gtttetgetyg
gcaggcecteoe
acctactcaa
ttcocgatctca
gocaggectyg
tattagggtyg
ggaaagggaa
ggctcatget
cctcagttgg
ctggagetgt
tgggtcactyg
taccatgtat
tgtcaaatot
aattctaatt
aacaaaaaac
ctatccaagt
gtgctactgg
gtgactgtga
gttgetttee
atcgeoctecact
gtagectgaaa
agagacatgg
tocegoectaeg
tgcaacatte
ataaaattgt
tcctacctece
gaatgaatga
atttttaaat
tatgttagga

ctaaaatgag

aggaacecac
acecctacte
tettttgtte
ttgagctgeg
gtctcagcaa
gactgcetgtyg
ggacataate
gggagtgtee
ttoecocaace
cecgtgggttg
aaatgcagaa
tcatatttgg
aaactteaty
gggaatttgg
aaacttcagt
gaagaggtta
tgttttttaa
ggcttgagta
ggcagtgtty
attetgggtyg
tagggcaata
gtagcctcaa
ctacaggtgt
tctcactgtg
gectoceaaa
ttgacaatge
atctgtacet
ctcctaggga
acaaaaggaa
attgatttge
accaaatatt
cagecatate

68

ttgaagagge
ttttecaaage
agetgtgece
gtgggctcca
tggtggacac
ctagcagtga
tectggtgtyg
tgatttteca
ccttgtgett
tacccactgt
atcaccogtce
ccatcttgga
gaacaaatty
taaatattat
gaattgtaac
aacttttaca
aaaagtaaac
tgcttgatge
ctetgtgaca
getetggeta
gtgtcetetgt
cttcttagac
gcaccaccac
ttgceoccaggt
gtgttgggat
attectttat
tttetgggte
gggaggtaag
gtctaacata
aagatttcat
aataacttet

tttaaactgt

agactgtceca
tgtcagacag
tgececctaga
cocatttcga
coctccceoeca
gocaggetee
cegtttgeta
ggtacegtea
cctgggtgag
ctgacaagcc
ttctgcatca
acctcccttt
gaaattatet
atggttteaa
agatcccacd
gggaatgtca
tttaaaagta
taagacttct
aggaggcaga
tegggagect
cacccagget
tcaagtaatc
acctaatttt
tgatctcgaa
tacaaatgtyg
tocctaacty
atttctacet
taagactgga
tggatatagt
taaggtcaac
teageattac

gttttctetg

35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
36960



attacacgcect
ctgtatgcct
gttctaacat
atttcatceca
gacctacaaa
tagetgeagt
gctgatattc
gacctactag
atctatataa
cgectgtgaa
aagagcatgt
aaagctaaac
tttecctgaca
ggctgtaagc
atataatctyg
cgaaggttga
atacagtata
gctgaaaact
tgttagaaat
ctttttaatt
ctgataattyg
ttgttaceag
gageaaacat
atagaageat
atgagaatoc
caaaaccatc
cctgectgeca
ctatatttac
cgaaaattat
ctgagtactg

tccctcaaag

cacaggtaaa
gaattatctg
gctacaattt
tttaagtaat
gtagtatett
gtecacattt
taaaactggc
ctttatggca
tggggataat
tgttctatag
tgttatggac
ttgatateta
gtggggctat
cttaaagcag
cttagcaata
aaatgaagaa
taaaattact
acaaattttg
agagctacac
attcaagtaa
ctatctgtca
tecetggect
tgecatotga
gagecctgtt
aattccttat
caccectgeta
aaaaggttgg
ctgagaattt
atccaaactg
ctattacatt

aacttacctt
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acccaaaggg
tactgttget
ttgcagttct
caagecttaa
aatggcacte
tgtaagctec
aacacatcct
tttgacaggt
aatacccatc
tetettagace
attettteag
ctteoattgat
gaaagccttc
aattagacag
ttacacagcc
ttgtectgga
cattgaaage
ctattattat
aggaaattgt
ggttttattc
aattccttag
gttaggaace
getetgtete
gtgaactgcea
gataatttaa
ctecccagacce
gaccactgcc
caatgggtte
tettttetet
tttetetgtt

tcagctgaag

gctgggaaca
tgttttcceca
ttctcttaga
agttgaagga
cttttagaaa
ttegttgtea
gatggtaaaa
tacctaacct
ctgtctectt
aaatgtaagt
tgaaatgtet
tttettttta
ctagcatttt
catcaatgaa
tctttateott
agetettact
ttagecagaat
tgttattact
aggacagtta
cattagagga
agcagggatc
aggetgeaca
ctttecagate
catgcaaggg
ctgatgatct
gtggaaaaat
ttagagttta
actgatcttt
tagtttaata
aageattatg

actgactaga
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aacaagactt
cctttggeca
aaaagaccac
tottggteat
gttaggttee
cagecactat
gcttggttca
ctotgacgea
gtaaaaatca
tatgactaca
aagacttgtg
gttetatgta
atagatgtgg
tttattaagt
atgtgtgata
taatctttta
aagaaacaag
teccaagtet
gtatgtggta
actcaagaag
cgcaacaccc
gtaggaagtg
agcagcagca
atctaggttyg
aaggtggaac
tgtcttecac
taatttgggg
ccaaatgaaa
aacctatecag

ggggctcaga

atgagcaaat

tttttttttt
tagaaactta
attgtctgaa
gattaatcta
aggacacaca
cttetetgtg
ggagacaggt
taattgectc
aattagatga
gcaagagtaa
agtcacactt
ctatattgaa
ttgaattaat
ataaataaat
aagagtcatc
ttatttecta
aagttaaaag
cttattgate
gtgttatctg
ttggtcatgg
aggocatgga
ageggegggt
ttagattete
tgtgeteoctt
catttcatce
aaaactggtt
ttagcacagc
aggctteotta
taagttttta
catgatccat

acggttaaca

37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
37440
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
38100
38160
38220
38280
38340
38400
38460
38520
38580
38640
38700
38760

38820



attaacaagt
caaaaattag
ggagaattge
tccagectgg
gaagggaatc
tgctggagta
ataagcaaga
agtcaggagy
gatgaagcat
gagttgagta
agkbttttgtyg
atggagcaga
gagggcetgag
tttaaaggaa
atattgtcaa
gaaccattgt
gttgcaccca
agtgccactc
ttectaatte
agocaagtaa
agagaacaat
atcagtgaaa
cattactgkta
ggaccatttt
taattetttt
tgetttetta
aaatatggta
taaagtattc
ttttatttgg
accagaaata
teacaaagat

ttectaatet

gagtaggeca
cegggeatgy
ttgaaceccag
gcgacagagc
aagtactacg
attagagaaa
ttttggeage
cagtaatgtyg
tgagtagttt
tcagagagaa
taagagaata
aagagtgtct
ceaagatggt
aaattaacag
acttgattee
tagaaaaggt
cttaacttca
agagagcagg
tatgeagatyg
tatttactca
atataaagca
ggcagagtaa
gtggtgaaaa
taagtagtta
tttttttttt
gtgatatata
ttazaaaata
cacatttgca
actgggaata
gaaaccccca
ttagttgtta

gagaacatty
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goteggecaa
tggtgggege
gaggtggaga
aagactctgt
taagatgtaa
ggggcatgca
aagtgagagg
tacggcacte
gagaaagtta
gacattagat
gtattagggt
gatacagcat
ggcagtggga
gacatettta
aggattteta
aggagatace
aggecttaca
gcttgcaatg
cteagettga
gatgeoceaatt
ttaattattt
actagaagce
caaaacaatt
gtgtgggcac
ttgagatgga
aaatgtegag
getgateaca
aacttttatt
ttaggagaaa
tggacgatct
geggaataga

tgcaatctaa

catggtgaaa
ctgtaateee
ttgcagtgag
cttgggaaaa
tgtggaattt
tgatttgaty
gagagaggag
caaggactet
getaagaagy
ttgagcagat
ggttacccag
cgggacgtty
tggataaaaa
ctgactggat
tectatgect
actgttccaa
agtgagtaga
tggggttgga
ggaataceca
ttecctetga
ttetecataaa
aagtatagaa
ttccaacage
ttagtaaata
gtttcactet
tttcacaatyg
gaaagtetet
gacctaaata
gcttttteat
atttctttga
catctgtatt

geagtteotaa
70

cocctgtetet
agetacetee
cogagattge
aaacaaaaca
tagggaagga
cttgaactgg
tttgteagag
gtectgateg
gtgagggcag
agaacaaaaa
gaagtggtca
tggtcacaaa
gggatggcea
tggaaggeta
gggttgeeca
caaaaagtat
cagttagtta
ctttgtcacc
tgtttggget
aatatttget
gttattaata
aatggtatca
ttaagatgce
tgtattaaac
ggtecacccag
atggtatett
accagtgtga
agaggtgece
tcagtgtgta
tggtacagga
ttatteaaac

geatgtttge

actaaaaata
tgetgaggea
accattgeac
aaacaagtga
aggcagtgta
atcatgaagg
gaatggaaca
gageagaagt
atgttggaga
tgccattgeo
tcagagttga
atgaggtggt
ggacaaatat
tgeaggaaat
aaatatcagyg
tgagtttggt
gaattgcaga
attgtgttaa
teagaatgaa
catggaactyg
aaaagataag
ttcaaagact
tcagtatttt
tatagttcat
getgoatttt
agatttgatt
tgtagatgge
cttgggttgt
agtacaatct
ctcagaacat
caattttece

tattegtgea

38880
38940
39000
39060
39120
39180
359240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39500
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680

40740



aagtgagagt
tagtggttga
ttttcageca
aaaacttcat
ttgcatgtat
agggtcaggg
attctgaagt
tttgecttgtt
tttagagtag
gggacttace
tgtaaaacac
cgogoacaca
tcttagetag
ggaggagata
taatgctgac
aggcatagac
aaaacatttt
tgagttctaa
cttacctgta
tetekgbggg
tgttttattg
caggecactyg
aattactatt
gtgacagcat
aggagaactt
atgctagatc
actactgaca
cttgacecetg
agaaagecct
agaagagtga

gctgecceca

aaatctaaaa
aaatgttatt
tttctgeatt
gggcagaaac
gtgtettttt
etggggatge
ccttcaccac
catccatttt
agcaacectc
aggaaactte
cactcagett
cacacacacda
atgtgtgtat
aagtggagtc
tttttcagtt
acatcattaa
cagttgtgac
cataaacttt
aaacaggatg
aagaggaaaa
tgctattcat
ctgttectgt
aattacactt
gagcagagat
gaagccacaa
ttgggggaaa
ctgatttgty
cagaatggce
aaccagtttt
tgaccatect

tgaaagaagc
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gaaatttttt
tcttacaaaa
ctgacctatt
acaghbteoctt
gtaagtcecat
tactetttge
ctgacggtaa
aattggectte
tggcaaacag
aaaagcagaa
tttaaaagta
cacagagaga
tagccagaaa
tgcatatggg
ttctecttac
aatgaacatg
cacccaggtyg
cttcatgaca
gctcaatgaa
aaaaagtcaa
gcctagacat
cacacattee
geagttgttg
cattaaaaat
tttttgecact
cactgcatgt
tctggtgcag
tggaattaca
ctgtettgtt
tttecttact

aaacatcecga

tgtgtgttta
gtggagaaca
gactggaggt
ttectactta
gectcagaac
tgetgagaaa
ccttgggtty
ctagagecatyg
gaagagatta
aaagaageac
ggataaacte
acatctetag
aagccaagga
aggcatttga
cagacacatt
tecaaaaaatg
tagaataaag
taaggcaagt
attatctttc
tttaaaggct
cacatagcta
tgcaaaggac
cttagtaaca
taaacttaca
tgcttagaag
ctekggttta
ctggagttta
atcagatggg
tetgetttet
atggttattt

ggacaaggtg
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gggatggtaa

tttgetttte
aggttgeoctt
tttggatate
tgagaagtag
cacaatgett
gtccataggt
cttgtagaty
attttgtggt
tagetgecta
agagegegeg
taaaaagaaa
gtgaagggtt
aatggactta
gttttcatga
atttectgttt
aacagtggaa
cttetatgge
ttctttgeta
ccttatagtt
gaaaggccca
catgttgeta
tttatgattt
aagetgetaa
ccatctaatc
tattaaacca
tcaccaagac
ccacatggea
cectacagtt
catactttgg

gcttggecta

taaagtctct
aataccagaqg
tgaattcagt
atgatggeca
gaataaaatt
caggtaagtg
atgttttcat
tagagccaaa
atgcttttaa
tteocaaaatyg
cacacgegeyg
agttgagett
ttagagaact
aatgtctttt
cattagcccce
agaaataagce
ttgggagece
ctttggttte
taatagagta
ccocaactge
tcagacccet
acttgaaaaa
tgtgtttete
agtgggaaga
tcaggtttat
catacagcac
ataaaaaaac
teceggtgaa
cecaccaggtyg
ttgeatgaag

cccaggtgtg

40800

40860

40820

40980

41040

41100

41160

41220

41280

41340

41400

41460

41520

41580

41640

41700

41760

41820

41880

41840

42000

42060

42120

42180

42240

42300

42360

42420

42480

42540

42600



cggacccatg
tcattggcectg
cggcccaatg
agtcaagtge
gatgctgcaa
ctgagcgtgt
gacatgtcgg
aagcaatact
ggcatagaca
cttaccatgg
gtatgtacat
tattgagaca
aaaaaaataa
aatctattta
aaagtctgca
acataaaaag
actgtectet
aaacattecg
tttactgectt
ttgctttact
tttttegttt
cotacaatat
tategatcag
cactccacat
taagctgectt
cctctggtcet
ttttaccact
tggagaacag
ttatttttta
gatgaggett
ctagatcaga

tatgtggagt

ggactctgga
acactttcga
aagaaaacaa
ctttggageco
acatgtccat
gtgacagtat
gcgggacggt
tctacgagac
aaaggcattg
atagcaaaaa
tgacecattaa
aaaattatct
ttttatgaac
ttggacatgt
ttacattcct
ttaaaaaaaa
tteagaaaac
tttacatttt
ttaacttctg
ggcttaggyg
gtttgttttg
atattetgge
atgactagaa
cccegtgatge
ttgacggaag
ccteotttgtt
gctgtgaaca
tgattttttt
tgaggagtga
aacaatgtet
acaggaatcc

tggcattgca
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gagcgtgaat
acacgtgata
taaggacgca
tecocteottete
gagggtcoegy
tagtgagtgyg
cacagtcctt
caagtgcaat
gaactcccag
gagaattgge
aaggggaaga
atttgtatat
tgcatgtata
ccatgaccag
tgataatgtt
taataaattg
agaaaaaaaa
agacagtaag
atagegttgg
atgggggatg
ttttttagtt
tgataaaaga
agtgaataaa
accteoecagg
gacctatgtt
ttgttttaag
agtgaacaca
ttagaacaga
acatttgggt
tgtaagcaaa
acattgccag

tttaccggca

gggcccaagg
gaagagctgt
gacttgtaca
tttetgetgg
cgecactcetg
gtaacggcag
gaaaaggtce
cccatgggtt
tgccgaacta
tggcgattea
tagtggattt
atacataaca
aatgaagttt
aagggaaaca
gtggtttgtt
catgetgett
cacacacaca
tatcttegtt
aattaaaaca
gggggtatat
cccacaggga
tacatttgta
aattaaggea
cocegetcat
tgctcagaac
gaagaaaaat
ttgtgtcaca
aaacaacaaa
aaateatgge
aggtagagec
tgacatgaga

gtgcgggagyg
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caggttcaag
tggatgagga
cgtccagggt
aggaatacaa
accetgeecy
cagacaaaaa
ctgtatcaaa
acacaaaaga
cccagtogta
taaggataga
atgttgtata
gggtaaatta
atacagtaca
gtcatttgcg
googttgeca
taattgtgaa
cacaacaaaa
cttgttagta
atgtcaaggt
ttttgtttgt
gtagagatgg
tgttgtgaag
actgaacaaa
tetttgggeg
acattctttc
cagttgogeg
tcatgacact
aaataaceccoe
taagettaaa
ctgtatcaac
ctgaacagcc

aatttctgag

aggcttgaca
ccagaaagtt
gatgctcagt
aaattaccta
ccgaggggag
gactgcagtg
aggccaactg
aggctgcagg
cgtgcgggec
cacttcttgt
gattagatta
ttecagttaag
gtggttctac
cacaacttaa
agaactgaaa
ttgataataa
atttgaacca
ctatatetgt
gotgttgtcea
tttgtgtttt
ggaaagaatt
atgtttgcaa
aaaatgctea
ttggtcagag
ccceceocteee
ttctgaaata
cgtataagca
aaaatgaaga
aaaaactcat
ccagaaacac
aaatggaggc

tggccatcce

42660

42720

42780

42840

42900

42960

43020

43080

43140

43200

43260

43320

43380

43440

43500

43560

43620

43680

43740

43800

43860

43920

43980

44040

44100

44160

44220

44280

44340

44400

44460

44520



aaggtctagg
gacccttcag
gtgectacat
acttatgecce
ggttgggage
ttgctacctg
gagaactttt
tcaaggggac
tcagaacace
aaattttgct
agggtccctg
tagtggttct
atttcacace
goccocaagea
taaccecagga
agctagtctt
gtagatttgt
aatgcttgga
aaaacaaaca
ttteatagga
atcacagtca
tectgttgtgt
ttgtggcaga
ttgaaaatgt
atgtaaaaca
aaaaaattgg
aagtgtacta

atattttcaa

tggaggtggg
aggtggctct
tatctaactg
accatcccac
caaatgtgge
aacacttatt
ggtaagggaa
ccataggaaa
aagacttgaa
ccccagtgaa
cctecacctcet
tggaaaaatg
tgaaaatgtt
attgetgeat
atgaagatac
tcacagtacc
tttgtgttgt
atatctgctyg
aceccccecate
gacacatcca
catgettgat
tegttettgt
agtgtttcat
aagtaaatgt
aaaaacaata
cattaaaact
attaacatat

agtacataa
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gcatggtatt
ggaatgacat
tgctcaagag
ctctggataa
atttgtgatc
gctttgaaac
aagggaacag
tettgteocag
ggtgcettge
ggccacagca
gcecattttgg
gatccccagt
agtgatcacc
cttagtaggg
catcagcaaa
atctgaatac
ttgaaaatat
tatgtcaact
acaaacttaa
gcaattgtgt
ggtttatgtt
tctgttttgt
gcatggcage
ctgtggectt
tttattgtat
taaccgeatce

aatatatgtt

tgagacattc
gtgtcaagct
gttctcgact
ttttgcataa
atgagattga
tagacttgag
gaaaagaaac
agacaagact
tcaatggaag
accttetgee
gttaggagaa
gaaaactaga
acttggacca
tgagggataa
gaatttcaat
ctctttgaaa
tatctttgta
ttatgcagct
aggattgcaa
ggtcagtgge
gacctaagat
tttgtttttt
aggcctgttyg
gttctctecta
tttagtatat
agaagcctat

ttaaatatag
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caaaacgaag
gcttggacct
ggaggaccac
aattggatta
tgcaatgaga
gaaaccaggg
cccaaactca
tcgggaaggt

aggccaggac

catcctgtct
gtcaagttgg
gctctaagec
gcatccttaa
gcaaaagagg
ttgtteagte
gaaggaagac
attattttta
tcettttgag
gggccagatce
tottttacee
ttattttgtt
aaagtcttge
cttttttatyg
tggtaaagat
ttatataatt
tgtaaataca

aatttttaat

gcctctgaag
cgtgctttaa
actcaagccg
goctggagea
tagaagatgt
tttatctttt
ggccegaatga
gtctggacat
agagctgaca
gttcatggag
gagectgaaa
cattcagecce
gtatcagaaa
atgttcacca
ttteatttag
tttacgtagt
atatgtaagyg
ggacaaattt
tgttaagtgg
aataagatac
aaaatctete
tgtggtctct
gcgattecca
attattcacc
atgttattga
agttctattt

gtttttaaat

44580

44640

44700

44760

44820

44880

44940

45000

45060

45120

45180

45240

45300

45360

45420

45480

45540

45600

45660

45720

45780

45840

45900

45960

46020

46080

46140

46159
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) para su uso como un compuesto terapéutico, donde el oligonucleétido aumenta la expresion de un
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), donde el transcrito antisentido natural tiene la secuencia de
nucleétidos que se establece en la SEQ ID NO: 2, o una variante de la misma que conserva la funcion del transcrito
antisentido natural de la SEQ ID NO: 2.

2. Un oligonucledtido que se dirige a un transcrito antisentido natural de factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF), para su uso en la prevencion o tratamiento de una enfermedad o trastorno asociada al factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), donde dicho oligonucleétido aumenta la expresiéon de un factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), donde el transcrito antisentido natural tiene la secuencia de nucledtidos
que se establece en la SEQ ID NO: 2, o una variante de la misma que conserva la funcién del transcrito antisentido
natural de la SEQ ID NO: 2,

donde la enfermedad o trastorno se selecciona de entre el grupo que consiste en enfermedad o trastorno neuro-
otoldgico, sordera parcial, sindrome de Rett, enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, enfermedad de Huntington,
lesion de la médula espinal, depresion, deterioro cognitivo, un trastorno bipolar, sindrome de WAGR y obesidad.

3. Uso de un oligonucleétido que se dirige a un transcrito antisentido natural de factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF), para la fabricaciéon de un medicamento para la prevencion o tratamiento de una
enfermedad o trastorno asociado al factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), donde dicho oligonucleétido
aumenta la expresion de un factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF), donde el transcrito antisentido natural
tiene la secuencia de nucledtidos que se establece en la SEQ ID NO: 2, o una variante de la misma que conserva la
funcion del transcrito antisentido natural de la SEQ ID NO: 2, donde la enfermedad o trastorno se selecciona de
entre el grupo que consiste en enfermedad o trastorno neuro-otolégico, sordera parcial, sindrome de Rett,
enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, enfermedad de Huntington, lesion de la médula espinal, depresion,
deterioro cognitivo, un trastorno bipolar, sindrome de WAGR vy obesidad.

4. Un método in vitro de aumento de la expresion de un factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
en células o tejidos de paciente que comprende: poner en contacto dichas células o tejidos con un oligonucleétido
que se dirige a un transcrito antisentido natural de factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF),; aumentando asi
la expresion de un gen factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF), donde el transcrito antisentido natural tiene
la secuencia de nucledtidos que se establece en la SEQ ID NO: 2, o una variante de la misma que conserva la
funcién del transcrito antisentido natural de la SEQ ID NO: 2.

5. El uso segun la reivindicacion 3, o el oligonucleétido para su uso segun la reivindicacién 1 o la
reivindicacién 2, o el procedimiento segun la reivindicacion 4, donde el transcrito antisentido natural tiene la
secuencia de acido nucleico que se expone en SEQ ID NO: 2.

6. El uso segun la reivindicacién 3 o la reivindicacién 5, o el oligonucledtido para su uso segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 5, o el procedimiento segun la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, donde el
oligonucledtido es monocatenario, o donde el oligonucledtido es un compuesto de siRNA.

7. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3, 5 0 6, o el oligonucledtidopara su uso segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 0 6, o el procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 4
a 6, donde el oligonucleétido antisentido comprende una de SEQ ID NOs: 3, 5, 6, 7 u 8.

8.. Un oligonucleétido que se dirige a un transcrito antisentido natural de factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF), donde el oligonucleétido aumenta la expresion de un factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF), donde el transcrito antisentido natural tiene la secuencia de nucledtidos que se establece en la SEQ ID NO:
2, o una variante de la misma que conserva la funcion del transcrito antisentido natural de la SEQ ID NO: 2, donde el
oligonucledtido es un compuesto de siRNA.

9. El uso seguin una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 5 a 7, o el oligonucledtido para su uso segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 5 a 7, o el procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 4
a 7, o el oligonucledtido segun la reivindicacion 8, donde el oligonucleétido tiene una longitud entre 10 y 30
nucledtidos.

10. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3, 5 a 7 0 9, o el oligonucledtido para su uso
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 7, 0 9, o el procedimiento segun una cualquiera de las
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reivindicaciones 4 a 7 0 9, o el oligonucleétido segun la reivindicacion 8, donde el oligonucledétido tiene al menos un
90 % se identidad de secuencia con un complemento de un transcrito antisentido natural de factor neurotrofico
derivado de cerebro (BDNF).

11. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3, 5 a 7, 9 0 10, o el oligonucleétido para su uso
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 a 7, 9 0 10, o el procedimiento segun una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7, 9 o 10 o el oligonucledtido segun la reivindicaciéon 8, donde el oligonucledtido incrementa la
expresion de un factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) en al menos el 10 %.

12. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3,5 a 7, 0 9 a 11, o el oligonucleétido para su uso
segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5a 7, 0 9 a 11, o el procedimiento segun una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 7,0 9 a 11, o el oligonucledtido segun la reivindicacion 8, donde el oligonucleétido comprende
ademas una o mas modificaciones que comprenden:

a. al menos un enlace internucleosidico modificado seleccionado de entre: un fosforotioato,
alquilfosfonato, fosforoditioato, alquilfosfonotioato, fosforamidato, carbamato, carbonato, triéster de fosfato,
acetamidato, éster carboximetilico, y combinaciones de los mismos;

b. al menos un nucledtido modificado seleccionado de entre: un acido nucleico peptidico (PNA), un acido
nucleico bloqueado (LNA), un acido arabino-nucleico un analogo, un derivado, y combinaciones de los
mismos; o

C. al menos un resto de azucar modificado seleccionado de entre: un resto de azucar modificado por 2'-

O-metoxietilo, un resto de azicar modificado por 2'-flior, un resto de azticar modificado por 2'-metoxi, un
resto de azdcar modificado por 2'-O-alquilo, un resto de azucar biciclico, y combinaciones de los mismos.
d.
13. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un oligonucleétido segun una cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 12 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

75



ES 2762 610T3

FIGURA 1

A

Diferencia en veces en el nimero de copias de ARNm de BDNF en células
HepG2 tratadas con gapmeros de LNA anti-BDNFOS
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FIGURA 1 (cont.)

C
Diferencia en veces en el n° de copias de ARNm en
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FIGURA 2
(SEQ ID NO: 1)

>gi|219842286|ref |NM_170735| Factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) de Homo
sapiens, variante 1 de transcrito, ARNm

CACACACACACACACACACAGAGAGAACATCTCTAGTAAAARGAAAAGTTGAGCTTTCTTAGCTAGATGTGTGTATT
AGCCAGAAAAAGCCAAGGAGTGAAGGGTTTTAGAGAACTGGAGGAGATAAAGTGGAGTCTGCATATGGGAGGCATTT
GAARATGGACTTARATGTCTTTTTAATGCTGACTTTTTCAGTTTTCTCCTTACCAGACACATTIGTTTTCATGACATTA
GCCCCAGGCATAGACACATCATTAAAATGAACATGTCAAAAAATGATTTCTGTTTAGARATAAGCAAMACATTTTCA
GTTGTGACCACCCAGGTGTAGAATARAGAACAGTGGAATTGGGAGCCCTGAGTTCTAACATARACTTTCTTCATGAC
ATAAGGCAAGTCTTCTATGGCCTTTGGTTTCCTTACCTGTAARACAGGATGGCTCAATGAAATTATCTTTCTTCTTT
GCTATAATAGAGTATCTICTGTGGGAAGAGGAAAAAARAAGTCAATTTAAAGGCTCCTTATAGTTCCCCARCTGCTGT
TTTATTGTGCTATTCATGCCTAGACATCACATAGCTAGAAAGGCCCATCAGACCCCTCAGGCCACTGCTGTTCCTGT
CACACATTCCTGCAAAGGACCATGTTGCTAACTTGAAAAAAATTACTATTAATTACACTTGCAGTTGTTGCTTAGTA
ACATTTATGATTTTGTGTTTCTCGTGACAGCATGAGCAGAGATCATTARMAAATTAAACTTACARAGCTGCTAAAGTG
GGARAGAAGGAGAACTTGAAGCCACAATTTTTGCACTTGCTTAGAAGCCATCTAATCTCAGGTTATATGCTAGATCTT
GGGGGCAAACACTGCATGTCTCTGGTTTATATTAAACCACATACAGCACACTACTGACACTGATTTGTIGTCTGGTGC
AGCTGGAGTTTATCACCAAGACATARAAANACCTTGACCCTGCAGAATGGCCTGGAATTACAATCAGATGGGCCACA
TGGCATCCCGGTGAAAGAAAGCCCTAACCAGTTTTCTGTCTTGTTITCTGCTTTCTCCCTACAGTTCCACCAGGTGAG
AAGAGTGATGACCATCCTTTTCCTTACTATGGTTATTTCATACTTTGGTTGCATGAAGGCTGCCCCCATGAAAGAAG
CAAACATCCGAGGACAAGGTGGCTTGGCCTACCCAGGTGTGCGGACCCATGGGACTCTGGAGAGCGTGAATGGGCCC
ARAGGCAGGTTCAAGAGGCTTGACATCATTGGCTGACACTTTCGAACACGTGATAGAAGAGCTGTTGGATGAGGACCA
GAAAGTTCGGCCCAATGAAGAARACAATAAGGACGCAGACTTGTACACGTCCAGGGTGATGCTCAGTAGTCAAGTGC
CTTTGGAGCCTCCTCTTCTCTTTCTGCTGGAGGAATACARAARATTACCTAGATGCTGCAAACATGTCCATGAGGGTC
CGGCGCCACTCTGACCCTGCCCGCCGAGGGGAGCTGAGCGTGTGTGACAGTATTAGTGAGTGGGTAACGGCGGCAGA
CAAAMAGACTGCAGTGGACATGTCGGGCGGGACGGTCACAGTCCTTGAAAAGGTCCCTGTATCAAAAGGCCAACTGA
AGCAATACTTCTACGAGACCAAGTGCAATCCCATGGGTTACACAARAGAAGGCTGCAGGGGCATAGACAAAAGGCAT
TGGAACTCCCAGTGCCGAACTACCCAGTCGTACGTGCGGGCCCTTACCATGGATAGCAAARRAGAGAATTGGCTGGCG
ATTCATAAGGATAGACACTTCTTGTGTATGTACATTGACCAT TAAAAGGGGARAGATAGTGGATTTATGTTGTATAGA
TTAGATTATATTGAGACAAARAATTATCTATTTGTATATATACATAACAGGGTAAATTATTCAGTTAAGARAARAAATA
ATTTTATGAACTGCATGTATAAATGAAGTTTATACAGTACAGTGGTTCTACAATCTATTTATTGGACATGTCCATGA
CCAGAAGGGAAACAGTCATTTGCGCACAACTTAARAAGTCTGCATTACATTCCTTGATAATGTTGTGGTTTGTTGCC
GTTGCCAAGAACTGAAAACATAARARGTTARBAAAAATAATAAATTGCATGCTGCTTTAATTGTGAATTGATAATARL
ACTGTCCTCTTTCAGAAAACAGAARARARACACACACACACACAACAAAAATTTGAACCARARACATTCCGTTTACATT
TTAGACAGTAAGTATCTTCGTTCTTGTTAGTACTATATCTGTTTTACTGCTTTTAACTTCTGATAGCGTTGGAATTA
AAACAATGTCAAGGTGCTGTTGTCATTGCTTTACTGGCTTAGGGGATGGGGGATGGGGGGTATATTTTTGTTTGTTT
TGTGTTTTTTTTTCGTTTGTTTGTTTTGTTTTTTAGTTCCCACAGGGAGTAGAGATGGGGAAAGAATTCCTACAATA
TATATTCTGGCTGATAAAAGATACATTTGTATGT TGTGAAGATGTTTGCAATATCGATCAGATGACTAGARAGTGAA
TARAAATTAAGGCAACTGAACARAAAMATGCTCACACTCCACATCCCGTGATGCACCTCCCAGGCCCCGCTCATTCT
TTGGGCGTTGGTCAGAGTAAGCTGCTTTTGACGGAAGGACCTATGTTTGCTCAGAACACATTCTTTCCCCCCCTCCC
CCTCTGGTCTCCTCTTTGTTTTGT TTTAAGGAAGARAAATCAGTTGCGCGTTCTGAAATATTTTACCACTGCTGTGA
ACAAGTGAACACATTGTGTCACATCATGACACTCGTATAAGCATGGAGAACAGTGATTTTTTTTTAGAACAGAAAAC
AACAARAAATAACCCCAARATGAAGATTATTTTTTATGAGGAGTGAACATTTGGGTAAATCATGGCTAAGCTTAARA
AAARACTCATGGTGAGGCTTAACAATGTCTTGTAAGCAARAGGTAGAGCCCTGTATCAACCCAGAARACACCTAGATCA
GAACAGGAATCCACATIGCCAGTGACATGAGACTGAACAGCCARATGGAGGCTATGTGGAGTTGGCATTGCATTTAC
CGGCAGTGCGGGAGGAATTTCTGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAGGTGGAGGTGGGGCATGGTATT TGAGACATTCCA
ARACGARAGGCCTCTGAAGGACCCTTCAGAGGTGGCTCTGGAATGACATGTGTCAAGCTGCTTGGACCTCGTGCTTTA
AGTGCCTACATTATCTAACTGTGCTCAAGAGGTTCTCGACTGGAGGACCACACTCAAGCCGACTTATGCCCACCATC
CCACCTCTGGATAATTTTGCATAAAAT TGGATTAGCCTGGAGCAGGTTGGGAGCCAAATGTGGCATTTGTGATCATG
AGATTGATGCAATGAGATAGAAGATGTTTGCTACCTGAACACTTATTGC TTTGAAACTAGACTTGAGGARACCAGGS
TTTATCTTTTGAGAACTTTTGGTAAGGGARAAGGGAACAGGAAAAGAAACCCCARACTCAGGCCGAATGATCAAGGG
GACCCATAGGAAATCTTGTCCAGAGACAAGACT TCGGGAAGGTGTCTGGACATTCAGAACACCAAGACTTGAAGGTG
CCTTGCTCAATGGAAGAGGCCAGGACAGAGCTGACAAAATTTTGCTCCCCAGTGAAGGCCACAGCAACCTTCTGCCC
ATCCTGTCTGTTCATGGAGAGGGTCCCTGCCTCACCTCTGCCATTTTGGGTTAGGAGARAAGTCAAGTTGGGAGCCTGA
AATAGTGGTTCTTGGAAARATGGATCCCCAGTGAARACTAGAGCTCTAAGCCCATTCAGCCCATTTCACACCTGAAA
ATGTTAGTGATCACCACTTGGACCAGCATCCTTAAGTATCAGAAAGCCCCAAGCAATTGCTGCATCTTAGTAGGGTG
AGGGATAAGCAAAAGAGGATGTTCACCATAACCCAGGAATGARGATACCATCAGCAAAGAATTTCAATTTGTTCAGT
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CITTCATTTAGAGCTAGTCTTTCACAGTACCATCTGAATACCTCTTTGAARAGAAGGAAGACTTTACGTAGTGTAGAT
TTGTTTTGTGTTGTTTCGAAAATATTATCTTTGTAATTATTT TTAATATGTAAGGAATGCTTGGAATATCTGCTATAT
GICAACTTTATGCAGCTTCCTTTTGAGGGACAAATTTAAAACARRCAACCCCCCATCACAAACTTAAAGGATTGCAA
GGGCCAGATCTGTTAAGTGGTTTCATAGGAGACACATCCAGCAATTGTGTGGTCAGTGGCTCTTTTACCCAATAAGA
TACATCACAGTCACATGCTTGATGGT TTATGTTGACCTAAGATTTATTTTGTTARAATCTCTCTCTGTTGTGTTCGT
TCTTGTTCTGTTTIGTITTGTTTTTTAAAGTCTTGCTGTGGTCTCTTTGTGGCAGAAGTGTTTCATGCATGGCAGCA
GGCCTGTTGCTTTTTTATGGCGATTCCCATTGAARATGTAAGTAAATGTCTGTGGCCTTGTTCTCTCTATGGTAAAG
ATATTATTCACCATGTAAAACARAARACAATATTTATTGTATTTTAGTATATTITATATARTTATGTTATTGAARRRAR
ATTGGCATTAARACTTAACCGCATCAGAACCTATTGTAAATACAAGTTCTATTTAAGTGTACTAATTAACATATAAT
ATATGTTTTAAATATAGAATTTTTAATGTTTTTARATATATTTTCAAAGTACATAARAA

(SEQ ID NO: 11)

>hg18 Gen conocido _uc009yjg.1 intervalo=cr11:27633018-27679176 relleno 5°= 0 relleno 3’ =0

hebra=- repetir enmascaramiento=ninguno
GTAAACCAATAGCCCCCATGCTCTGTGCGATTTCATTGTGTGCTCGCGTTCGCAAGCTCCGTAGTGCAGGAAGGTGC
GGGARAGgtgtgtctgtggccecgggaaacgcacgcccteteccagagaacttgggtgectgggatggggaggaagggga
gagttgaaagctaggggagcgagaccteggggegtgocgattetcactegetaccteccegecccagegeccacageayg
gggtttctgecagagggegegggacgeggggt teccceggggetgaggetggggetggaacaccecctegaagecgeggg
cgtcctgteccaaggegecccaggagggegcaggactogcagggegatgtcgeggggeecctaggggaggaggtgagga
caggccccgggggagcggggagttcegggegeccctecggtteccccgegegaggaaaagacgeggegttccectttaag
cggeegectegaacgggtateggtagegegggegageggggageggggggeggggggegagggggggggggeggegc
cgtttgaccaatcgaagctcaaccgaagagctaaataatgtctgacccgggcgcaaggegcagectggageteecggg
tcececcgacgetgececgeegecgegeccgggecgeaccegeoccgetecgctgtcecgegeaccecegtagegectegggete
ccgggcecggacagaggagcecageccggtgegececctecacctectgetecggggggetttaatgagacacccaccget
gctgtggggccggcggggagecagcaccgcgacggggaceggggctgggcgectggageccagaatcggaaccacgatgt
gactccgcecgecggggacccgtgaggtttgtgtggaccocecgaggtaggcaagegectgggaatggggettggtgcagyg
agctgccegteccogegggagagagttgactgggggateccccacccecaaagttgtgggacgaggcecagtectecttctt
tcctccectecggtagaagggacgatttggagttactettggggagttttetecccecateccacaacccagaaggte
agccggcaccaccagggaaaaagggacceggggaagtcacgaagtagaggagggaaggectggaggagacccagage
tgcgtgatgggagcaaagacggecgacccggggateectecgecageectecececageccaggagtagtcgagagagact
tagggggccagagctgtcgagggtcctgactgaggggagggtgctggggectaggectaggaateccttccaggggatgyg
gtggtcccegegecgacttgeggggggagtgggagggaagettgegect tecageeegeateecttecccggagetyge
acacggctacctgctccccaggaattgagactgaagtggacttacaagtccgaagccaatgtagcttggaaaacttg
ggaggcggaattectaccgectgggaactgaaagggtetgegacactectecgggecaggecgaacccacatctectaceea
tcectgcgecececctettoctgaagegeecctccagggaagttaagagttttgacttteggggagtggttgggatgtacgtg
ggggattcttgactcgggttagtctctggggatgcagagccgggaagaggaatgggtgagtgagttactcctggaaa
gaaatagctgaggattgggggctctgtgcctgacgggcaagaagaaggggagattacagactaggggcatecectaag
gaagaagcctcggggctgcgagggtgaactggaggatgcagtgtttgtgtgttgggggtagagecagggatgagggac
cggggtggaggggaggcgaggaggaggaggggaccecagagaacgaagctagggaaggtagagggtgecctetgeegyg
ccatgctgccaagagcagctactggggacgggaggctggaggtggggaagtggtaaaggaaggttttgegggateee
ttagagagctggtaggagggacttgttgaatggtgectgectgactecageteggtggggcgtgegactegtegteggt
ggattttgactcctcgttettgtttggettetatgecaagttttectecgegetgggggagetttgataagectegatt
ggcggtgtgttagggcttecttggatcttattttagggtectetagttatecctgecacttactecttaatgtcagtage
aaccaaagaacattttccgacaagcacgcaggaatgttcttyggeccagaagcaaagaaaggcatatttectgagtgttt
attaatcctcctagtaatcttttaaagcaaagtaatatgtaattgggaacgttgattttctaactgcatataaaagg
cgacatgatattaaatgagacccctccecctactgactcaatatcctgcaaaatctetctctecectttattattatgg
aaaaatctatttttatatgagtttgttgtaaggtcaaaagccattttggtecttacaatttgatatgtctttacattt
taacttattgaggcataattacagatttaatttgtatgaacgtgtgtgccttcaatgcttatctcatgcaacataat
ttttaggttggagatttctgatgttatggcatgtagcgtttcaaggcattacacataataggtaacatagcatgttg
aaattacaccacaaagttttgaccctgggaacagcaccttttaaaaacaatcactaaactectgttcctgttttetg
attttgcaaatgccttgecttaagacttttttttttttttttttttttttttttttgggaaatttacctctgggttag
caggagaggtaaaaaaaaggaaagagacacttgttgaaatgtaaccataacctttactggaatttaaaacatgttgg
tcaccattactggaattccagggccataaagtegttgtcttttttttcttectacttecattttgtaaaatgtgataaa
tgttggtaaatatagaccagtagtaagtattatgacactaaaagcattatgtatgtggaactattttaagttattac
agaacattttctatttataaatgatataagcagaaagaaatgatttccagataaacaaggcttacgtacatgttttg
aagcattagaacattgcagacactcttagacatcacattttttaaagcaaaataacagtaatttttcacataccttt
ggagcctttcatagcccattcagagctgagttagtagectggaagtttecctttattttaaggtgatattttaaaacca
tttaacatgtatagtaggtcaacattggtgcatccagaaaatgaagcatttaggaaatctgtttcagtgtettttea
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atgtgtgtaacttttacttgcaaaccaatggaaccaagaaagtcatcatttgecctaaaatgcagtcatcacctcaaa
tgattcatttatactatgtgagttaattgccttcatctcattaatggccaaggagggaagggaggtcectggggtatt
tcttgttecattttgactcaccaggagggaacatcctgtaaaaaaagaaatgcaaatttctaaaatcctggetcaaag
tcecgtgggtttecctgtttaaaaggggegeccatgaaaatgtaagectattececctttttectggaatctttaagagteee
agcttttcaatagtcaaaatgtagatgattgatatcatttcttatatgaatagecactggtttgtagttecagcacgea
cagtgagctgggcacgeccacctgatagtatagcagagaacttgtttacattetttttacattcatettetaaaacc
tggggtgctctectectectectectectetectetetetectectectgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgegtgecacgtgegegtgt
gtgtagagggggagagagagagagagagaactgtgaactgtgaaatataacacagceccagcagctttgggtetcaatc
gtagacttactcttaaggaaatttacagaatggaaaggtcatgttcaagtagtttattaacattttgagatgtagga
aattaatcccggagtacagaagaacaatttcagacttcectgaataaaaacagacagcatagagagtggatgatagcet
aaactctgaatatcttttgagaagaaaggcactcccatttcaggtgeccataatatggatttgattttagtgattaa
‘aacattaattttcaacttgcatctccctgtgtggaagagttcaatttgtgtgaggggtctcgectatccaacaaaag
tgaatatgtcccttttatagggtaattgctaacttgtctcaacttgttttcaaacaattgttatagagcactcagtt
tccactaattgcaaaattgttgcttaattgaaggactectcageccatctagtgcagecattcagccactggecaggete
tgtgatctcaaactgtgaattgcattttaaagaggaatcgaggagagaattctgtggaattctaggttttaagtget
ggctgttgttcaatggaagaggaaatcatttgaacaagaatcgcatcaagttgtgttgtgataaattttctttatta
ggatgaataacatgcacagatgagcttcaaaagtgaatgagcaaacttactggttacactctgecatccatttactet
gtttagtatggagtaatgttaggcaataaatgatgctggcaaatgaaatccgtatgttatttgcatgtggtatttaa
acctaggaaacatagagtggctttggtatttgtaggettagtcatgtgtgtectaaacgtectettaaacttctact
taaggcatagaattatttaatectaaataattttatacttaagtgectecactggattteccagaatatttacactgta
aagatttagaaaggtcatgaacccaattattgactatatggaatcattattgatggcagatgcaaaatggageteac
taatgtactgacattgaaaaccttttgcaggggagaggagggggagtggtaaatgtgtgtgttetttaagtggaaca
ggaaggtattctcttttctgtagaaaaatttgagtatctggtcagataagtgtggaagctttcatttaaattaagta
tttaagttcaagtagaagctctagggcacttatecctcttgatgagacaaatcttatcaaatatactagatgctaaga
agtggctcattgccctgatgtctcatttatagattgatgtttgaggatgggttgecattaagtgagttagggggctga
gtgtgggacaggagaacgattggaaggaagcaaagtaaatttacaagctttagtgacageccataataaagtaaaagt
ttatttccagagagcctagagagtaaggaacgttatatagttttcecccaaaggttcacttgaaagaacttttcattyg
gttgtcatggtagtaatgtcctgattttgaaatctcccagaacctagtagctcttaaacatgectttcatettggttc
ctttggtctgacggaaactttatgacgaccctctgtgtttttgacatgectectgecatttttggagagaggaggtcag
gcaagggaggatttcttaaaactaagacagtatagtaaggaaacataaaattatatgataaaaaatcactgaactte
aaattgacttactgaaataaaacctagaaggcaacctgtcgtttaattacaactagcttgtataaaattaaaattta
taaaatgggaattcaaagaaaataaacgggcagttccaagtaatttaagcaactcaccaaaaattgaagtaatagtg
ccacctagagaacaaaatcaccagctttactagccaaatggecttatttccatatgaaccatttttccaacgctacag
ttactaggatttccttgttaccatattcagatcttgtgagtgtgtatgggggtgggggttgcatgtggaattacaga
tgaaattttaaaacaagcagatccacaatttgatatatgcactaaatccttttaacgttgtaatgtagccaaatgta
gaatagcatgccaggaatcaacggctagcatcctttttaacatttattattttcatggatatgtaccaaaccgaacce
attgagtataaaggttctgattttatttatttgctacaggcaattecattatactttctgagatacaataacaccaaa
taatttgagtagagagacctttaagaatgttttcgatttatgatctacctttaactttaatgtactcagaagatgtg
agaataaaataaagtcaaatataagcaagattttaaacacacacacaaaaaacaaacaaacaagaaaaaggaagaaa
attataaggattgccttaaccttagaatagatgaaggtatacatctgagccagcaccaaaaaaaaaaaaaaaaaaag
ttatggaaccaggaaccaataattacaaattgacttaaaattcttggatgacaaaaatctatatttagttcattttt
gcatgcgcccacaacagcatccaaaacagttctggggaggecactttgataaatgttgectgaatgcactaatagattg
attaatggctgcttcagattatcactagtgatgtagacagaaacttcatgaaaatggtttgtcttgectggaagaaag
gcagaaattggaggaaaaggtttaataatatttttccccagtacctattataaaagtcatttagttggettagttet
ataatttcttatgtgtaatttgattcacttatgaaattgtgaatatatgaaatgttaaagttgatttagacagcaac
tataagcttgtggattttcttttaaatgtcttcaaatttttaaatgeccagtggagatgeccagecgactgtgettcagy
gagtagaatatagtatatcttaaatttgtgccaatttctggtaagecagagaaaaaattgecatgataaccaaagaaag
tcatattgtttgtgctttgtgttattcatggaagcaatcaggtgcagaaaactttctttttcagaaaaaaaaaatta
ctaaaataaaggtgcgtgtgtgtgtatgcacatatatctaaagggagagagggagaaggaaacttactaaataaaat
ttttgccacatgggatttagtctaatcagtcttggttttggagttgctatcatcagtagttccattttgtgattett
tctttetgecttcatgtgeoctttgaaaactgaaactatgeoccaaattaaaacaagtttttotgtettttcacatgte
cacttatttcttgaatgtgtttttaaacacagacaaacttcttttacatcatgtagaatctgaaggtcgagaaattt
gcagtcattttgctggagagagatgettggeggagtceccaggecacattectaggeccaaactectecgaaggtattect
cttatgcaacattgggaaaatacatccagcaccgacatgttggctgataatgtgtctgaaggcacagacgatatget
tatcatatgaaacataaagccagcagatattgcagacattctgttgaatgatagaatctggatcatttacatttact
taaatgtaaaatactatgattaagtacaaaaaaatcaatttaggagagaatagagagttgcgggcacggttttaggg
gatgacttatcagcagattgtagaaaggaagcttgaatgttttaaattaactgcaagttcagtataagccagtggtyg
tgacaagaggctgttatcatagectactgaaattttgggectgcactgctagaaatataatactgaaatggagaageta
ataattcttcactttttaaatagactgtatctagaatattatcatcagttcaaggaaatgaaataagttgttttagg
tacatcatcgataaattagtgtacattcaaatcactgtgaccaggatgcatagggaatttgaaagcattgecatgtga
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gcaatggttgaggggacttggaatgcatgacttagggacaagaaaacttaggctggaatggcaagtggtttttgaat
gttgggttgagaagaattctaaaactgtgaaggattagtaaaaataacattcagattgctaatgectactgtggetyg
ggagattagagtgtcaacatgtgtgatgtatttttgacatccttattttgaggatgggecttcaaagatttgacgaac
tgtcataagtgtaatttgtgttgcttcagacagcagttctagaaccaatgatgtaaatttagatactctacatggta
gttagaaaactttccattaatttaatttagcaaatattgaatgctcactgcatacagagcactttattagaggaata

tataataaagaaaaaagaggtctggtgtggtggctcatgectgtaateccagcactetgggaggctgaggtygggagg
atcacttgagcccaggagatcattacgagtctggacaacatagcaagaccecatctttacaaaagacaaaaaaaatt
atccaagcctggtgacaggcacttgtagtcccagectacttgggaggectgaggcagtaggategtttgageccaggag
gttggggctgcagtgagccgtgattgtcccactgctecttcagectgggtgacagagtgagaceccgttggagggaag
gaagggaaggaaggaagaazaggtaggaaggctgaaatgaaacccttttagaaatgacactazaatgggaggttggag
taaggtattttctgaagtgecctttgtacttgtttttttctaatgcattggeccataagtctgctecttatttatagte
cataaacaatcctaatgagaacagttatatatttctgectttgaatcatctacttgaagtgtttagcatcatgaatt
gagtatcagaaatccctcccatttetttgecaaagegetgtattttacttttecttatttgtatacagattetcaaaa
ttggctatttttectttgggttagacagaacagaatgtctggaaaaaaaagttcttatcaaattcaggtgcccaaat
tgcttaagaaattaacttttgaggttatatttttttagggttcagtagctaaactaagaaaacttctcaccgttcac
cttcacttttggaaaccacaaaatcttcagatattacagttttccaaagagtttctetttttaaatataaactaaaa
ggaattgactcctcccccaactcectcaggecctcagecatggatagagttactttttttectttaataatttatttata
acttattttgctecttctgtagaacagetggagattaagcaacatggeccatgacataaaatgcaagttagaccataag
atgagcagcccactccaagtatgaatgagtacttattctttgtgatctctcatactgettttaggtattaatagtgt
cagtcagcaaagcaaacagtttaatatttacatctcctttaggatatcatatagtttatagtttgtatgtgttcttg
cgtgtatgttttcttctgtttcaaattecttttttcttaaagtaagaatgttatatgtagcaaatggttectttecatta
attcatttgttaattcaccgtgcattaattgagtgecccagtgagtgtcaggcactgggctacttggatttettttee
ctgtattgatccatatatcttcaggtgcteccttgatatggectcteccattgactctectecatataaggetttecattace
tattcacatactccctcccaaagaggactggtccaaaagtaaaatcttgagcaagttctctgagttatttcagaact
tcttgcccccaaactgtatttttaattattgactggtagcattttggaataacttacctctecttttttaaagattga
agttctttatectctctgattttcaggtgtcagtttgtgtacaaattgagacaataaaaatgtttgttagacatttt
cttaaagcatttigctatgtgagaatctttecatgaagaactctttttaacaatgactetatagcagaageccacagta
gagggagaactactgaatcaaagatggtgtttgagtctatgattttatgatggattttttttttttttacatacaag
gatatgcatgggtcttttagtattcaggaatctgttcttcacttgacagtatttataaattgtgtgtttccecectaa
aaaaacttaaattgtgagaatgcttccatttactagaagttggttaatgattatgccaaataaggaaaataagacaqg
aaaaatcagtttagtgaatactattttgectttaaatttagtaatttagtaacagtatetetttggggtttactaga
aaccactttttaatccaataggtctctttcattgtgaagtcaggaggtgattttgcttaaatgtgtagtataggaat
ctatatgtggtgttcaaggatcatgtaaatatgctgatataatcggagcacagtttggecatcattaactcagaaata
tttaaactcttgctatacaacatggaagcaaacttgtgecatagtttgtgtgtgtgtgtgtgtgtgaatctcaaaaaa
agaaaaaaatcacaggatcaggaagtcggaataggtcccacttttcttctagtaccaaacctacagccatgttccta
gccttctecttttactceccaagcaagacagacaggcaaatgaccatectgectgeccatttctgtgtatattecacttge
attgagagttgtattcacctgcttgttgagagtattcacaaatggtacctgataaagtagatacttctttaaacatg
tgaatttttttgcattgtataatgtttagaaataatcatgtataaatggttgaatattaatacaggattgccttate
aagtattttattaatcattaaaatgtggtgtcattaatacaatttattttaagtgettttectaaaataccagatta
tttttctgattttcacatcecctgacaatgactttcttaaacttggtagecaggaacagaaaacctaacactgecatgt
tctcactcataagtgggagctgaacagagagaacacatggactcagggaggggaaccacacacactggggectggag
cagggggcagdggaagggagagagtgcgtcaggacaaacagacaaatagctaatgcatgecgagecttaatacctagg
tgatgggttgataggtgcagcaaaccaccatgacacatatttacctatgtaacaaacctgcacattctgcacatgta
tceccggaacttaaagtaaaataaaaaataataataaaataaaataaacttagtagecatctattgttccagageectgt
aattgctcttcaggcagtctcacataaaaacctaggagaaccttcactgtcactgtteccatgaggtgttaggaaaac
ttgctctactgcagtgeccccagtaggecattggtactgagaccaaaattcagetggtttgttgttactacgattecta
cgtgatttcacttgtcatgtagacaagattgcacacttcaataataatcttgtccaaatgtgtggtattecatacat
ttttaaaatgecattcacatatctcatteccatttgatcctacaaataactctataaaaaagattggcagacattattt
ctatataacagaggaggaaactggagcttagagaagctaaatagcaatccaaaatgcacagectgtagaaccagagcea
aggatgatagcccagtgacttcacctaacctagtccocttaccaccactccagetgtctataaccaaaacctgcagt
attcaagtaagaaaccatatcttgcccttgatgcattaatgtgagacctggagcaggaacaggctgatattgtcace
ctggcctactgtccacctttgtctccagcagagactggtaceccttcetgtgtgeccaaggaataaagtggtaatgggaa
gattaaaaatgttttttccaaggagttttttaatttaatttttttaaaaaagaaaaaactcttagagggaaaaatga
atatatgacttttgatgtattgttccttagtaacttagttataattttacttaaacctgagactcttgectaagtgaa
tgattagaaatattaggtggctggeccagatggcaaataggaacagetgecagtectgecagectecccagagagatcaatge
agaaggtgggtgatttctgcatttccaactgaggtaccgggctcatctcattgggactggttagacagtgggtgcag
cccatggagggtgagccaaagcagggtggagcattgectcactcaggaagegcaaggggtcaggggaactecctece
ctagccaagggaagccctgagggactgtgeccatgagggacagtgctatectggeccagatactacacatttectacag
tctttgcageecggcagaccaggagattececttgggtgectacaccaccagggecctgggtttcaagtacaaaactgg
gtggccatttgggcagacacccagttagectgecaggagttttttctecataccccagtggecacctgaaatteccagtgag
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acagaaccattcactcccceggaaaggggctgaaggccaggcagceccaagtgatetagetcagecagatceccaccececa
tggagcacggcaaggtaagatctgectggtttgaaattctcactgeccagcacagetgectgaagtcaacctgggatge
tccagecttggtcgggggaggggcatcecgecattactgaggecttgagtaggetgttttectctcacaatgtaaacaaa
gccactgggaagtttgaactgggtggagectaccacagetcagcaaageccectgtagecagattgectctetagatt
ctcecctetectgggcagggecatctgggaaagaaaggcagecagecccagtcaggggettatagataaaactcccatcete
atgggacagagcacctgggagagggggtggctgtgggecccagecttcagcagacttaaatgttetttgectgttgget
gtgaagagagcagtggatctcccagcacagecacttgagetctgectaagggacagactgecttettaageaggteect
gaccctegtgattcctgagtgggagacacctceccagcaggggtcgacagacacttcatacaggagagctctggetygg
catctggtgggtgccectctgggacaaaccttccagaggaaggaacaggecagecagtetttgetgttetgecagettet
gctggtgatacccaggcaaacagggtctggagtggacctccaccaaattecagecagacctgcagcagaggggectga
ctgttagaaggaaaactaacaaacaggaatagcatcaacatcaacaaaaaggatgtccacacgaaaaccccgtacaa
aggtcgccaacatcaaagatcaaacatagataaatccacaaggatgaggaaaatccagcacaaaaaggctgaaaatt
ccaaaaaccagaatgcctcttctectecaagggagecacaactetttgecagcaagggaacaaaactggatggagaat
gagtttgatgaattgacagaagtatgcttcagaaagtgggtaaaaacagactccteccaagctaaaggagcatgetet
aacccaatgcaaagaagctaagaaccttgaaaaaaggttggaggaattgctaactagaataactagtttagagaaga
acataaatgacctaatggagctgaaaaacacagcacgagaactctgtgaagcatacacaagcttcaataactgaatc
gataaagcagaggaaaggatatcagagattgaagatcaatttaatgaaataaagcatgaagacaagattagagaaaa
aaagaatgaaaaggaaggaacaaagcctccaagaaatgtgggactatgtgaaaagaccaaacctacatttcattggt
gtacctgaaagtggcggggacaatggaaccaagttggaaaacacteccttaggatattatccaggagaacttceccaa
actagcaagacaagccaacattcaaattcaggaaatacagagaacaccacaaagatacccctcaagaagagcaaacc
caagacatgtaattgtcagattcaccaaggttgaaatgcaggaaaaaaagttaagggcagcgagagagaaaggtcgg
gttacccaaaaagggaagcccatcagactaacagtggatctctcagcagaaaccctacaagectacaagccagaaga
gagtgggggccaatattcaacattcttaaagaaaagaattttcaacccagaatttcatatccagccaactaagcttc
agaagtgaagtagaaataaaatcctttacagacgagcaaatgctgagagattttgtcaccaccaggcatgecttaca
agagctcctgaaggaagtactaaataaggaaaggaaaaaccggtaccagccactgcagaaacataccaaattgtaaa
gaccattgaaactatgaagaaactgcatcaactaatgggcaaaataaccagctaacatcataatgacaggatcaaat
tcacacataacaatattaaccttaaatataaatgggctaaatgcceccaattaaaagaccacagactggcaaattgga
taaagagtcaagacccatcagtgtgctgtgttectggagacccatctcacatgcaaagacacacataggctgaaaata
aagggatggaggaagatctaccaagcaaatggaaagcaaaaaaaaagcaggggttgcaatcctagtetectgataaaa
cagactttaaaccaacaaagatcaaaagagacaaagaaggccattacataatgataaagggatcaattcaacaagaa
gagctaactatcctaaacatatatgcacccaatacaggagcacccagattcataaagcaagttcttagagacccaca
aagagaccaagactcccacacaataatagtgtgagactttaacaccccaatgtcaatattaggtcaacgagacagaa
aattaacaagcatattcaggatttgaactcagctctggacccagtggaactaatagacatctacagaactctccace
ccatatcaacagaatatacattcttctcagcaccacatcacacttattctaaaattgaccacataattggaagtaaa
acactcctcagcaaatgcaaaagaatggaaatcataacaaacagtctctcagaccaaagtgcaattaaattagaact
caggattaagaaactaactcaaaaccatacaactacagtggaaactgaacaacctgctcctgaatgactactgagta
. aataacaaaaagaaggcagaaataaatacattatttgagaccaatgagaataaagatacaacataccagaatctctg
ggacacagctaaaacagtgtttaggggaaattcatagcaataaatgcccacaggagaaagcaggaaagagctaaaat
caacactctaacatcacaattaaaggaactagagaagcaagagcaaacacattcaaaagctagcagaagacaagaaa
taactaagatcagagcagaactgaaggagattagagacacaaaaaacccttcaaaaaaatcagtgaatccagaagcet
ggttttttgaaaagattaacaaaatagatagaatgctagccagattgataaagaagaaaagagagaagaatcaaata
gacgcaataaaagatgataaagaggatatcaccactgatcccacaaaaatacaatctaccatcagagaacactataa
acacctctatgcaaataaactagaaaatctagaagaaatgaataaattcctggacacatacaccctcctaagactaa
aggaagaagtcaaattcctgaatagaccaataataagttctgaaatcgaggcagtaattaacagcctaccaaccaaa
aaaagcccaggaccagacggattcacagectgaattctaccagaagtacaaagaagagectggtaccattececttetgaa
actattccaatcaatagaaaaggagggaatcctccctaactcattttatgagteccggcatcatecctgatacaaaaac
ctggcagagacacagcaaaaaaataaaattgtaggccaatatccctgatgaacattgatgcazaaatcttcaataaa
aaactggtaaactgaatccagcagcacatcaaaaagcttatctaccatgataatttggecttecatcectgggatgeaa
ggctggttcaacatatgcaaatcaataaagataatccatcacataaagagaaccaatgacaaaaaccacatgattat
ttcaatagatgcagaaaaggcctttcataaaattcaacagcccttecatgectaaaaactctcaataaactaggtattg
atggaacatatctcaaaataataagagctatttatgagaaacccacagccaatatcatactgaatgggcaaaagctg
gaagcattcatttgaaaaccggcacaaaacaaggatgccctcectgtcaccactectattcaacatagtattggacgtt
ctagccagggcaatcaggcaatagaaagaaataaagcatattcaaataggaagagaggaagtcaaattgtetetgtt
tgcagatgacatgattgtatatttagaaaaccccatcatctcagecccaaaatctceccttaagectgataagcaacttca
gcaaagtctcaggatacaaaatcaatgtgcaaaaatcacgagcattcctatacaccaataatgacaaacageccaagt
catgagtgaactcccattcacaattgctacaaagagaataaaatgectaggaatacaacttacaagggatgtgaagg
acctctttaaagagaactacaaaccactgctcaatgaaataagagaggacacaaacaaatggaagaacattccatte
tcatggataggaagaatcaatatcgtgaaaatggccatactgcccaaagtaatttatagatccaatgectateccecat
caagctaccattgactttcttcatagaattagaaaaaactactttaaatttcatatggaaccaaaaaacagcccecgta
tagccaagacaatcctaagcaaaatgaacaagctggaggcatcatgectacctgacttcaaactatactacaaggceta
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cagtaaccaaaacatcatggtactggtacataaacagatagatagaccaatggaacagaacagaggcctcagaaata
acgccacacatctacaaccatctgatctttgacaaacatgacaaaaacaagcaatgcagaaaggattccctatttaa
taaatggtgtcgggaaaactggctagccatttgcagaaaactgaaactggaccccttccttacacgttatacaaaaa
ttaactcaagatggattaaagacttaaacataaaacataaaaccataaaaaccctagaagaaaacctaggcaatacce
attcaggacataggcatggcaaagacttcatgactaaaataccaaaagcaatggcaacaaaagccaaaattgacaaa
tgggatctaattaaactaaagagcttctgcacagcaaaagaaactaacatcagagtgaacaggcaaccgacagaatg
ggtgaaattttttgcaacgtatccatctgacaaaaggctaatatccagaatctacaaggaacctaaacaagtttaca
agaaaaaaaacaaccccatcaaaaagtgggcgaagggtatgaacagatgettetcaaaagaagaaatttatgetgee
aacaaacatacgaagaaaagctcatcatcactggtcattagagaaatgcaaatcaaaaccacagtgagataccatct
tatgccagttagaatggcgatcattaaaaagtcaggaaacaacagatgcaggagaggatgtagagaaataggaacac
ttttacactgttggtgggagtytaaattagttcaaccattgtggaagacagtgtggtgattcctcaaggatctagaa
ccagaaatatcttttgacccagccatcccattactgggtatatactcaaaggattataaatcatgctactataaaga
cacatgcacatgtatgtttattgtggcactattcacaatagcaaagacttggaaccaatccgaatgcccatcaatga
tagactggataaagaaaatgtgacacacatacaccatggaatactatgcagccataaaaaaggatgagttcatgtce
tttgcagggacatggatgaagctggaaaccatcattecttggcaaggtaacacaggaacagaaaaccaaacaccacat
gttctcactcataagtgggagttgaacagtgagaacacatggacactgggaggagaacatcacacactggggectgt
cagggtgtaggaggctaggggagggatagcattaggagaaatacctaatgtagatgacaagttgatgagtgecageaa
accaccatggcatctgtatacctaggtaacaaacctgcacgttctgcacatgtaccccagaacttaaaagtattatt
attattattataataataataataaaagaaatacaataaaatagaatgcagcatacagcagtgattctcaaacacat
tcagcatcagaattaccettgaatctttaaaatatatatacatatgagatcttagtcteccaagatttgtaagtttgg
tattgggtccctgggcctatgttgggtttagaaacttctacagatggtttggatgtatgggacagtttaagaatege
tgaactaaaatcaaataaactgaatatcctgtgatttagagagacttatcgtttatttcactatccaagtacttgea
ttagagcgtggctagaagggatttgcagecttgtaaataatcagaaattcagacattttgagatgagagaactgetg
aagattttattctgacttgaaataaattttctaattagaaacttccaggtgagagcaaaggcctggaacaatattcce
tgagccagaggaggatcgagtttgactccaggectaacacttactaggtctatgaccttgggtcagtaatttaaatt
ctctgtatctcaacctctcaacagggtattggtagggattaaatgtgttagtgtctgtgaagtgecttagagecagtge
ttggcatagtaaatgcttaatgaatttcagccactgtttttatttttagtacttteccageteccceccaaaaagatact
ttttttagacttgtattaagacaataaaaagtttaatcagcatgcttcatacctaaatatgcttcactttatagcaa
agtttacaagactaaaactgttttgttgtaattctctgagtctcatgtgtttattaatgattttttectgectgtttat
tcatctgaattctactcattcttcaagacctagctggaatcctgtttctagaaagactecttgeccataataataaac
ctgccctatctgagttectaggtggtctgtacctecataatttggtaattaattgtatatgecacttatataacaaaac
attattgtgtgtctttgectgtatcagattctaggetggaagttgtagatatgatgtttttgtctagaaaaatgttet
agaatgtcctactcaggacagtctgttgactttaaagacacatttectaaacagacacttcatgaggcagcecccage
ctgtacctgtgttcctggacctgatgatcaagttitgatttaagectcaccacttactagectctgtgattttgggcaa
gttacttgaattctctgtgtgtagatagaacaatgttgagggaaatccctttcccecatecttgtgtttccacaagg
gaacttgcttcctaataagtaacactttcaggggaatattctaggececttctecttatececccattacttgttetttet
gtgaaaagaggagaggttaatctgatggatgaaatccttaatctttcatcttctggactgtagagectgtgaaccaa
agcaatggaccacttgcactgaaattgaggctgaccctgtattttgattcttatttggcaacttatttctattectgt
tcccaattcaaaatcccaaggggagaaggaagataattgattaccagaagtatgtaatggtggtaggaagttgaata
aatggtaactttttaaaagttgcatgagatatagtccttatcccagagaagctaagtttgecttttcttteccteteat
gtattttagtattatttctacaattagattgtaaaccctttaaaagcaagaatatttctacattttecttactcecctga
tagcacacagtagactgcectgggcacatacatagtaggtggctctgtaggtacttgectaaatgattcaacatgttttt
ccectcatggaaaagaaagatttcagtattgttettatcagectaggaaggcactctgaataggaaatcagttetagge
aggtatccataaatgggttatgatttccaacttacttgcceccagaggectegctaatgttgaactcttecatgggtact
ttgtcttgeottcatgagcectatacatgectaaggggttagecagatcatataatectttitgatetacaaaatatgatettt
attgaacaaaaacttgggccaaaggectttctecctttgeccaccttectecectettttcattctettttttgggaatyg
ccctttgtgcatgttagttacagcatgtaccacattgcactgtattgttggtttttgggtectaaccecacecttaaca
ctgcagtccccaagggcagaaattcagtctcattcattttgatgtecctcagtgectgtgectcagagaatatctatta
tttgaaaaaatagtgcaaaagtaaattttaggagactacatcacactcatctaaactgcaagtttgacaagttgaca
tccaaaagaaaggctctcctaaataacctcgecacagaaatttgggtgacctttgtagectctggagaaagcagaggce
aaaaatgaaacctaaaaattatttgtgggtttttaaaaaatgttttctcatggagtaaaggtctacagetgagttct
tttcatatgagggaatgacagaaacacagctggttctgactttcagettcaactgagegaccagagetetgetggtg
aaacaggaacttgtattgtgcccectgacgtgcaccttgaaggtgtcagectcattgtcectttgttcacataaatagt
tttttaagaattgtttttgatecttgtgagectctaactaaatgattaaccatgcaaagttggecatttggggtaata
ctgaagcacttctcttgagggctattgacaggtgggaatgtgeccacctecttgggtectetggttttecatgtcatac
ttgcaaatcagtgacagtttaaacttggggcaatcacttagcaagtctattgagttaccaagttaattattcccact
ttgcatgaagcaaccttgaaaatgattttcctaaagcaaagtacatccaaactcagtaccttcttaataacctttge
tgaatgaataaatgactaattcataaaaaatgtaacatatctttaattcttacttacgggcagtttaagecctecttgt
gtaagaggaggcctcggcttgagataacataggatagtaagcctcctagagaaatttctatatggaaacatggtctg
ctatgaagctagaagtgagaggacattatatttgaccattatatttggcttcagagcttictcaacatggggecccaaa
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gtcaaggtceccttgtttcattaagaggaggtccaggagtgcatgacacccatcagactactgagacecagectggaac
taggcaccttgcacaggggccttgcctaatcaaaatagttcttattttttctgagttccaagtaactagtttecctaa
cccagtgtctggatagtagtgccaagtgggagtaccttcaatgaacttcectcatgaggttatttctagectattgga
atgtttcgttttaggagggtgaggaagggaagtcttgaattttigtgettagtttaatgttgtgatacagetttgac
catcecgtttaatgggagatctgttttccagatgactatacatgtggaaaggagaagttttttgagtgttttttttaa
ccccttttaaagaatggtttticatttagtctctacatttgggggtaaaaggtecctctagggagacttttcaaaagt
atttgaagtttgcatctgatttcagaggtgagttggaggcctatctgtgtatgacagacacatgtctecaacaacta
tatgttcacaaggactaagagccatecttttgggtccatcattcaacattgatctcacattegtgttegtatcagta
tctttacagtgcgectcccagttacatcteccctaatttececcttagtaggecttcacagaatttgecagtgtatgcaatgg
cagatgaccacatgtggagtcatttaaccacatctteccactgcaagtcageeccgetecttgatgtectgtttatgttta
gattccatcttttggaagatttcattcctectgcactatctcagtatctcagatgettttgagactgggtecttttee
cctectatgtttggccatggecaccecectcagggttgtgttgtgtttcacagectgectgtttgtagggttgaccttta
caatgtacaaagctctttcccatatgttgacaatccctggtgtgatgetgtgagttaggcagggtgtgtatacgtgt
cctcatcatattacagtggtaaggcaacagggtttttgaatttgatcacccatgaatttgtectaatttgttggtaaa
aaatggtcatgtatcagccgtttcacagggtcagcttaatagaaagtgggagttaggcaggaccagaattcaggact
tcagccecccggteccagggactattcetectataceccaattgteccaccttgaatcagtticttctagggaaatatcte
caaaactgagatggcacccacaggacttcttaattgtagtcattaccaggaaaaacaagcaaaggaactggtgtaaa
tctctgtttttggtgattggtggagatttggagattgtcttgtgtcaaaagtaaagccactagattaaatgttttgt
taataaattggttatttttaatttaattatttgacagttaatttacattattcaaaaatcaaaataaaatttaaaag
aagtttacactgaaaagtcttgccccacttataccctgetcacctcagtateccecccaatacataccatetataaggt
gatcatttgtattagtttcttgtgaatccttgatagtgtgttttatatagatacaggtaaatatgagtatgtactat
tatttccecececccaccecaccectgttttttttttgagacggagtctegectetgtegeccaggetggagtgcagtyggea
cgatctcggctcaccgcaagctccaccattttcccccatttttaaaacaaaaggtagtagecatatatacactattt
tacaccttgttttatcacttactaatatataccagagagctttccatcattttgtacatatgcacctatatctgtca
attattcccagaagtggaattgctgggtcagcaggaaaaatcatgtataattttgataggtattgcctaattgtect
gcacagggcttgaattgtttgtactcccacctttagtgtatgagaagacctgtttctccatagectecatcaaacaga
gtgtgtgagattagatgagaaataggaggtgagcagtcttttacececatccgtagtttgecagtgggaacactgcaca
gttgcaagagctggtgcaggtatcagattagticcagtggaaacgctgecctcaccatggeccatgggecttgegeccage
tctagtgacacacacggaatggacccacgttgecacttgcagaatttectgtagcagaaagttgaacatgecattcat
tattcatctaactagccatgctggatctaaagagcacaacagtgttttttagaaccaaaaagaaaattgtttcacta
caacacactgtgtataaggctttcaatgctcttttctecagectattaacattattttcaggactgagttcaagagatg
tatcccaaatcacagggatgtcttgectaagettggaactttecatactcaagggatgettttttgaggaatgatttta
cacttactcaacatttgtaattaaataattagtactttataagataaatttaaactgtccaagtacaatataaacat
tgaactatgatgcattattgctagactttttccttaaagttgccaagtggtttcctgecattaggcaaataggggate
atataaaaatgccatgatttacggecctagataacatctccaccatttgagecagecatatattecaggtcatecceaca
taactccttaccattctcattagaaaggttgattcttagtcttatttttctctgaggacagcaaaaaaaaaaatcece
cttcagtteccactgcatagaaaagtgtggtaaatggagecgggcacagtggttatttaatttaaatggacaatattt
tttatagaattttgacagggccactgtataggggaaagtcactcctecttececctttatagaagagttgcacctggac
agttgcattgatgactgtatccagtctacacaagaggtcattcctgggcataagaatggactgeccaaaatctagetyg
aaacaccattgacaaatagacattttcttttgttaataatacctgtgaaggectttcataacagacatttccagtttt
gttctcaggctccttgecagectgetecctectaaaagtgtgectectctteccaagagetgacaatggccagaagcaaggtgt
tctgtcttttgtgecatcatcatctaacttgeccacacacatttgggatgtcagectaggtataggttttgtatecac
tcagtatggecttgtgggtctggttgectttgttattcatgetgagggectectgggecatcagtttggtgtgagagaac
ccattccatgaccctececttectttggectgttttgactecgatggectecttgttggecacagtectgtgagtgtctgatget
ctatccatgcecggaccatctgttectgetgtctectgtggtectgaagtegttittectgaactattecttgataataaatt
tgagatgatcttgttctacctttettttcaagtcacatcttagcceccttageccacattecccgaagaacatgacaaat
ggatgggtcacaagtcacgtagcatagggtgtcagaccacgaggctttgaagggattctgttgggtgctaaaaagaa
agattttgtgtcaccacgattttttttaaaggcatgttgacacttaggecttaattgaaagegttcttactecaagta
gagttgacagaggagtatttggtagtcegecggttgetggtctgaagagcatgtggttectgtttcaatgeccaatgaga
tcttctcacgggaaaatgttctgacatctcaaacaaatgaccttecatgecatagttttgacaaaatacectattaagt
atgcatatatggttggtaccttgtggtaataattcaatactggaaacagagtagcaacaaagaaacattagggttat
atttaacctctgtggaattagtgtgtaaacaaactgcttatcagaaatgctcatatggggctttgtttaaataaata
agaaactggcatatagggtctgcaggatatttetgccaagtagacctcectecacattataagacaccacatctatgt
ctgaccccatatggaaagaggcatagcaagccagcactggttcatattcecctctccaccacataatgggtatgtgat
cttagggaatccaccgaaactctcectgggectecagtttectecagectataaatggtggataatcaaattatttacctea
ccattaataaatgttagctattattttttatcaagtttaatacaaagagaaacattttacttatttttccagectatc
cagagcatcttccaaaatcctatcaccaacaaatactgtattgtatttattatagcaactatgtaaaaatggagtcce
ctgtcctatgettagatgaaatatgttggtatttgagtttgecatgtcttectataggaatcagtgtttagtgaaaacg
ggtggagataaacagatgttttcacagtcctgttgttcacagtaccgecaaattgaatgtttecatataggtgeatt
ctaatggcttaaatgatgcagatattttctggccagccatatggatcttttgtcatctaagatgttaatattttect
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tatattttatagtagttctggagtacagccagtttcttgaatagggtccacatggectcattatgcacagggectgga
aactgccttactcgtgectgttgaaatgaaccgtgacacttcagaagagectgggagectggggtagagecagtggctagg
agaacatattcaattatatttcctectgcattaagctacaagtaatgagcactttectgtgetttacagTTAAGTAA
TTAAAAGAAATTATAGAGTGGGATGCAAARAATAACCCGAAGGACAACTGGATGTGTGGAGCCACCAGTTTTCTCCAT
GAGTIGCACAAGGTTAATCCTTGTTACTACTCAGAATGCTGAGTTTCTACAGAAAGGGTTGCAGGTCCACACATGTTT
TGGCGTCTACCCACACGCTTCTGTATGGCATGACTGTGCATCCCAGAAGARGGGCTGTGCTGTGTACCTCCACGTTT
CAGTGGAATTTAACAAACTGATCCCTGAAAATGGTTTCATARAGgtgagtaacagagagctaatagecttetettge
taattttatctttcccccaagatttcttgataatagtttgaaaaggagtgttattctttggtctctagaggcaactt
acctttccagtttcttccatcacctgttttcatctctecttgtttttttaaatttaatgectgtatgtatttcagagga
taggatctaatctagtgeggtececttcatcaggtgagaattattecatetcattttcattttageecttetgaattaa
tgacattgaagcccggcagtttggtcctaagatgggtttaattatgtacagatactctttctataatggaaattgcet
cagataactaattaaccacaagaatacactgtctatggaaaatttcaggagcaccgtectgtggaaaaactgggaagg
gcatgctgtcaccacagctctggggtetattaaaagtgtggttatgecagcactggtgtectagtggggtgttggetct
caactgccagaattcccatagcatttcatggcagaaagtcaaggtgtccagcaatactctgaaagtgacctgttgat
taaagtcgtcaattctgaagaaagagactgaaataagacaaatgggtcttaactttttttectctttctectetettgt
aaaaatgtgtgattgttctggcatgttcccaatccccacataatgeccaacatecttttcttaaagggggattcecttt
atccttggatctgagaattattgecatgttctecctttagggacaatgaatgcagttgecatcaceccttgettttttet
ttttttttgtacacagcatgecttattcttggatgcagggacttgaaagacaaageccccacctggectttecacaacate
tecctattagtaggtgtgecttgtgtgtaatttgaaggaggeggtececttagetgtgtttacactgtacttttaaatg
tggggctgaaggtagaatcaaccatacttaagatgccacctgggaaaatagggttetgtgtcatctcagcecceccaccee
atttgcaaatgacttaacagcagcactattagggttecctagtgtgagtcatttgcatttggactggtgaacttggtg
acttcttggtgtttggaaacaaacaacctttgcagtctttcgtaaaaagecctgaacagtggaccagtctecagttct
acttgcaaagctgcccccatcaaatccctcataatgttcaacttaaaaaatgttacacttttctetggaaatctaac
cttttttcoettttttaaaagecattttaagtacttcagtecttgaatcaaatgateccaaatattggacaccaaccta
gaaattgggttacctcctgggaactttatcgaagaagagagattttggttggagagggggttttgatgtitgatact
tatatttactattttaatatttcattgttgttgttgectgetgetgetgtattattttgecgagttteogtttgtttaaa
tttcatggtatttggtaggagagagctggatectgttggtttcaggacaagtctagaaataagaaatctgecttgagt
gagtgagttggttccctetgttgctatttcaccattaaggacgaaaggaactcacaaggaccagagacatctggctg
aaagcaatactagtgtgactggacatctactacctgccatagttggtcatategtttccagtatgattctgattgag
tgagtgatattaggctatgttcagggatcagggaggctaattatgettatattgecttgtagecattttggtaagaat
taatgattgtgtagatgtccagatttaggtcagcaatattctaaaagttctcattgaactaatcatgtttataagta
gectgtactttctatcataataacaatagtggaaaagectagttgacataaaaggageccagattttacttaagtaaa
aacacaaaagcaaagatattttcccacataaattacaaaagcaaagatattttcccacataaatgtccccataaaac
aagttgaaccaaagaggaaagatgacaggtaaccgtatgacacgctaagaaagtatcataatacttaagttaacttc
aaccttttatttcecttatecctaagcagectettttctetttatcatttagtectgtgettectcaactttgataagta
aaaaagttattgcactaaataaatcttattgaaatgcaggatctgattgagtgggtggggtaggtggaatgagggtyg
gggaagttgagattctgcatttcttagaagtttctactttatgttaaaatggctaatccatctcaacattgagaagt
aaggtttcacttaatttcagecctgtgtaagtttatecccatatgtacatttectaaaactctaatctcaggecccagg
aatttctcctttagttaaaatatttttaggaataaatttgaattgecattaatacacaatttataaatttaacacaaa
aaattatttgaagtttgagactttaggttgcatgaaatcaatttcatacttgaaaattttctataaattcaaaagtc
tgtgtatttaaatacaatttaaatacctgtgttacagtgacatttgtttttetgtctetetetecaccatttecaga
gtcatcatccctgtacagaaaaatttttcccacatgatttcaccataaattcattaaatatgatgettacttgataa
tttcteccaggttctttttttttttaattatactttaagttctagggtacatgtgcacaacctgcaggtttgttacat
atgtatacatgtgeccatgttggtgtgctgcacccattaactegtecatttacattaggtatatectectaatgetatcece
ctccecectaccectacteccatgacaggteccagtgtgtgatgtteccccacectgtgtccaagtgttctecattgtte
agttcccacctatgagtgagaacatgcggtgtttggttttetgtecttgegatagtttgectcagaatgatgteecttg
ctcactgatggacatttggttggctccaagtatttgetattgtaaatagtgecgcaataaacatacgtgtgecatygtg
tctttatagtagcatgatttataatcctctgggtatatacccagtaatgggatggctggectcaaatggtatttctag
ttctagatcctagaggaatcgccacactgtcttccacaatgtttgaactagtttacagtcccatcaacagtgtaaaa
gtgttcctatttectetacatcettteccagecacctgttgtttecggactttaatgategecattectaactggtgtygag
atggtatctcattgtggttttgatttgcatttctctgatggeccagtgatgatgagecattttttcatgtgtettttgg
ctacataaatgtcttcttttgagaagtgtctgttcatatecttcacccactttttgatggggtcatttgattttttc
ttgtaaatttgtttaagttcttitagattctggatattagecctttgtcagatgggtagattgtaaaaattttetce
cattccgtaggtttectattcactctgatggtagtttetttigetgtgecagaagetetttagtttaattagatceca
tttgtcaattttggettttgttgecattgettttggtgttttagtcatgaagtecttgteccatgectatgtectgaa
tggtattgcctaggttttettctagggtttttatggttttaggtctaacgtgtaagtectttaattcatecttgaatta
atttttgtataaggtgtaaagaagggatccagtttcagctttctacatatggctageccagttttcccagecaccattt
attaaatagagaatcctttccccatttettgtttttgtecaggtttgtcaaagatcagatggttgtagatgtgtggta
ttgtttctgagggctetgttectgttecattggtctatatectectgttttggtaccagtaccatgectgttttggttact
gtagccttgtaatatagtttgaagtcaggtagegtgatgecteoccagetttgttettttggtttaggattgtettgge
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gatgcgggctcttttttggttccatatgaactttaaagtagtttttttccaattectgtggagaaagtcattggtage
ttgatggggatggcattgaatctataaattaccttgggtagtatggecattttcatgatattgattcttectaccecea
tgagaatggaatgttcttcecatttgtttgegtectettttatttecttgagecagtggtttgtagttctecttgaaga
ggtcttccacatcccttgtaagttggattecctaagtattttattctectttgaaacaattgtgaatgggagticacte
atgatttggctctctgtttgtctgttattggtgtataggaatgcttgtgatttttgecacattgattttgtatectga
gactttgctgaagttgcttatcagcttaaggagattttgggctgagatgatggggttttctaaatatacaatcatgt
catctgcaaacagagacaatttgacttcctctcttectatttgaatatecctttatttctttetattgectgattgee
ctggctagaacgtccaatactatgttgaataggagtggtgacagaggacatccttgttttgtgecagttttcaaagg
gaatgcttccagettttgecccattcagtatgacattggetgtgggtttgtegtgaatagetecttattatttitgagat
atgtcccatcaatacctagtttatttagagtttttagcacaaaggctgttgaattttgtcaaaggeccttttctgeat
ctattgagataatcatggtttttgtctttgattctgtttatatgatggattatatttattgatttgcatatgttgaa
ccagccttgcatcccagggatgaagccaacttgatcatggtggataagetttttgatgttetgetggatteggtttg
ccagtattttactgaggatttttccatcgatcttcatcagggatattggectgaaattctetttttttgttgtgtet
ctgtcaggctgtggtatcaggatgatgctggectcataaaatgagttagggaggattccctetttttctattgatta
gaatagtttcagaatggtaccagctcctccttatacctectggtagaattcagectgtgaateccatctggtectgatgg
atttttttggttggtaggctattaattattgectcaatttcagagectgttattggtetattaagagattcaactte
ttecctggtttagtectgggagggtagtgtgtgtccaggaatttataaatttettttaggttttctagtttatttgeat
agaagtgtttatagtgttctctgatggtagtttgtatttctgtgggattggtggtgatatccectttatcacctttt
attgcatctatttgattcttttetettttecttetttattagtecttgetagtgatctatcaattttgttgatecttttt
aaaaaaccagctcctgggttcattgattttttgaaggagtttttctgtetctatctecttcagttctactctgatet
tagttatttcttgtcttectgctagettttgaatgtgtttgetettgettectetaaattgtgatgttagggtgtcaat
tttagatctttectgetttetcttgtgggecatttagtgectataaatttcectectacacactgetttaaatgtgtecce
agagattctggtatgttgtgtctttgttctcattggtttcaaagaacatctttatttctgecttcacttegttaagt
acccagtagtcactcaggagcaggttgctcagtttccatgtagttgagtggttctgagtgagtttcttaatecectgag
ttctagtttgaaagcactgtagtctgagaggcagtttgttataatttctgttettttacatttgetgaggagtgett
tacttccaactatgtagtcaatttttggaataagtgtgatgtggtgccgagaagaatgtatattctgttgatttgga
gtggagagttctgtagatgtctattaggtccgcttggtgcagagectgagttcaatttectggatatctttgttaattt
tctgtcttgttgatctgtctaatattgaccogtggggtgataaagtctecccattattattgtgtgggagtctaagtcet
ctttgtaggtctctaaggacttgectttgtgaatctggtgectectgtattaggtgecatatatttttaggatagttage
tettettgttgaattgatcectttatcattatgtaatggecttetttgtectettttgatetttgtiggtttaaagte
‘tgttttatcagagactaggattgcaactcctgettttttttgetttecatttecttggtagatettectecateect
ttattttgagcctatgtgecgtctctgcacatgagatgggtctgctgaatacagcacactgatgggtcttgactettt
atccaatttgccagtccatgtcttttaactggagecatttagecccatttacatttaaggttaatattgttatgtgtga
atttgatcctgtcattatgatgttagectggttattttgetegttagttgatgecagtttcttectagectecaatgate
tttacaatttggcatgtttttgecagtggetggtactggttgttectttecatgtttagtgetteettecaggagetet
tgtaaggecaggectggtggtgacaaaatctctcagecatttgettgtctgtaaaggattttatttetecttcacttat
gaagcttagtttggctggatatgaaattctgggttgaaaattcttttctttaagaatgttgaatattggecccecact
ctcttctggcttgtagagtttctgeccgaaagatgectgttagtctgatggacttcecectitgtgggtaacctgeecettt
ctctctecgectgecacttaatgttttttecttcatttcaactttggtgaatctgacaattatgtgtectttgagttacte
ttcttgaggagtatctttgoggeattetetgtatttectgaatttgaatgetggectgectcactagattggggaay
ttctectggataatatcetgcagagegttttecaacttggttceattetecccatcactttcaggtacaccaatecag
atgtagatttggtcttttcacatagtcccatatttcttggaggctttgttcatttetttttactcttttttctectaa
acttctcttcttgecttcatttcattcatttgatcttcaatcectttetteccacttgattgaatcagetactgaaget
tgtgcatgtgtcacatagttctegtgeccatggttttcagectecatcaggtcatttaaggtettctetatgetgtttt
ttctagttagccattegtetaatgttttttcaaggtttttagettetttgetaaaaggttcaaacatectectttag
ctecggaggagtttgttattactgatcatctgaagecttcttetetecaacttgtgaaagtcattectetgtecagettt
gttccattgctggcgaggagectgcattecctttggaggagaagacgtgectctgatttttagaattttcagettctectg
ctctggtttctecccatecttattggttttatctacctttggtectttgatgatggtgacgtacagatggggttttggt
gtggatgttetttctetttgttagttttecttetaacagtcaggacecectecagetgecaggtetgttggagtttgetgg
aggtccactccagaccctgtttgecttgggtatcaccagcagaggctgcagaacagcaaatattgcagaacggcaaat
gttgctccctgattgttecctectggaagettegtectcagaggggcacctggeccgtatgaggtgtcagteggeccctac
tgggaggtgcctcccagttaggctactcaggggtcaggaacccacttgaagaggcagactgtccattctcagatate
atattccatgctgggaggacccctactcttttcaaagectgtcagacagggacatttaagtectgcagaagtttctget
gtettttgttcagetgtgecctgecectagaggtggagtctacagaggecaggcaggectecettgagetgeggtggge
tccacccatttcgagettectggetgetttgtttacctactcaagtetecagecaatggtggacacceceteccecagece
tcgctgectgctttgecagttcgatctcagactgctgtgectagocagtgageccaggectccgtgggcatgggacecctecga
gccaggcctgggacataatctcecctggtgtgecgtttgectaagaccattggaaaagcacagtattagggtggggagtyg
tecectgattttecaggtacegtcagtcatggectteecttggetaggaaagggaatteccccaacceecttgtgettectyg
ggtgaggtgatgccccaccctgetttggectcatgeteecgtgggttgtacccactgtctgacaagececccagtgagatg
aacccggtacctcagttggaaatgcagaaatcaccegtcttectgcatcactecacgetgggggetgtagactggaget
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gttcatatttggccatcttggaacctceccctttccaagttctttattacagagtgggtcactgaaacttcatggaaca
aattggaaattatcttcttaattaatgtcactgtctaccatgtatgggaatttggtaaatattatatggtttcaata
acatagtagatagaacattgtcaaatctaaacttcagtgaattgtaacagatcccacctgaaattctaaagaaaaca
gaattctaattgaagaggttaaacttttacagggaatgtcaactgeccatttgggtectgtaaacaaaaaactgtttt
ttaaazaagtaaactttaaaagtattttcagatgacctcatttgctatccaagtggcttgagtatgecttgatgctaa
gacttctttgttacagactggagatgtgtgctactggggcagtgttgectctgtgacaaggaggcagaggatgaggge
aaggttecgatgtgactgtgaattctgggtggctctggctatecgggagecttcattgattacagecaaaacagttgett
tcctagggcaatagtgtctctgtcacccaggetggagttcagtggcatgatcaatcgectcactgtagectcaactte
ttagactcaagtaatccteccacctcagecteccaagtagetgaaactacaggtgtgcaccaccacacctaattttt
ttaatttttaagtttttgtagagacatggtctcactgtgttgecccaggttgatctcgaattecctgggetctagtgat
ccteccegectecggectecccaaagtigttgggattacaaatgtgageccactgcacctggecoctttgecaaccttcttgac
aatgcattcctttattcectaactggaagtaacttctttctetttataaaattgtatctgtaccttttetgggteat
ttctacctttatattctagttacgtatgtcctacctecectectagggagggaggtaagtaagactggaaagtagact
tcatgtgtgatgaatgaatgaacaaaaggaagtctaacatatggatatagtcaactggatgcaaattaaaaattttt
aaatattgatttgcaagatttcattaaggtcaactcttaatagtttgtatcatatatgttaggaaccaaatattaat
aacttcttcagcattaccattatctttataggactgtctaaaatgagcagccatatctttaaactgtgttttctctg
attacacgctcacaggtaaaacccaaaggggctgggaacaaacaagacttttttttttttetgtatgectgaattat
ctgtactgttgcttgttttecccacectttggecatagaaacttagttctaacatgetacaatttttgecagttetitcet
cttagaaaaagaccacattgtctgaaatttcatccatttaagtaatcaagecttaaagttgaaggatecttggteatg
attaatctagacctacaaagtagtatcttaatggcactccttttagaaagttaggttccaggacacacatagctgca
gtgtccacattttgtaagctccttegttgtcacageccactctecttectctgtggectgatattctaaaactggecaacac
atcctgatggtaaaagcttggttcaggagacaggtgacctactagctttatggcatttgacaggttacctaacctet
ctgacgcataattgcctcatctatataatggggataataatacccatecctgtctecttgtaaaaatcaaattagatg
acgcctgtgaatgttctatagtctettagacaaatgtaagttatgactacagcaagagtaaaagagcatgttgttat
ggacattctttcagtgaaatgtctaagacttgtgagtcacacttaaagctaaacttgatatctacttcattgatttt
ctttttagttctatgtactatattgaatttcctgacagtggggctatgaaagccttectagecattttatagatgtgg
ttgaattaatggctgtaagccttaaagcagaattagacagcatcaatgaatttattaagtataaataaatatataat
ctgcttagcaatattacacagecctcectttatcttatgtgtgataaagagtcatccgaaggttgaaaatgaagaattgt
cctggaagetecttacttaatettttattatttectaatacagtatataaaattacteattgaaagettagecagaata
agaaacaagaagttaaaaggctgaaaactacaaattttgctattattattgttattacttcccaagtctcttattga
tctgttagaaatagagctacacaggaaattgtaggacagttagtatgtggtagtgttatctgectttttaattattca
agtaaggttttattccattagaggaactcaagaagttggtcatggctgataattgetatetgtcaaattecttagag
cagggatccgcaacacccaggccatggattgttaccagtcectggectgttaggaaccaggetgeacagtaggaagt
gagcggcgggtgagcaaacattgeccatctgagetectgtetectttcagatcagecagecagecattagattectecatagaa
gcatgagccctgttgtgaactgcacatgcaagggatctaggttgtgtgctecttatgagaatccaattecttatgat
aatttaactgatgatctaaggtggaaccatttcatcccaaaaccatccaccectgetactececcagacegtggaaaaat
tgtcttccacaaaactggttcctgectgeccaaaaaggttgggaccactgecttagagtttataatttggggttagecac
agcctatatttacctgagaatttcaatgggttcactgatctttccaaatgaaaaggcttcttacgaaaattatatce
aaactgtcttttctcttagtttaataaacctatcagtaagtttttactgagtactgctattacatttttctetgtta
agcattatgggggctcagacatgatccattccctcaaagaacttacctttcagctgaagactgactagaatgagcaa
atacggttaacaattaacaagtgagtaggccagctcggccaacatggtgaaaccctgtectctactaaaaatacaaaa
attagccgggecatggtggtgggegectgtaatecccagetacctectgetgaggecaggagaattgettgaacccagga
ggtggagattgcagtgagccgagattgcaccattgecactccagectgggecgacagagcaagactctgtecttgggaaa
aaaacaaaacaaaacaagtgagaagggaatcaagtactacgtaagatgtaatgtggaattttagggaaggaaggcag
tgtatgctggagtaattagagaaaggggcatgcatgatttgatgcttgaactggatcatgaaggataagcaagattt
tggcagcaagtgagagggagagaggagtttgtcagaggaatggaacaagtcaggaggcagtaatgtgtacggcactce
caaggactctgtcctgatcggagcagaagtgatgaagcattgagtagtttgagaaagttagctaagaagggtgaggg
cagatgttggagagagttgagtatcagagagaagacattagatttgagcagatagaacaaaaatgeccattgeccagtt
tttgtgtaagagaatagtattagggtggttacccaggaagtggtcatcagagttgaatggagcagaaagagtgtctyg
atacagcatcygggacgttgtggtcacaaaatgaggtggtgagggctgagccaagatggtggcagtgggatggataaa
aagggatggccaggacaaatattttaaaggaaaaattaacaggacatctttactgactggattggaaggctatgcag
gaaatatattgtcaaacttgattccaggatttctatcctatgcctgggtitgecccaaaatatcagggaaccattgtta
gaaaaggtaggagataccactgttccaacaaaaagtattgagtttggtgttgcacccacttaacttcaaggccttac
aagtgagtagacagttagttagaattgcagaagtgccactcagagagcagggcttgcaatgtggggttggactttgt
caccattgtgttaattectaattctatgecagatgetecagettgaggaatacccatgtttgggcttcagaatgaaage
caagtaatatttactcagatgccaattttecectctgaaatatttgectcatggaactgagagaacaatatataaagea
ttaattatttttctcataaagttattaataaaaagataagatcagtgaaaggcagagtaaactagaagccaagtata
gaaaatggtatcattcaaagactcattactgtagtggtgaaaacaaaacaattttccaacagcttaagatgcctcag
tattttggaccatttttaagtagttagtgtgggcacttagtaaatatgtattaaactatagttcattaattcttttt
tttttttttttgagatggagtttcactctggtcaceccaggetgecattttigetttettagtgatatataaaatgteg
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agtttcacaatgatggtatcttagatttgattaaatatggtattaaaaaatagctgatcacagaaagtctctaccag
tgtgatgtagatggctaaagtattccacatttgcaaacttttattgacctaaataagaggtgecceccttgggttgttt
ttatttggactgggaatattaggagaaagctttttcattcagtgtgtaagtacaatctaccagaaatagaaaccccce
atggacgatctatttctttgatggtacaggactcagaacattcacaaagatttagttgttagecggaatagacatctyg
tattttattcaaaccaattttcecttectaatetgagaacattgtgcaatctaagecagttctaagcatgtttgetat
tcgtgcaaagtgagagtaaatctaaaagaaatttttttgtgtgtttagGGATGGTAATAAAGTCTCTTAGTGGTTIGA
AAATGTTATTTCTTACAARAGTGGAGAACATTTGCTTTTCAATACCAGAGTTTTCAGCCATTTCTGCATTCTGACCT
ATTGACTGGAGgtaggttgcctttgaattcagtaaaacttcatgggcagaaacacagttccttttecctacttatttg
gatatcatgatggccattgcatgtatgtgtctttttgtaagtccatgectcagaactgagaagtaggaataaaatta
gggtcagggctggggatgctactetttgetgetgagaaacacaatgettcaggtaagtgattectgaagtecttcace
acctgacggtaaccttgggttggtccataggtatgttttcattttgettgttcateccattttaattggettectaga
gcatgcttgtagatgtagagccaaatttagagtagagcaaccctctggcaaacaggaagagattaattttgtggtat
gcttttaagggacttcccaggaaacttcaaaagcagaaaaagaagcactagctgecctattccaaaatgtgtaaaaca
ccactcagctttttaaaagtaggataaactcagagcgegegcacacgcgegegcgcacacacacacacacacacaga
gagaacatctctagtaaaaagaaaagttgagctttcttagectagatgtgtgtattagccagaaaaageccaaggagty
aagggttttagagaactggaggagataaagtggagtctgcatatgggaggcatttgaaatggacttaaatgtctttt
taatgctgactttttcagttttetecttaccagacacattgttttecatgacattageeccaggcatagacacatecat
taaaatgaacatgtcaaaaaatgatttctgtttagaaataagcaaaacattttcagttgtgaccacccaggtgtaga
ataaagaacagtggaattgggagccctgagttctaacataaactttcttcatgacataaggcaagtcttctatggeco
tttggtttecttacctgtaaaacaggatggctcaatgaaattatctttettetttgetataatagagtatetetgtyg
ggaagaggaaaaaaaaagtcaatttaaaggctecttatagttceccecaactgetgttttattgtgectattecatgecta
gacatcacatagctagaaaggcccatcagaccectcaggecactgetgttectgtcacacattectgcaaaggacca
tgttgctaacttgaaaaaaattactattaattacacttgcagttgttgcttagtaacatttatgattttgtgtttct
cgtgacagcatgagcagagatcattaaaaattaaacttacaaagctgctaaagtgggaagaaggagaacttgaagcc
acaatttttgcacttgcttagaagccatctaatctcaggtttatatgctagatcttgggggaaacactgcatgtcte
tggtttatattaaaccacatacagcacactactgacactgatttgtgtctggtgcagetggagtttatcaccaagac
ataaaaaaaccttgaccctgcagaatggcctggaattacaatcagatgggeccacatggcatceccggtgaaagaaagce
cctaaccagttttctgtcttgtttetgetttetcectacagTTCCACCAGGTGAGAAGAGTGATGACCATCCTTTTC
CTTACTATGGTTATTTCATACTTTGGITGCATGAAGGCTGCCCCCATGAAAGAAGCAAACATCCGAGGACAAGGTGG
CTTGGCCTACCCAGGTGTGCGGRCCCATGGGACTCTGGAGAGCGTGAATGGGCCCAAGGCAGGTTCAAGAGGCTTGA
CATCATTGGCTGACACTTTCGAACACGTGATAGARGAGCTGTTGGATGAGGACCAGAARGTTICGGCCCARTGAAGAR
AACAATAAGGACGCAGACTTGTACACGTCCAGGGTGATGCTCAGTAGTCAAGTGCCTTTGGAGCCTCCTCTTCTCTT
TCTGCTGGAGGAATACARAAATTACCTAGATGCTGCAAACATGTCCATGAGGGTCCGGCGCCACTCTGACCCTGCCC
GCCGAGGGGAGCTGAGCGTGTGTGACAGTATTAGTGAGTGGGTAACGGCAGCAGACAARARGACTGCAGTGGACATG
TCGGGCGGGACGGTCACAGTCCTTGARAAGGTCCCTGTATCAAAAGGCCARCTGAAGCAATACT TC TACGAGACCAA
GTGCAATCCCATGGGTTACACAAAAGRAGGCTGCAGGGGCATAGACARAAGGCATTGGAACTCCCAGTGCCGAARCTA
CCCAGTCGTACGTGCGGGCCCTTACCATGGATAGCAARAAGAGAATTGGCTGGCGATTCATARAGGATAGACACTTCT
TGTGTATGTACATTGACCATTAAAAGCGGGAAGATAGTGGATT TATGT TGTATAGAT TAGATTATATTGAGACARAMR
TTATCTATTTGTATATATACATAACAGGGTARATTATTCAGTTAAGAAAARAATAATTTTATGARCTGCATGTATAR

ATGAAGTTTATACAGTACAGTGGTTCTACAATCTATTTATTGGACATGTCCATGACCAGAAGGGARACAGTCATTTG -

CGCACAACTTAAARAGTCTGCATTACATTCCTTGATAATGTTGTGGTTTGTTGCCGTTGCCAAGAACTGAAAACATA
AAAAGTTAAARAARATAATAAATTGCATGCTGCTTTAATTGTGAATTGATAATAAACTGTCCTCTTTCAGAARACAG
AAABRARAACACACACACACACARCARAAATTTGRACCARAAACATTCCGTTTACATTTTAGACAGTAAGTATCTTCGT
TCTTGTTAGTACTATATCTGTTTITACTGCTTTTAACTTCTGATAGCGT TGGAATTAAAACAATGTCAAGGTGCTGTT
GTCATTGCTTTACTGGCTTAGGGGATGGGGGATGGGGGCTATATTITTGTTTGTTTTGTGTTTTTTTTTICGTTTGTT
TGTTTTGTTTTTTAGTTCCCACAGGGAGTAGAGATGGGGAAAGAATTCCTACARTATATATTCTGGCTGATARARAGA
TACATTTGTATGTTGTGAAGATGTTTGCAATATCGATCAGATGACTAGAAAGTGAATAAAAATTARAGGCAACTGAAC
AARARARATGCTCACACTCCACATCCCGTGATGCACCTCCCAGGCCCCGCTCATTICTTTGGGCGTTGGTCAGAGTAAG
CTGCTTTTGACGGAAGGACCTATGTTTGCTCAGRACACATTCTTTCCCCCCCTCCCCCTCTGGTCTCCTCTTTGTTT
TGTITTAAGGAAGAARAATCAGTITGCGCGTTCTGAAATATTTTACCACTGCTGTGAACAAGTGAACACATTGTGTICA
CATCATGACACTCGTATAAGCATGGAGAACAGTGATTTTTTTTTAGAACAGAAAACAACAAARAATAACCCCAAAAT
GAARGATTATTTTTTATGAGGAGTGAACATTTGGGTAAATCATGGCTAAGCTTAARAARAACTCATGGTGAGGCTTAA
CAATGTCTTGTAAGCAAARAGGTAGAGCCCTGTATCAACCCAGARACACCTAGATCAGAACAGGAATCCACATTGCCA
GTGACATGAGACTGAACAGCCARATGGAGGCTATGTGGAGTTGGCATTGCATTTACCGGCAGTGCGGGAGGAATTTC
TGAGTGGCCATCCCAAGGTCTAGGTGGAGGTGGGGCATGGTATTTGAGACATTCCARAACGAAGGCCTCTGAAGGAC
CCTTCAGAGGTGGCTCTGGAATGACATGTGTCAAGCTGCTTGGACCTCGTGCTTITAAGTGCCTACATTATCTAACTG
TGCTCAAGAGGTTCTCGACTGGAGGACCACACTCAAGCCGACTTATGCCCACCATCCCACCTCTGGATAATTTIGCA
TAARATTGGATTAGCCTGGAGCAGGTTGGGAGCCARATGTGGCATTTGTGATCATGAGATTGATGCAATGAGATAGA
AGATGTTTGCTACCTGAACACTTATTGCTTTGAAACTAGACTTGAGGAAACCAGGGTTTATCTTTTGAGAACTTITIG
GTAAGGGAAAAGGGAACAGGAAAAGAAACCCCAAACTCAGGCCGAATGATCAAGGGGACCCATAGGAAATCTTGTCC
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AGAGACAAGACTTCGGGAAGGTGTCTGGACATTCAGAACACCAAGACTTGAAGGTGCCTTGCTCAATGGAAGAGGCC
AGGACAGAGCTGACAAAATTTTGCTCCCCAGTGAAGGCCACAGCAACCTTCTGCCCATCCTGTCTGTTCATGGAGAG
GGTCCCTGCCTCACCTCTGCCATTTTGGGT TAGGAGAAGTCAAGT TGGGAGCCTGARATAGTGGT TCTTGGARARAT
GGATCCCCAGTGAARACTAGAGCTCTAAGCCCATTCAGCCCATTTCACACCTGAAAATGTTAGTGATCACCACTTGG
ACCAGCATCCTTAAGTATCAGAAAGCCCCAAGCAATTGCTGCATCTTAGTAGGGTGAGGGATAAGCAAAAGAGGATG
TTCACCATAACCCAGGAATGAAGATACCATCAGCAAAGAATTTCAATTTGTTICAGTCTTITCATTTAGAGCTAGTCTT
TCACAGTACCATCTGAATACCTCTTTGAAAGARGGARAGACTTTACGTAGTGTAGATTTGTTTTGTGTTGTTTGARAA
TATTATCTTTGTAATTATTTTTAATATGTARGGAATGCTTGGAATATCTGCTGTATGTCAACTTTATGCAGCTTCCT
TTTGAGGGACAAATTTAAAACAAACAACCCCCCATCACAAACTTAAAGGATTGCAAGGGCCAGATCTGTTAAGTGGT
TTCATAGGAGACACATCCAGCAATTGTGTGGTCAGTGGCTCTTTTACCCAATAAGATACATCACAGTCACATGCTTG
ATGGTTTATGTTGACCTAAGATTTATTTTGTTAARATCTCTCTCTGTTGTGTTCGTTCTTGTTCTGTTTTGTITTITGT
TTTTTAAAGTCTTGCTGTGGTCTCTTTGTGGCAGAAGTGTT TCATGCATGGCAGCAGGCCTGTTGCTTTTTTATGGC
GATTCCCATTGAARATGTAAGTAAATGTCTGTGGCCTTGTTCTCTCTATGGTAAAGATATTATTCACCATGTAARAC
AAAAAACRATATTTATTGTATTTTAGTATATTTATATAATTATGTTATTGAAAARAATTGGCAT TAAARACTTARCCG
CATCAGAAGCCTATTGTAAATACAAGTTCTATTTAAGTGTACTAATTAACATATAATATATGT TTTAARTATAGAAT
TTTTAATGTTTTTARATATATTTTCAAAGTACATAA

FIGURA 3

Secuencia antisentido natural (NR_002832.1): SEQ ID NO: 2

>gi184872122|ref|INR_002832.1| Hebra opuesta de BDNF de Homo sapiens (que no codifica proteina)
(BDNFOS), ARN no codificante :

CNGCNNAAAGATTTCTTCACAGGGTCCTTTAAACTGTCNNT TTNTAAGAGGTCCTTCCACTACAGGTARAGGGAAAT
TCCCTCTACCCTAGGGCCCCTCAGGANCCCTTCCTCTCTCACACGTTTICTTCGACTGCTNNNGATTTAARGCATTCAG
CTGGCCACGCAACGCAAGAAGCAATAAGAACACAAARRCCCTACCCTGTTCNTCCTCTATCCGTGGCCTTTGCCACC
ACCTCCACAACCTAGTTCAGATTCCTCTTCTTTTCTCAAGGGAACGTCTAAAGCTCTCAAGTCCGTT TTGGCAGGGC
GATTTTGTAAGTCTGAANCATTTCAGTGTGTCTCTCGATCTCAGGCAGCTCAARAGARAAGATCTGCTGGCTGCGTG
AAGGTGCATTAGAAACCTGCTGCTACCTTGCAGCCTGGGCTGAGCATATGCTCCGGAACTTGCTTCTCTTCCAACAT
CCTGCACCTCAGGGTTGCACGCTCTGGTTCCCARGCCCCCGGCCGCTGGCTTATGCARATCACTTAGGTACATGCAR
AAGTATCCCTTCTCCCGGAGCGCCATTGGCCCGGGGAGGTCTCGAGCTCATTACTATGCAGAGAGGAGAGCCGCCAT
TGGCCAAGAGGAGGACCAGAGGGGCGTGTTTCTCGGGCARATTGGATCTCCTAAATTGGATGACCTGGGCTGAAAGA
CAACTTAAAGACCCCCAGAARACTCTIGGTTITATAGATAAGAAATCTGAGGCTCGAGAGAGAGTGTGTTCTGCCCAA
CATCATCACGGAACAGCTCCTGGGCTCCTGGCTCCTAATCTGTCATCGCTGTCTGGAACAGCGATGACTCGATCGLG
AGATCAGGAAGGTGGCCGAGTGTGTCGCCGCGGCCATCAGGCACTTCTCCTTCCTGCCCTTGTATGAAGAAGGATGT
GTTIGCTTCCCCTTGTGCCATGATTGTAAATTTCCTGAGGCCTCCTCAGCCCTGCAGAACTGGGGTTATAGCCATGT
GACTGATCTTCGTCCAAGAATATGTAAAGAAAAAGTGTTGAGTTGGCTTTTAGGGCTAGAGCAATGTATCTTAGGCT
CACTTAAGGAAGCTGTAGAGATGAGCCCAAGGAGGGAAACCAGAAGAGCCCCCCAGGCTCACCAGTTGTTTGTTGGC
TCCCTACAAACATGTCATTCAAGTGGCTAATCTTACAACAGCACAAATTCATCTAACCAGAAAGAGRAGAGGAGGCT
CCAAAGGCACTTGACTACTGAGCATCACCCTGGACGTGTACAAGTCTGCGTCCTTATTGTTTTCTTICATTGGGCCGA
ACTTITCTGGTCCTCATCCAACAGCTCTTCTATCACGIGTTCGARAGTGTCAGCCAATGATGTCAAGCATCTTGAACC
TGCCTITGGGCCCATTICACGCTCTCCAGAGTCCCATGGGTCCGCACACCTGGAGATACICTATTATAGCAAAGAAGAA
AGATAATTTCATTGAGCCATCCTGTTTTACAGTATTGAATTATTACCACAAGGTACCAACCATATATGCATACTTAA
TAGGGTATTTTGTCAAAACTATGCATGAAGGTCATTITGTTTGAGATGTCAGAACATTTITCCCGTGAGAAGATCTCAT
TGGGCATTGAAACAGARACCACATGCTCTTCAGACCAGCAACCGCGACTACCARATACTCCTCTGTCAACTCTACTTG
AGTAAGAACGCTTTCAATTAAGGCCTAAGTGTCAACATGCCTTTAAAAAARATCGTGGTGACACAAAATCTTTCTTT
TTAGCACCCAACAGRATCCCTTCAAAGCCTCGTGGTCTGACACCCTATGCTACGTGACTTGTGACCCATCCATTTGT
CATGTTCTTCGGGAATGTGGCTAAGGGGCTAAGATGTGACTTGAAAAGAAAGGTAGAACAAGATCATCTCARATTTA
TTATCAAGGAATAGTTCAGAAAACGACT TCAGACCACAGAGACAGCAGAACAGATGGTCCGGCATGGATAGAGCATC
AGACACTCACAGACTGTGCCAACARGAGCCATCGAGTCAARACAGCCAAAGGAAGGAGGGTCATGGAATGGGTTCTC
TCACACCAAACTGATGCCCAGAGGCCCTCAGCATGAATAACAAAGGCAACCAGACCCACAAGCCATACTGAGTGGAT
ACARAACCTATACCTAGGCTGACATCCCARATGTGTGTGGCAAGTTAGATGATGATGGCACAARAGACAGAACACCT
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TGCTTCTGGCCATTGTCAGCTCTTGGAAGAGAGCACACTTTTAGAGGAGCAGCTGCAAGGAGCCTGAGAACARAACT
GGAAATGTCTGTTATGAAAGCCTTCACAGGAAATTCTGCAAGTGGCAACGTGGGTCCATTCCGTGTGTGTCACTAGA
GCTGGCGCAAGCCCATGGCCATGGTIGAGGCAGCGTTTCCACTGGAACTAATCTGATACCTGCACCAACTCTTGCAAC
TGTGCAGTGTTCCCACTGCAAACTACGGATGGGGTARAAGACTGCTCACCTCCTATTTCTCATCTAATCTCACACAC
TCTGTTTGATGAGGCTATGGAGAAACAGGTCTTCTCATACACTARAGGTGGGAGTACAARCAATTCARGCCCTGTGC
AGGACAATTAGGCAATACCTATCAAAATTATACATGATTTTTCCTGCTGACCCAGCAATTCCACTTTTGGGAATAAT
TGACAGATATAGGTGCATATGTACAAAATGATGGAAAGCTCTCTGGTATATATTAGTAAGTGATAAAACAAGGTGTG
TGTATATATGGCTACTACCTTTTGTTTTARARATGGGGGARAATGCTGGAGCTTGCGGTGAGCCGAGATCGTGCCAC
TGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACTCCGTCTCARAAAAARRAACAGGGTGGGGTGGGGGGGARATAATAGTA
CATACTCATATTTACCTGTATCTATATAAAACACACTATCAAGGATTCACAAGAAACTAATACAAATGATCCCCTTA
TAGATGGTATGTATTGGGGGATACTGAGGTGAGCAGGGTATAAGTGGGGCAAGACTTTTCAGTGTAAACTTCTTTTA
AATTTTATTTTGATTTTTGAATAATGTAARATTAACTGTCARATAATTAAATTAARAATAACCAATTTATTAACAARA
AARAAAAAAANAAAAATA
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FIGURA 4

ID de secuencia Secuencia

SEQ ID NO:3 | C*+T*+T*G*A*A*T*T*G*T*T*T*+G*+T*+A

SEQ ID NO:4 | A*+G*+T*T*G*C*A*A*G*A*G*T*+T*+G*+G

SEQ ID NO:5 | A*+T*+C*T*G*T*T*C*T*G*C*T*+G*+T*+C

SEQ ID NO:6 | C*+A*+T*A*T*T*C*T*T*G*G*A*+C*+G*+A

SEQ ID NO:7 | T*+G*+T*G*C*T*G*T*T*G*T*A*+A*+G*+A

SEQ ID NO:8 | T*+G*+A*C*A*G*A*G*G*A*G*T*+A*+T*+T

FIGURA 5

ID de secuencia Secuencia

SEQ ID NO:9 GCACACCTGGAGATACTCTATTATA

SEQ ID NO:10 | CCTGCAGAATGGCCTGGAATTACAA
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