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DESCRIPCION
Analogos de oligonucledétidos que tienen enlaces intersubunitarios cationicos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a analogos de oligonucledétidos (oligdmeros) utiles como compuestos antisentido, y
mas particularmente a oligdmeros que contienen enlaces cationicos, y el uso de dichos oligdmeros en aplicaciones
antisentido. Particularmente se prefieren oligémeros morfolino que contienen tanto enlaces sin carga como enlaces
catiénicos, donde ambos pueden ser enlaces de forodiamidate, y enlaces catiénicos ejemplares incluyen un enlace
de (1-piperazino) fosfinilidenoxi y un enlace (1-(4-(w-guanidino-alcanoil))-piperazino) fosfinilidenoxi.
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Antecedentes de la Invencion

Los requisitos para implementacion exitosa de moléculas terapéuticas antisentido, que se disefian en general para
unirse con ADN o ARN de proteinas causantes de enfermedad para prevenir la enfermedad para prevenir la
produccion de dichas proteinas, incluyen (a) estabilidad in vivo, (b) suficiente permeabilidad de membrana y
captacion celular, y (c) un buen equilibrio de afinidad de union y especificidad de secuencia. Se han desarrollado
muchos analogos de oligonucleétidos en los que los enlaces fosfodiéster de ADN nativo se remplazan por otros
enlaces que son resistentes a degradacion por nucleasa (véase por ejemplo Barawkar y Bruice 1998; Linkletter,
Szabo et al. 2001; Micklefield 2001). También se han preparado oligonucleétidos antisentido que tienen diversas
modificaciones de cadena principal distintas del enlace internucleosidico (Crooke 2001; Micklefield 2001). Ademas,
se han modificado oligonucledtidos por conjugacion con péptidos para potenciar la captacion celular (Moulton,
Nelson et al. 2004; Nelson, Stein et al. 2005).

El rendimiento de dichos analogos de acido nucleico como farmacos antisentido o antigénicos se ha visto

obstaculizado por ciertas caracteristicas de los diversos analogos. Por ejemplo, los analogos con enlaces con carga
negativa, incluyendo analogos unidos por fosforotioato, padecen repulsion electrostatica considerable entre las
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cargas negativas del oligomero y la diana de ADN o ARN. Los fosforotioatos también muestran unién no especifica
con otros componentes celulares tales como proteinas. Estos atributos limitan la utilidad de oligébmeros antisentido
comprendidos por ARN nativo, ADN nativo y analogos con carga negativa como agentes terapéuticos (Crooke
2001). Los analogos de oligonucleétidos con enlaces de metilfosfonato no idnicos pueden transportarse a células por
difusién pasiva y/o endocitosis de fase fluida pero su uso esta obstaculizado por la complejidad estereoisomérica y la
escasa solubilidad (Crooke 2001; Micklefield 2001).

Varios grupos han presentado la sintesis de oligonucledtidos con carga positiva (Bailey, Dagle et al. 1998;
Micklefield 2001; Egli, Minasov et al. 2005). Por ejemplo, se ha presentado una clase de nucledsidos con enlaces de
guanidinio (designados DNG), formados por reemplazo de los enlaces fosfato en ADN y ARN por grupos de
guanidino aquiral (Dempcy, Almarsson et al. 1994; Dempcy, Luo et al. 1996; Barawkar y Bruice 1998; Linkletter,
Szabo ef al. 2001). También se han presentado oligdmeros unidos con enlaces de tiourea metilada con carga
positiva (Arya y Bruise 1999). Se ha indicado que el reemplazo de algunos de estos enlaces con enlaces de urea
neutros reduce la tendencia de dichos oligémeros con carga positiva hacia la unién no especifica de secuencia
(Linkletter y Bruice, 2000). Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de analogos de oligonucledtidos con
rendimiento antisentido o antigénico mejorado, particularmente en el area de afinidad mas fuerte por ADN y ARN, sin
comprometer la selectividad de secuencia.

Sumario

La invencion proporciona, en un aspecto, un oligémero que comprende una cadena principal que consiste en una
secuencia de estructuras de anillo de morfolino unidas por enlaces intersubunitarios, donde cada una de dichas
estructuras de anillo soporta un resto formador de par de bases, de modo que dicho oligémero puede unirse de una
manera especifica de secuencia con un acido nucleico diana, y donde al menos un enlace intersubunitario entre dos
de dichas estructuras anulares consecutivas contiene un grupo catiénico colgante. El grupo colgante porta un atomo
de nitrégeno distante que puede portar una carga positiva a pH neutro o casi neutro (por ejemplo fisioldgico).

Los enlaces intersubunitarios son preferentemente enlaces que contienen fésforo, que tienen la estructura:

donde

WesS u O y es preferentemente 0,

X =NR'R? u OR®,

Y=00NR/,

y cada uno de dichos enlaces en el oligobmero se selecciona de:

(a) enlaces sin carga (a), donde cada uno de R', R?, R® y R’ se selecciona de forma independiente de
hidrogeno y alquilo inferior;

(b1) enlace catiénico (b1), donde X=NR'R?e Y O y NR'R? representa un grupo piperazino opcionalmente
sustituido, de modo que R'R? = -CHRCHRN(R?)(R*)CHRCHR-, donde

cada R es de forma independiente H o CHs,

R es H, CHs, o un par de electrones, y

R® se selecciona de H, alquilo inferior, C(=NH)NH,, Z-L-NHC(=NH)NH, y [C(O)CHR'NH],H, donde: Z es C(O)
o un enlace directo, L es un enlazador opcional de hasta 18 atomos de longitud, preferentemente hasta 12
atomos, y mas preferentemente hasta 8 atomos de longitud, que tienen enlaces seleccionados de alquilo,
alcoxi y alquilamino, R' es una cadena lateral de un aminoacido de origen natural o un homélogo de uno o
dos carbonos del mismo, ym es de 1 a 6, preferentemente de 1 a4;

(b2) enlace cationico (b2), donde X = NR R?eY =0, R' =H o CHs, y R?= LNR’R’R®, donde L, R® y R* son
como se ha definido anteriormente, y R es H, anU|Io |nfer|or o (alcoxi) alquilo inferior; y

(b3) enlace catidnico (b3), donde Y =NR7 y X = OR®, y R” = LNR3R4R5, donde L, R?, R*y R® son como se
ha definido anteriormente, y R°esHo alquilo inferior;

y al menos uno de dichos enlaces se selecciona de enlaces catidnicos (b1), (b2) y (b3).
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Preferentemente, el oligémero incluye al menos dos enlaces consecutivos de tipo (a) (es decir enlaces sin carga). En
realizaciones adicionales, al menos el 5 % de los enlaces en el oligdmero son enlaces cationicos (es decir tipo (b1),
(b2) o (b3)); por ejemplo, 10 % a 80 %, 10 % a 50 %, o0 10 % a 35 % de los enlaces pueden ser enlaces cationicos.

Preferentemente, todos los enlaces catiénicos en el oligémero son del mismo tipo; es decir, todos de tipo (b1), todos
de tipo (b2) o todos de tipo (b3).

En una realizacion, al menos un enlace es de tipo (b1), donde, preferentemente, cada R es H, R* es H, CHs, o un
par de electrones, y R® se selecciona de H, alquilo inferior, por ejemplo CHs, C(=NH)NH,, y C(O)-L-NHC(=NH)NHs.
Esas dos Ultimas realizaciones de R® proporcionan un resto de guanidino, unido directamente al anillo de piperazina
o colgante de un grupo enlazador L, respectivamente. Para facilitar la sintesis, la Variable Z en R® es
preferentemente C(O) (carbonilo), como se muestra.

El grupo enlazador L, como se ha indicado anteriormente, contiene enlaces en su cadena principal seleccionados de
alquilo (por ejemplo -CH2-CHa-), alcoxi (-C-O-) y alquilamino (por ejemplo -CH>-NH-), a condicién de que los atomos
terminales en L (por ejemplo, los adyacentes a carbonilo o nitrégeno) sean atomos de carbono. Aunque son posibles
enlaces ramificados (por ejemplo, -CH>-CHCHs-) el enlazador esta preferentemente no ramificado. En una
realizacion, el enlazador es un enlazador de hidrocarburo. Dicho enlazador puede tener la estructura -(CHz),-, donde
n es 1-12, preferentemente 2-8 y mas preferentemente 2-6.

Las subunidades de morfolino tienen la estructura:

N
—lﬂ
(@)
donde Pi es un resto formador de pares de bases, y los enlaces representados anteriormente conectan el atomo de
nitrégeno de (i) con el carbono 5' de una subunidad adyacente. Los restos formadores de pares de bases Pi pueden
ser iguales o diferentes y se disefian en general para proporcionar una secuencia que se une con un acido nucleico

diana.

El uso de realizaciones de los tipos de enlace (b1), (b2) y (b3) anteriores para unir subunidades de morfolino puede
ilustrarse graficamente de la siguiente manera:

N 0:!!'—N’R1 3,455 | 8
ombrs? Natnt | T \u-NRR'R o=;‘=—-on
. RsReR3N-_ 1N
o o N
Q it - ¥
% S -
Y— | N
| o |
ANNN

aAfRAN

(b1) (b2) -(03)

Preferentemente, al menos el 5 % de los enlaces en un oligdmero se seleccionan de enlaces cationicos (b1), (b2) y
(b3); en realizaciones adicionales, del 10 % al 35 % de los enlaces se seleccionan de enlaces catidnicos (b1), (b2) y
(b3). Como se ha observado anteriormente, todos los enlaces cationicos en un oligédmero son preferentemente del
mismo tipo o estructura.
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En realizaciones adicionales, los enlaces catidnicos se seleccionan de enlaces (b1') y (b1") como se muestra
posteriormente, donde (b1") se denomina en el presente documento enlace "Pip" y (b1") se denomina en el presente
documento enlace "GuX":

(b17)

En las estructuras anteriores, W es S u O, y es preferentemente O; cada uno de R’ y R? se selecciona de forma
independiente de hidrogeno y alquilo inferior y es preferentemente metilo; y A representa hidrégeno o un
sustituyente no interferente en uno o mas atomos de carbono en (b1') y (b1"). Preferentemente, cada A es
hidrégeno; es decir, el heterociclo de nitrégeno esta preferentemente no sustituido. En realizaciones adicionales, al
menos el 10 % de los enlaces son de tipo (b1') o (b1"); por ejemplo, 20 % a 80 %, 20 % a 50 %, 0 20 % a 30 % de
los enlaces puede ser de tipo (b1') o (b").

En otras realizaciones, el oligdmero no contiene nlngun enlace de tipo (b1) Como alternativa, el oligbmero no
contiene ningun enlace de tipo (b1) donde cada R es H, R*es H o CHs, y R* es H, CHs, o un par de electrones.

En mas realizaciones adicionales, los enlaces cationicos son del tipo (b2), donde L es un enlazador de hasta 12
atomos de longitud que tiene enlaces seleccionados de alquilo (por ejemplo -CH2-CHy-), alcoxi (-CO-) y alquilamino
(por ejemplo -CH»>-NH-), a condicion de que los atomos terminales en L (por ejemplo, los adyacentes a carbonilo o
nitrégeno) sean atomos de carbono.

Las subunidades de morfolino también pueden unirse por enlaces intersubunitarios no basados en fésforo, como se
describe adicionalmente posteriormente, donde al menos un enlace estda modificado con un grupo catiénico colgante
como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, podria emplearse un atomo de nitrogeno 5' en un anillo de
morfolino en un enlace de sulfamida (véase por ejemplo Fig. 2G) o un enlace de urea (donde se remplaza fésforo
con carbono o azufre, respectivamente) y modificarse de una manera analoga al atomo de nitrégeno 5' en la
estructura (b3) anterior.

El oligomero objeto también puede conjugarse con un resto de transporte de péptidos que es eficaz para potenciar el
transporte del oligémero a células. El resto de transporte se une preferentemente a un extremo del oligémero, como
se muestra, por ejemplo, en la Fig. ID, asi como en las Figs. 2P-2Q.

Preferentemente, el resto de transporte comprende de 6 a 16 aminoacidos y estd compuesto de subsecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en (X' Y' X'), (XY'), (X'Z)y (X' Z' Z),
donde

(a) cada subunidad X' representa de forma independiente arginina o un analogo de arglnlna S|endo dIChO
analogo un amlnoaC|do a cationico que comprende una cadena lateral de la estructura R'N= CNHz)R donde R’
es Ho R; R’ es R, NH2, NHR o NR2, donde R es alquilo inferior o alquenilo inferior y puede incluir ademas
oxigeno o nltrogeno R’ y R? pueden formar juntos un anillo; y la cadena lateral se une a dicho aminoacido
mediante R’ o R?;

(b) cada subunldad Y' representa de forma independiente un aminoacido lineal neutro -C(O)-(CHR),-NH-, donde
nesde 1a7ycadaR es de forma independiente H o metilo; y

(c) cada subunidad Z' representa de forma independiente un aminoacido a que tiene una cadena lateral de
aralquilo neutra.
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En realizaciones seleccionadas, el péptido comprende una secuencia que consiste en al menos dos, o al menos
tres, repeticiones de una uUnica subsecuencia seleccionada de (X' Y' X'), (X' Y"), (X' Z') y (X' Z' Z'). Por ejemplo, €l
péptido puede comprender una secuencia representada por una de (X' Y' X')p, (X' Y)my (X' Z'Z'),, donde pes de 2 a
5ymesde2as.

Preferentemente, para cada X', el resto de cadena lateral es guanidilo; cada Y' es -CO-(CHz),-NH-, donde n es de 1
a 7; y cada Z' es fenilalanina. En realizaciones preferidas de Y', n es 2 0 5, de modo que Y' se selecciona de una
subunidad de B-alanina y una subunidad de acido 6-aminohexanoico.

Los péptidos preferidos de este tipo incluyen los que comprenden dimeros de arginina que se alternan con
subunidades individuales Y', donde Y' es preferentemente Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la férmula
(RY'R)4 o la formula (RRY'")s, donde Y' es preferentemente Ahx. En una realizacion, Y' es una subunidad de acido 6-
aminohexanoico y p es 4. En una realizacién adicional, cada Z' es fenilalanina, y m es 3 o 4.

El péptido conjugado esta unido preferentemente a un extremo del oligémero mediante un enlazador Ahx-B, donde
Ahx es una subunidad de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad de B-alanina, como se muestra, por
ejemplo, en la Fig. ID.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona un método para potenciar la actividad antisentido de un
oligdbmero que tiene una secuencia de subunidades morfolino, unidas por enlaces intersubunitarios, que soportan
restos de formacion de pares de bases, modificando dicho oligdmero para contener al menos un enlace
intersubunitario catiénico como se desvela en el presente documento. En una realizacién, dicho enlace o dichos
enlaces intersubunitarios catidnicos no incluyen enlaces de tipo (b1') como se ha representado anteriormente. La
potenciacién de la actividad antisentido puede demostrarse por:

(i) una reduccion de la expresion de una proteina codificada, en relacion con la proporcionada por un oligémero
no modificado correspondiente, cuando la unidn del oligémero antisentido con su secuencia diana es eficaz para
bloguear un codén de inicio de la traduccién para la proteina codificada, o

(ii) un aumento de la expresion de la proteina codificada, en relacién con la proporcionada por oligébmeros no
modificados correspondientes, cuando la unién del oligémero antisentido con su secuencia diana sea eficaz para
bloquear un sitio de corte y empalme aberrante en un pre-ARNm que codifica dicha proteina cuando se corta y
empalma correctamente. Se describen adicionalmente mas adelante ensayos adecuados para la medicién de
estos efectos. En una realizacion, la modificacion proporciona esta actividad en un ensayo de traduccién sin
células, o un ensayo de traduccion de correccion de corte y empalme en cultivo celular, como se describe en el
presente documento. Preferentemente, la actividad esta potenciada en un factor de al menos dos, mas
preferentemente en un factor de al menos cinco, mas preferentemente en un factor de al menos diez.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en métodos para inhibir la producciéon de la
proteina. En consecuencia, un acido nucleico que codifica dicha proteina se expone a un oligémero antisentido que
contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico, y preferentemente que contiene del 20 % al 50 % de dichos
enlaces cationicos, como se desvela en el presente documento, donde los restos de formacién de pares de bases Pi
forman una secuencia eficaz para hibridar con una parte del acido nucleico en una localizacién eficaz para inhibir la
produccion de la proteina. La localizacion puede ser, por ejemplo, un codén de inicio ATG de un ARNm, un sitio de
corte y empalme de un pre-ARNm, o una secuencia diana virica como se describe posteriormente.

Preferentemente, el oligédmero tiene una T, con respecto a la unién con la secuencia diana de mas de
aproximadamente 50 °C, y es captado activamente por células de mamifero. El oligdmero puede conjugarse con un
resto de transporte como se describe en el presente documento para facilitar dicha captacion.

En una realizacion, el oligémero puede usarse en un método para reducir el riesgo de reestenosis en una region de
un vaso coronario de un paciente que se ha tratado por angioplastia coronaria usando un catéter con un baléon
expandible en extremo distal o que esta en un punto de unién formado en una operacién de derivacion coronaria. El
método incluye administrar al paciente, por administracion local directamente en el sitio de la lesién vascular, un
oligémero como se describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico,
y preferentemente que contiene de 20 % a 50 % de dichos enlaces cationicos, que tienen de 12 a 40 subunidades,
incluyendo una secuencia de bases de direccion que es complementaria de otra secuencia diana de al menos 12
bases contiguas dentro de la region del sitio de inicio AUG de ARNm de c-myc humano definido por SEQ ID NO: 59,
en una cantidad eficaz para reducir el riesgo de reestenosis en el paciente. El compuesto se administra por uno de:

(a) contacto de la region del vaso con un depdsito que contiene el compuesto antisentido e introduccion del
compuesto del depdsito en el vaso por iontoforesis o electroporacion;

(b) inyeccion del compuesto del catéter directamente en la region del vaso, bajo presion, a través de inyectores
contenidos en la superficie del globo de catéter, donde dichos inyectores son capaces de penetrar en la tunica
media en el vaso;

(c) inyeccion en o contacto de la region del vaso, de microparticulas que contienen el compuesto antisentido en
forma inmovilizada;
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(d) contacto de la region del vaso con un recubrimiento de hidrogel contenido en la superficie del globo de
catéter, y que contiene el compuesto antisentido en forma difundible;

(e) contacto de la regidon del vaso con un estent que tiene una capa de superficie externa que contiene el
compuesto antisentido en forma difundible; y

(f) inyeccion del compuesto por administracion intravascular, que da como resultado suministro sistémico a los
tejidos vasculares.

El compuesto antisentido puede tener una secuencia de direccion que tiene al menos un 90 % de homologia con la
secuencia identificada por SEQ ID NO: 43 y, como alternativa, al menos 90 % de homologia con una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO: 60 y 61.

En otra realizacion, el oligdmero puede dirigirse contra una secuencia de ARNm que tiene su extremo 5' de 1 a
aproximadamente 25 pares de bases cadena abajo de un punto de unién aceptor de corte y empalme normal en un
ARNm preprocesado. Dicha direccion es eficaz para inhibir el procesamiento de corte y empalme de ARNm natural y
producir ARNm variantes de corte y empalme.

Las proteinas diana adecuadas incluyen, por ejemplo, factores de transcripcion, particularmente proteinas
oncogénicas o protooncogénicas tales como myc, myb, rel, fos, jun, abl, bcl y p53; proteinas de matriz, tales como
integrinas y catedrinas; otras proteinas expresadas por tumores, tales como hCG; telomerasas; proteinas
receptoras; proteinas viricas , tales como las expresadas a partir del ARNm con corte y empalme subgendmico del
VIH, virus del papiloma humano, y parvovirus humano B19; y proteinas inmunomoduladoras tales como, por
ejemplo, CTLA-4, B7-2, PD-1, Foxp3, TGFbeta y receptor de TNF.

En otra realizacion, el oligémero puede usarse para inhibir la replicacion de un virus de ARN de las familias de
picornavirus, calicivirus, togavirus o flavivirus, que tienen un genoma con sentido positivo, monocatenario, de menos
de 12 kb, y una primera fase abierta de lectura que codifica una poliproteina que contiene multiples proteinas
funcionales. En consecuencia, el virus, o, tipicamente, una célula infectada con el virus, se expone a un oligdémero
como se desvela en el presente documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico, y
preferentemente que contiene 20 % a 50 % de dichos enlaces cationicos, y que tiene un secuencia de subunidades
que soportan una secuencia de bases de direccién que es sustancialmente complementaria de una secuencia diana
virica que abarca la region de inicio de la traducciéon de la primera fase abierta de lectura.

Las secuencias de direccion ejemplares tienen al menos 90 % de homologia con una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en:

(i) SEQ ID NO. 62; para un virus de la polio de las cepas Mahoney y Sabin,
(ii) SEQ ID NO. 63, para un virus de la hepatitis A,

(iii) SEQ ID NO. 64, para un rinovirus 14,

(iv) SEQ ID NO. 65, para un rinovirus 16,

(v) SEQ ID NO. 66, para un rinovirus 1B,

Otras secuencias de direccion ejemplares, dirigidas contra un calcivirus, tienen al menos 90 % de homologia con
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

(i) SEQ ID NO. 67, 68 y 69, para un vesivirus de serotipo Pan-1,
(ii) SEQ ID NO. 70, para un calicivirus porcino,

(iii) SEQ ID NO. 71, para un virus de Norwalk, y

(iv) SEQ ID NO. 72, para un calicivirus felino.

Para uso en inhibicién del virus de la hepatitis E, la secuencia de direccion tiene al menos 90 % de homologia con
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 73 y 74. Para uso en la inhibicion de un
flavivirus de la hepatitis C, la secuencia de direccidon es complementaria de una secuencia de al menos 12 bases
contiguas de la regioén del sitio de inicio AUG del VHC identificada por SEQ ID NO: 75. Las secuencias de direccion
ejemplares incluyen las que tienen al menos 90 % de homologia con SEQ ID NO. 18 y 76.

En una realizacion adicional, los oligémeros pueden usarse en la inhibicién de la replicacion dentro una célula
hospedadora de un virus de ARN que tiene un genoma con sentido positivo, monocatenario, y seleccionado de una
de las familias Flaviviridae, Picomoviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Arteriviridae, Coronaviridae, Astroviridae o
Hepeviridae.

El método incluye identificar en primer lugar como una secuencia diana virica, una region dentro de las 40 bases 5'
terminales de la cadena positiva del virus infeccioso cuya secuencia es capaz de formar una estructura secundaria
de tallo-bucle interno. Se construye después, por sintesis de fase solida por etapas, un oligémero que tiene al menos
un enlace intersubunitario catidonico como se describe en el presente documento, y que contiene preferentemente del
20 % al 50 % de dichos enlaces cationicos, y que tiene una secuencia de direccion de al menos 12 subunidades que
es complementaria de la region de genoma del virus capaz de formar una estructura bicatenaria interna, donde el
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oligébmero es capaz de formar con la secuencia diana virica, una estructura de heterodiplex compuesta de la cadena
con sentido positiva del virus y el compuesto oligonucleotidico, y caracterizado por una Tm de disociacion al menos
45 °C y rotura de dicha estructura de tallo-bucle.

La secuencia diana puede identificarse analizando las secuencias 5' terminales, por ejemplo, las 40 bases 5'
terminales, por un programa informatico capaz de realizar predicciones de estructura secundaria basandose en una
busqueda del estado de energia libre minima de la secuencia de ARN de entrada.

En un aspecto relacionado, los oligdmeros pueden usarse en métodos para inhibir en una célula hospedadora de
mamifero, la replicacion de un virus de ARN infeccioso que tiene un genoma con sentido positivo, monocatenario, y
seleccionado de una de las familias Flaviviridae, Picornaviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Arteriviridae,
Coronaviridae, Astroviridae o Hepeviridae. El método incluye la administrar a las células hospedadoras infectadas,
una cantidad inhibidora de virus de un oligdmero como se describe en el presente documento, que tiene una
secuencia de direccion de al menos 12 subunidades que es complementaria de una region dentro de las 40 bases 5'
terminales del genoma virico de cadena positiva que es capaz de formar estructura secundaria de tallo-bucle interna.
El compuesto es eficaz, cuando se administra a las células hospedadoras, para formar una estructura de
heteroduplex (i) compuesta de la cadena con sentido positiva del virus y el compuesto oligonucleotidico, y (ii)
caracterizada por una Tm de disociacion de al menos 45 °C y alteracion de dicha estructura secundaria de tallo-
bucle. El compuesto puede administrarse a un sujeto mamifero infectado con el virus, o en riesgo de infeccion con el
virus.

Para el tratamiento de un Flavivirus o Hepacivirus, la secuencia de direcciéon es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 77, para virus de la encefalitis de San Luis;

(i) SEQ ID NO. 78, para virus de la encefalitis japonesa;

(iii) SEQ ID NO. 79, para un virus de la encefalitis del Valle de Murray;

(iv) SEQ ID NO. 80, para un virus de la fiebre del Nilo occidental;

(v) SEQ ID NO. 81, para un virus de la fiebre amarilla;

(vi) SEQ ID NO. 82, para un virus de dengue de Tipo-2;

(vii) SEQ ID NO. 83, para un virus de la Hepatitis C;

(viii) SEQ ID NO. 84, para un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas;
(ix) SEQ ID NO. 85, para un virus de la fiebre hemorragica de Omsk; y

(x) SEQ ID NO. 86, para un virus Powassan.

Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o partes de estas
secuencias, que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria bicatenaria en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 87 y 88, para virus de la encefalitis de San Luis;

(i) SEQ In NO. 89 y 90, para virus de la encefalitis japonesa;

(iii) SEQ ID NO. 91 y 92, para un virus de la encefalitis del Valle de Murray;

(iv) SEQ ID NO. 93 y 94, para un virus de la fiebre del Nilo occidental;

(v) SEQ ID NO. 95 y 96, para un virus de la fiebre amarilla;

(Vi) SEQ ID NO. 97, 98, para un virus de dengue;

(vii) SEQ ID NO. 99y 100, para un virus de la Hepatitis C;

(viii) SEQ ID NO. 101 y 102, para un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas;
(ix) SEQ ID NO. 103 y 104, para un virus de la fiebre hemorragica de Omsk; y

(x) SEQ ID NO. 105y 106, para un virus Powassan.

Para el tratamiento de un Enterovirus, Rhinovirus, Hepatovirus o Aphthovirus, la secuencia de direccién es
complementaria de una regidn asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes
secuencias:

(i) SEQ ID NO. 107, para un virus de la polio de las cepas Mahoney y Sabin;
(ii) SEQ ID NO. 108, para un enterovirus humano A;
(iii) SEQ ID NO. 109, para un enterovirus humano B;
(iv) SEQ ID NO. 110, para un enterovirus humano C;
(v) SEQ ID NO. 111, para un enterovirus humano D;
(vi) SEQ ID NO. 112, para un enterovirus humano E;
(vii) SEQ ID NO. 113, para un enterovirus bovino;
(viii) SEQ ID NO. 114, para rinovirus humano 89;
(ix) SEQ ID NO. 115, para rinovirus humano B;

(x) SEQ ID NO. 116, para virus de glosopeda; y

(xi) SEQ ID NO. 117, para un virus de la hepatitis A.
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Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o parte de estas
secuencias que solapan con una o mas regiones de la estructura secundaria bicatenaria en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 118 y 119, para un virus de la polio de las cepas Mahoney y Sabin;
(i) SEQ ID NO. 120 y 121, para un enterovirus humano A;
(iii) SEQ ID NO. 122 y 123, para un enterovirus humano B;
(iv) SEQ ID NO. 124 y 125, para un enterovirus humano C;
(v) SEQ ID NO., 126 y 127, para un enterovirus humano D;
(vi) SEQ ID NO. 128 y 129, para un enterovirus humano E;
(vii) SEQ ID NO. 130 y 131, para un enterovirus bovino;
(viii) SEQ ID NO. 132y 133, para rinovirus humano 89;

(ix) SEQ ID NO. 134 y 135, para rinovirus humano B;

(x) SEQ ID NO. 136 y 137, para virus de glosopeda; y

(xi) SEQ ID NO. 138 y 139, para un virus de la hepatitis A.

Para el tratamiento de un calicivirus o Norovirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 140, para un calicivirus felino;

(ii) SEQ ID NO. 141, para un calicivirus canino;

(iii) SEQ ID NO. 142, para un calicivirus entérico porcino;
(iv) SEQ ID NO. 143, para la cepa de calicivirus NB; y
(v) SEQ ID NO. 144, para un virus de Norwalk.

Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o partes de estas
secuencias que se solapan con una o mas regiones de la estructura secundaria bicatenaria en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 145 y 146, para un calicivirus felino;

(i) SEQ ID NO. 147 y 148, para un calicivirus canino;

(iii) SEQ ID NO. 149 y 150, para un calicivirus entérico porcino;
(iv) SEQ ID NO. 151 y 152, para la cepa de calicivirus NB; y
(v) SEQ ID NO. 153 y 154, para un virus de Norwalk.

Para el tratamiento de Hepevirus, virus de la Hepatitis E, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 155.
Las secuencias de direccion ejemplares incluyen SEQ ID NO: 156 y 157, o partes de las mismas que solapan con
una o mas regiones de estructura secundaria en la secuencia diana asociada.

Para el tratamiento de un Rubivirus o Alphavirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 158, para Virus de la Rubeola;

(ii) SEQ ID NO. 159, para virus de la encefalitis equina oriental;

(iii) SEQ ID NO. 160, para virus de la encefalitis equina occidental; y
(iv) SEQ ID NO. 161, para virus de la encefalitis equina Venezolana.

Se identifican secuencias de direccién ejemplares para cada uno de estos virus por los siguientes niumeros de ID de
secuencia, o partes de estas secuencias que solapan con una o mas regiones de la estructura secundaria
bicatenaria en la secuencia diana asociada:

(i) SEQ ID NO. 162 y 163, para virus de la rubeola;

(i) SEQ ID NO. 164 y 165, para virus de la encefalitis equina oriental;

(iii) SEQ ID NO. 166 y 167, para virus de la encefalitis equina occidental; y
(iv) SEQ ID NO. 168 y 169, para virus de la encefalitis equina venezolana

Para el tratamiento de un Coronavirus o Arterivirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 170, para coronavirus de SARS TORZ2;

(ii) SEQ ID NO. 171, para virus de la diarrea epidérmica porcina;
(iii) SEQ ID NO. 172, para virus de la gastroenteritis transmisible;
(iv) SEQ ID NO. 173, para coronavirus bovino;

(v) SEQ ID NO. 174, para coronavirus humano 229E;

(vi) SEQ ID NO. 175, para virus de la hepatitis murina; y
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(vii) SEQ ID NO. 176, para virus de sindrome reproductor y respiratorio porcino.

Se identifican las secuencias de direccion ejemplares para cada uno de estos virus por los siguientes numeros de ID
de secuencia, o partes de las secuencias que solapan con una o mas regiones de la estructura secundaria
bicatenaria en la secuencia diana asociada:

(i) SEQ ID NO. 177 y 178, para coronavirus de SARS TOR2;

(i) SEQ ID NO. 179y 180, para virus de la diarrea epidérmica porcina;

(iii) SEQ ID NO. 181 y 182, para virus de la gastroenteritis transmisible;

(iv) SEQ ID NO. 183 y 184, para coronavirus bovino;

(v) SEQ ID NO. 185y 186, para coronavirus humano 229E;

(vi) SEQ ID NO. 187 y 188, para virus de la hepatitis murina; y

(vii) SEQ ID NO. 189y 190, para virus de sindrome reproductor y respiratorio porcino.

Para tratamiento de un Mamastrovirus, astrovirus humano, la secuencia de direccion es complementaria de una
region asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO:
191. Son secuencias de direccion ejemplares SEQ ID NO. 193 y 194, o partes de estas secuencias que solapan con
una o mas regiones de estructura secundaria bicatenaria en la secuencia diana asociada.

Para el tratamiento de un virus de la arteritis Equina, la secuencia de direccién es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 192.
Son secuencias de direccion ejemplares SEQ ID NO. 195, 196, o partes de estas secuencias que solapan con una o
mas regiones de la estructura secundaria bicatenaria en la secuencia diana asociada.

En un método para inhibir selectivamente la replicacion del VIH-1 en células hematopoyéticas humanas infectadas
por VIH, activadas, por ejemplo, macréfagos o células linfociticas T, dichas células infectadas por VIH-1, activadas,
se exponen a un oligémero antisentido como se describe en el presente documento, que tiene al menos un enlace
intersubunitario catiénico como se describe en el presente documento, y preferentemente que contienen de 20 % a
50 % de dichos enlaces catidnicos, y que tiene una secuencia de bases que es sustancialmente complementaria de
una secuencia diana virica compuesta de al menos 12 bases contiguas en una region de ARN de cadena positiva
del VIH-1 identificada por una de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 197-199,
preferentemente.

En una realizacion, el oligémero es capaz de hibridar con una regién de SEQ ID NO: 197, para inhibir la sintesis de
la proteina Vif del VIH en las células infectadas. EI compuesto en esta realizacién puede tener al menos 12 bases
contiguas de una de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 200-203.

En otra realizacion, el oligdmero es capaz de hibridar con una regién de SEQ ID NO: 18, para inhibir la transcripcion
de transcritos de ARNm del VIH. El compuesto en esta realizacion puede tener al menos 12 bases contiguas de las
secuencias identificadas como SEQ ID NO: 204 y 205.

En otra realizacion, el oligdmero es capaz de hibridar con una region de SEQ ID NO: 19, para inhibir la transcripcion
inversa de ARN virico bloqueando la etapa de transferencia de cadena menos. El compuesto en esta realizacion
puede tener al menos 12 bases contiguas de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 206.

En otra realizacion, el oligdmero puede usarse en un método para inhibir la replicacion de un nidovirus en células
humanas, exponiendo las células a un oligémero como se describe en el presente documento, que contienen al
menos un enlace intersubunitario catiénico, y que contienen preferentemente del 20 % al 50 % de dichos enlaces
catiénicos, en una cantidad suficiente para inhibir la replicacién del nidovirus en las células infectadas por virus. El
oligémero tiene una secuencia que es complementaria de al menos 8 bases contenidas en una secuencia en una
secuencia lider 5' del ARN gendémico de cadena positiva del nidovirus del grupo SEQ ID NO: 207-209, cada
secuencia de las cuales incluye una secuencia reguladora de la transcripcion lider interna; y

El oligdbmero es capaz de formar con el ARN gendomico de cadena positiva de nidovirus una estructura de
heteroduplex caracterizada por (1) una Tm de disociacion de al menos 45 °C, y (2) una formacion de pares de bases
alterada entre las secuencias reguladoras de la transcripcion en la region lider 5' del genoma virico de cadena
positiva y la regién subgendmica 3' de cadena-negativa.

La secuencia del compuesto puede ser complementaria de al menos una parte de la secuencia reguladora de la
transcripcion contenida dentro de una de las secuencias SEQ ID NO: 207-209. Las secuencias de compuesto
ejemplares en esta realizacion incluyen SEQ ID NO: 210-214.

Para uso en la inhibiciéon de la replicaciéon del virus de SARS, el compuesto puede contener una de las secuencias
SEQ ID NO: 213 y 214. Para su uso en la inhibicion de la replicacion de coronavirus humano-229E o corona virus-
humano-OC43, el compuesto puede contener una de las secuencias SEQ ID NO: 210 o 211, para el coronavirus-
229E, y la secuencia SEQ ID NO: 212, para el coronavirus-OC43.
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Para uso en el tratamiento de una infeccién por nidovirus en el sujeto humano, el compuesto puede administrarse
por via oral al sujeto, o por suministro pulmonar, para poner en contacto el compuesto con las células infectadas por
virus.

En otra realizacion, el oligdmero puede usarse en un método para inducir células dendriticas humanas a una
condiciéon de capacidad reducida para activacion especifica de antigenos de células T, y, en células dendriticas
maduras, aumento de la produccion de IL-10 extracelular. EI método incluye exponer una poblacién de células
dendriticas humanas a un oligémero como se describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace
intersubunitario cationico, y preferentemente que contiene de 20 % a 50 % de dichos enlaces cationicos, y que
contiene una secuencia de bases eficaz para hibridar con una regién sensible a la expresiéon de un transcrito de CD-
86 humano preprocesado o procesado identificado, en su forma procesada, por SEQ ID NO: 215, para formar, entre
el compuesto y el transcrito, una estructura de heteroduplex que tiene una Tm de al menos 45 °C. La formacion de
heteroduplex bloquea la expresion de CD86 de longitud completa en las células, que a su vez produce inhibicion de
la expresion de CD86 de longitud completa en la superficie de células dendriticas, y produce expresion potenciada
de IL-10 extracelular por células dendriticas maduras.

Cuando el oligémero antisentido es eficaz para hibridar con una regién diana sensible a la expresion adyacente al
sitio de inicio del transcrito de CD86 humano procesado, el oligdmero puede tener una secuencia de bases que es
complementaria de una regiéon diana que contiene al menos 12 bases contiguas en un transcrito CD86 humano
procesado identificado por SEQ ID NO: 216, donde el compuesto es eficaz para bloquear la traduccion del transcrito
procesado. ElI compuesto antisentido puede tener, por ejemplo, una de las secuencias de bases identificadas por
SEQ ID NO: 48-50.

Cuando el oligdmero antisentido es eficaz para hibridar con un sitio de corte y empalme de CD86 humano
preprocesado, el compuesto puede tener una secuencia de bases que es complementaria de al menos 12 bases
contiguas de un sitio de corte y empalme en un transcrito CD86 humano preprocesado, en el que el compuesto es
eficaz para bloquear el procesamiento de un transcrito CD86 preprocesado para producir un transcrito CD86
procesado, de longitud completa. El sitio de corte y empalme en el transcrito CD86 preprocesado puede tener una
de las secuencias identificadas por SEQ ID NO: 217-220. EI compuesto antisentido puede tener, por ejemplo, una de
las secuencias de bases identificadas por SEQ ID NO: 51-54.

Para el uso en inhibicién del rechazo de trasplantes en un sujeto humano que recibe un tejido u érgano de aloinjerto,
el oligdmero se administra al sujeto en una cantidad eficaz para inhibir la tasa y el grado de rechazo del trasplante.
El compuesto puede administrarse tanto antes como después del trasplante del tejido u 6rgano de aloinjerto en el
sujeto, y puede llevarse a cabo la administracion del compuesto durante un periodo seleccionado de 1-3 semanas.
El compuesto puede administrarse adicionalmente al sujeto, segun sea necesario, para controlar el alcance de
rechazo de trasplante en el sujeto.

Para el uso en el tratamiento de una afeccidon autoinmunitaria en un sujeto humano, el oligdmero puede
administrarse al sujeto, en una cantidad eficaz para reducir la gravedad de la afeccion autoinmunitaria. EI compuesto
puede administrarse durante un periodo de tiempo prolongado, segin sea necesario, para controlar la gravedad de
la afecciéon autoinmunitaria en el sujeto.

En otra realizacién, el oligémero puede usarse en un método para inhibir la replicacion dentro de una célula
hospedadora de un virus de ARN que tiene un genoma con sentido negativo, monocatenario, y seleccionado de la
familia Orthomyxoviridae que incluye los géneros Influenzavirus A, Influenzavirus B e Influenzavirus C. La célula
hospedadora se pone en contacto con un oligdmero como se describe en el presente documento, que contiene al
menos un enlace intersubunitario catiénico, y que contiene preferentemente del 20 % al 50 %, de dichos enlaces
catiénicos y que contienen una secuencia de bases eficaz para hibridar con una regién diana seleccionada de las
siguientes: i) las 25 bases 5 'o 3' terminales de un segmento de ARN virico con sentido negativo de Influenzavirus A,
Influenzavirus B e Influenzavirus C, ii) las 30 bases terminales del extremo 3' terminal de un ARNc con sentido
positivo de Influenzavirus A, Influenzavirus By Influenzavirus C, vy iii) las 50 bases que rodean el codén de inicio
AUG de un ARNm virico de la gripe.

El oligbmero puede administrarse a un sujeto mamifero infectado con el virus de la gripe, o en riesgo de infeccion
con el virus de la gripe.

Para el tratamiento de virus de la gripe A, la secuencia de direccién hibrida con una regién asociada con uno de los
grupos de secuencias identificados como SEQ ID NO: 221 y 222. Son secuencias de direcciéon preferidas las
complementarias de la diana de cadena menos de SEQ ID NO: 222 o la diana de cadena positiva de SEQ ID NO:
221. Los oligébmeros antisentido ejemplares que se dirigen a estas dos regiones se enumeran como SEQ ID NO: 223
y 224, respectivamente.

En otra realizacion, uno o mas oligbmeros como se describen en el presente documento pueden usarse en un

método para inhibir la replicacién dentro de una célula hospedadora de un virus del Ebola o virus de Marburg,
poniendo en contacto la célula con un oligémero como se describe en el presente documento, que contiene al
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menos un enlace intersubunitario cationico, y que contiene preferentemente del 20 % al 50 % de dichos enlaces
catiénicos, y que tiene una secuencia de bases de direccién que es complementaria de una secuencia diana
compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de una region de sitio de inicio AUG de un ARNm de cadena
positiva identificado por una de las secuencias de las secuencias de ARNm de Filovirus seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ NO: 250-255.

Para el tratamiento de una infeccién por virus del Ebola, el compuesto puede tener una secuencia de direccién que
es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de la region de sitio
de inicio AUG de VP35 identificada por una secuencia diana seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
250. Se identifica una secuencia de direccion ejemplar por SEQ ID NO: 1.

En otra realizacién para tratar una infeccién por virus del Ebola, el compuesto puede tener una secuencia de
direccion que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de las
regiones del sitio de inicio AUG de VP24 o AUG de L identificadas por una secuencia diana seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 251 y 252, respectivamente. Las secuencias de direccion ejemplares incluyen SEQ ID
NO: 5y 11, respectivamente.

Para tratar una infeccion por virus de Marburg, el compuesto puede tener una secuencia de direccion que es
complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de la region de sitio de
inicio AUG de VP35 identificada por una secuencia diana identificada por SEQ ID NO: 253. Una secuencia de
direccion ejemplar se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 256 y 257.

En ofra realizacion para tratar una infeccion por virus de Marburg, el compuesto puede tener una secuencia de
direccidon que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de las
regiones de sitio de inicio AUG de VP24 o AUG de L identificadas por una secuencia diana seleccionada del grupo
identificado por SEQ ID NO: 254 y 255, respectivamente. Se identifican secuencias de direccion ejemplares por SEQ
ID NO: 258-260.

Los oligdmeros desvelados en el presente documento también pueden usarse en un método para tratar una
infeccién por filovirus de Ebola o Marburg en un sujeto, administrando al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de un oligébmero que tiene una secuencia de direccion como se ha descrito anteriormente; o en un método para
vacunar a un sujeto mamifero contra el virus del Ebola, pretratando el sujeto con un oligémero como se describe en
el presente documento y que tiene una secuencia de direccion como se ha descrito anteriormente y que expone el
sujeto al virus del Ebola, preferentemente en una forma atenuada.

En otra realizacion, un oligémero como se describe en el presente documento puede usarse en un método para
tratar la pérdida de masa muscular esquelética en un sujeto humano. Las etapas en el método implican

(a) medir los niveles en sangre o tejido de miostatina en el sujeto,

(b) administrar al sujeto una cantidad de inhibidor de la expresion de miostatina de un oligdmero como se
describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario cationico, y
preferentemente que contienen 20 % a 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que tiene una secuencia de bases
eficaz para hibridar con una region sensible a expresion de transcrito de ARN de miostatina humana procesado o
preprocesado, identificado, en su forma procesada, por SEQ ID NO: 225;

(c) mediante esta administracion, formar dentro de células musculares diana en el sujeto una estructura de
heteroduplex con pares de bases compuesta de transcrito de ARN de miostatina humana y el compuesto
antisentido y que tiene una Tm de disociacion de al menos 45 °C, inhibiendo de este modo la expresion de
miostatina en dichas células;

(d) en un tiempo seleccionado después de la administracion del compuesto antisentido, medir un nivel en sangre
o tejido de miostatina en el sujeto; y

(e) repetir la administracion, usando los niveles de miostatina medidos en (d) para ajustar la dosis o el programa
de dosificacion de la cantidad de compuesto antisentido administrada, si es necesario, para reducir los niveles
medidos de miostatina sobre los medidos inicialmente y mantener dichos niveles de miostatina medidos en la
etapa (d) dentro de un intervalo determinado para individuos sanos, normales.

Cuando el oligdmero antisentido es eficaz para hibridar con un sitio de corte y empalme de transcrito de miostatina
humana preprocesado, tiene una secuencia de bases que es complementaria de al menos 12 bases contiguas de un
sitio de corte y empalme en un transcrito de miostatina humana preprocesado, y la formacion del heteroduplex en la
etapa (c) es eficaz para bloquear el procesamiento de un transcrito de miostatina preprocesado para producir un
transcrito de miostatina preprocesado de longitud completa. El sitio de corte y empalme en el transcrito de miostatina
preprocesado puede tener una de las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 226-229. Son secuencias
antisentido ejemplares las identificadas por SEQ ID NO: 230-233.

En otra realizacion, un oligémero como se describe en el presente documento puede usarse en un método para

inhibir la infeccién virica en células de mamifero por un Enterovirus o Rhinovirus en la familia Picornaviridae. El
método comprende exponer las células a un oligdmero antisentido como se describe en el presente documento, que
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contienen al menos un enlace intersubunitario catiénico, y preferentemente que contiene de 20 % a 50 % de dichos
enlaces cationicos, y que tiene una secuencia de direccion de al menos 12 subunidades complementarias de SEQ
ID NO: 55 0 SEQ ID NO: 56 en la cadena con sentido positivo del virus, para formar de este modo una estructura de
heteroduplex compuesta por la cadena con sentido positiva del virus y el oligdmero, caracterizado por una Tm de
disociacion de al menos 45 °C.

El oligdmero puede tener una secuencia contenida en SEQ ID NO: 234, tal como una de las secuencias identificadas
por SEQ ID NO: 235-237. Como alternativa, el oligédmero puede tener una secuencia contenida en SEQ ID NO: 238,
tal como una de las secuencias identificadas por SEQ ID NO: 239-245.

Para su uso en el tratamiento de un sujeto mamifero infectado por un Enterovirus o Rhinovirus en la familia de
Picornaviridae, el oligémero se administra al sujeto en una cantidad farmacéuticamente eficaz. La administracion del
compuesto puede continuarse hasta que se observe una reduccion significativa en la infeccion virica o los sintomas
de la misma. Para su uso en el tratamiento de un sujeto mamifero en riesgo de infeccion por un Enterovirus o
Rhinovirus en la familia Picornaviridae, el oligobmero se administra al sujeto en una cantidad eficaz para inhibir la
infeccion de células hospedadoras del sujeto por el virus.

En otra realizacion, un oligémero como se describe en el presente documento puede usarse en un método para
suprimir una respuesta inmunitaria en un sujeto mamifero, por ejemplo para el tratamiento o la prevenciéon de una
afeccion autoinmunitaria o rechazo de trasplante, administrando al sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de
un oligdmero como se describe en el presente documento, que contienen al menos un enlace intersubunitario
catiénico, y que contiene preferentemente del 20 % al 50 % de dichos enlaces catidnicos y que tiene una secuencia
de direccién de al menos 12 subunidades que es complementaria de al menos 12 subunidades de una secuencia
diana identificada por SEQ ID NO: 246, que abarca el punto de union de corte y empalme entre el intrén 1 y el exdn
2 del ARNm de antigeno-4 de células T (CTLA-4) preprocesado del sujeto. El compuesto es capaz de reaccionar
con el ARNm de CTLA-4 preprocesado en células de mamifero para formar un heteroduplex (i) caracterizado por
una Tm de disociacion de al menos 45 °C, y (ii) eficaz para aumentar la relacion de ARNm procesado que codifica
CTLA-4 independiente del ligando con respecto a ARNm procesado que codifica CTLA-4 de longitud completa en las
células.

Para la prevencion del rechazo de trasplantes en un sujeto humano que se ha programado que reciba un trasplante
de 6rgano alogénico, la administracion del compuesto puede iniciarse al menos una semana antes del trasplante
programado. Para el tratamiento de una afeccion autoinmunitaria, la administracion del compuesto puede
continuarse hasta que se observe una mejora deseada en la afeccion autoinmunitaria.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A ilustra una estructura de enlace sin carga ejemplar, y las Figs. 1B y 1C ilustran estructuras de
enlace catidnico ejemplares de la invencion, donde cada B es de forma independiente un resto de formacion de
pares de bases.

La Figura 1D ilustra un oligdmero morfolino que contiene enlaces intersubunitarios cationicos ejemplares y
conjugado en un extremo con un resto de transporte de péptido rico en arginina. (Aunque se ilustran multiples
tipos de enlace cationico en las Figs. 1C y 1D, un oligémero incluira tipicamente un tipo de enlace catiénico).

La Figura 2A muestra subunidades de morfolino representativas 1a-e con reconocimiento protegido, restos Pi de
A, C,GTel

La Figura 2B muestra esquemas sintéticos para la preparacion de las subunidades de la Fig. 2A a partir de los
ribonucledsidos correspondientes.

La Figura 2C ilustra la preparacion de subunidades protegidas, activadas, para la preparacion de enlace de tipo
(a) (sin carga) y enlace de tipos (b1) y (b2) (con carga) como se designa en el presente documento.

La Figura 2D es un esquema de una ruta sintética que puede usarse para preparar subunidades morfolino que
contienen el enlace de (1-piperazino) fosfinilidenoxi ("Pip").

Las Figuras 2E y 2F ilustran la preparacion de subunidades protegidas, activadas, para la preparacion de
enlaces de tipo (b3) (con carga) como se designa en el presente documento.

La Figura 2G ilustra la preparacion de subunidades que pueden usarse para preparar enlaces analogos de tipo
(b3) (con carga) pero basados en enlaces que no contiene fésforo, especialmente enlaces de sulfonamida.

La Figura 2H ilustra la preparacion de un enlace de disulfuro, para su uso en la modificacion de una resina de
sintesis usada para la preparacion por etapas de un oligdmero morfolino, que permite la liberacion sencilla del
oligémero por tratamiento con tiol.

La Figura 2l ilustra la introduccion de un resto que contiene trietilenglicol ("Cola") que aumenta la solubilidad
acuosa de oligdbmeros antisentido sintéticos.

La Figura 2J ilustra la preparacion de resinas Utiles para la sintesis de fase sdlida de oligémeros morfolino.

La Figura 2K ilustra la preparacion de la subunidad G de morfolino N2, 06-protegida para sintesis de oligémeros
a gran escala.

La Figura 2L ilustra la introduccién de grupos de guanidinio por guanilacién directa de aminas en los oligémeros
morfolino.
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La Figura 2M ilustra la introduccion de grupos de guanidinio en oligémeros morfolino mediante la incorporacion
de aminoacidos y acidos de guanidino.

La Figura 2N ilustra la introducciéon de grupos de guanidinio en oligdmeros morfolino por la incorporacion de
acidos de guanidino en posiciones tanto de cadena principal como terminales.

La Figura 20 ilustra la introduccién de péptidos en los oligdmeros morfolino de la cadena principal.

La Figura 2P ilustra la introduccion de péptidos de transporte en el extremo 3' de oligdmeros morfolino que tienen
grupos con carga de enlace de tipo b1 en la cadena principal.

La Figura 2Q ilustra la introduccién de péptidos de transporte en el extremo 3' de oligémeros morfolino que tienen
enlaces GuX en la cadena principal.

La Figura 2R ilustra la alquilacion reductora de aminas de oligémeros morfolino.

La Figura 3 muestra la actividad antisentido aumentada de +PMO con enlaces cationicos que se dirigen al ARNm
de VP24 de EBOV en comparacion con PMO sin carga en un ensayo de traduccién sin células. Los +PMO
usados fueron VP24-8+ (SEQ ID NO: 10) y VP245'trm6+ (SEQ ID NO: 9) con 8 y 6 enlaces catidnicos,
respectivamente, en comparacion con sus homélogos de PMO sin carga (SEQ ID NO: 5y 15, respectivamente).
La Figura 4 muestra la actividad antisentido aumentada de +PMO que se dirige al ARNm del gen L de EBOV en
un ensayo de traduccion sin células.

La Figura 5 muestra la especificidad del +PMO que se dirige al ARNm del gen L de EBOV cuando se usa en un
ensayo de traduccion sin células programado con ARNm de luciferasa:VP35 de EBOV. El grafico demuestra que
no hay actividad antisentido fuera de la diana hasta concentracion de +PMO de 1 mM.

La Figura 6 es una representacion de la eficacia del tratamiento, expresada como un porcentaje de los ratones
supervivientes durante un periodo de 14 dias después de la infeccion, para tres +PMO diferentes que se dirigen
al gen de VP24 de EBOV (VP24-2+, VP24-4a+ y VP24-4b+; SEQ ID NO: 6-8, respectivamente) en comparacion
con el control de PMO sin carga (VP-24; SEQ ID NO: 5) y un control de tratamiento negativo de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS).

La Figura 7 muestra la actividad antisentido aumentada de +PMO, con diferentes distribuciones de enlaces "Pip"
catiénicos (P8-centralizado, P8-dispersado, P6-dispersado, P4-dispersado y P8-polarizado; en relacién con PMO
sin carga ("705"; SEQ ID NO: 286) en un ensayo de traduccion de correccion de corte y empalme en cultivo
celular, descrito en Materiales y Métodos.

La Figura 8 muestra la actividad antisentido aumentada de +PMO-GuX, con diferentes distribuciones de enlaces
"GuX" catidnicos (G8-centralizado, G8-dispersado, G6-dispersado, G4-dispersado y G8-polarizado; SEQ ID NO:
48-52) en relacion con PMO sin carga (SEQ ID NO: 286) en un ensayo de traduccion de correccién de corte y
empalme en cultivo celular, como se describe para la Fig. 8.

La Figura 9 compara actividades antisentido de +PMO con Pip-modificado "P8-centralizado" (véase Fig. 7) y
+PMO-GuX con GuX-modificado "G8-centralizado" (véase Fig. 8) con homologos de secuencia mezclados (SCR)
y PMO sin carga en un ensayo de traduccion de correccion de corte y empalme en cultivo celular, como se
describe para la Fig. 8.

La Figura 10 muestra afinidades de unién (Tm) de oligémeros de +PMO y +PMO-GuX seleccionados de las Figs.
7 y 8 en comparacion con PMO sin carga de la misma secuencia.

Las Figuras 11A-B muestran el aumento de la actividad de captacion/antisentido de +PMO, +PMO-GuX y PMO
sin carga conjugado con péptido ("PPMO") en relacion con PMO sin carga no conjugado (SEQ ID NO: 286) en un
ensayo de traduccion de correccion de corte y empalme en cultivo celular, como se describe para la Fig. 7. La
Figura 11A muestra efectos dependientes de la concentracion hasta 10 uM, y la Fig. 11B muestra efectos
dependientes de la concentracién hasta 100 pM.

La Figura 12 es un grafico de inhibicion de +PMO de la traduccion sin células del ARNm del gen de fusion de
luciferasa:CYP3A2 en comparacion con el PMO CYP3AZ2 sin carga (SEQ ID NO: 35-42). También se muestran
valores de CE50 para los diversos +PMO y PMO.

Descripcion detallada
I. Definiciones

Las expresiones a continuacion, como se usa en el presente documento, tienen los siguientes significados, a no ser
que se indique otra cosa:

Las expresiones “oligdmero antisentido” o “compuesto antisentido” se usan indistintamente y se refieren a una
secuencia de subunidades, que tienen cada uno una base portada en una subunidad de cadena principal
compuesta de ribosa y otro azicar pentosa o grupo de morfolino, y donde los grupos de cadena principal se
unen por enlaces intersubunitarios que permiten que las bases en el compuesto hibriden con una secuencia
diana en un acido nucleico (tipicamente un ARN) por formacién de pares de bases de Watson-Crick, para formar
un heteroduplex de acido nucleico:oligbmero dentro de la secuencia diana. El oligbmero puede tener
complementariedad de secuencia exacta con la secuencia diana o casi complementariedad. Dichos oligémeros
antisentido se disefian para bloquear o inhibir la traduccion del ARNm que contiene la secuencia diana, y puede
decirse que estan “dirigidos a” una secuencia con la que hibridan.

Un “oligémero morfolino” se refiere a una molécula polimérica que tiene una cadena principal que soporta bases
capaces de formar enlaces de hidrogeno con polinucleétidos tipicos, en la que el polimero carece de un resto de
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cadena principal de azlcar pentosa, y mas especificamente una cadena principal de ribosa unida por enlaces
fosfodiéster que es tipica de nucleétidos y nucledsidos, pero que en su lugar contiene un anillo de nitrégeno con
acoplamiento a través del nitrégeno anular. Un oligdbmero “morfolino” preferido estd compuesto por estructuras
subunitarias de morfolino unidas entre si por enlaces (tio)fosforamidato o (tio)fosforodiamidato, que unen el
nitrégeno de morfolino de una subunidad con el carbono exociclico 5’ de una subunidad adyacente, incluyendo cada
subunidad un resto de formacién de pares de bases de purina o pirimidina eficaz para unir, por enlaces de hidrégeno
especificos de bases, con una base en un polinucledtido. Se detallan oligémeros morfolino (incluyendo oligémeros
antisentido), por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos del mismo propietario que la presente N.° 5.698.685,
5.217.866, 5142.047, 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.521.063 y 5.506.337.

Un grupo de “fosforamidato” comprende fésforo que tiene tres atomos de oxigeno unidos y un atomo de nitrégeno
unido, mientras que un grupo de “fosforodiamidato” (véase por ejemplo Figs. 1A-B) comprende fésforo que tiene dos
atomos de oxigeno unidos y dos atomos de nitrdgeno unidos. En los enlaces intersubunitarios sin carga o catiénicos
de los oligdmeros descritos en el presente documento, un nitrégeno siempre esta colgante de la cadena principal. El
segundo nitrdgeno, en un enlace de fosforodiamidato, es tipicamente el nitrégeno anular en una estructura anular de
un morfolino (de nuevo, véase Figs. 1A-B).

En un enlace tiofosforamidato o tiofosforodiamidato, un atomo de oxigeno, tipicamente el oxigeno colgante de la
cadena principal en los oligdmeros descritos en el presente documento, se reemplaza con azufre.

Las expresiones “con carga”, “sin carga”, “catiénico” y “aniénico” como se usan en el presente documento se refiere
al estado predominante de un resto quimico a pH casi neutro, por ejemplo aproximadamente 6 a 8. Preferentemente,
la expresion se refiere al estado predominante del resto quimico a pH fisiologico, es decir, aproximadamente 7,4.

“Alquilo inferior” se refiere a un radical de alquilo de uno a seis atomos de carbono, como se ejemplifica por metilo,
etilo, n-butilo, i-butilo, t-butilo, isoamilo, n-pentilo e isopentilo. En realizaciones seleccionadas, un grupo de “alquilo
inferior” tiene de uno a cuatro atomos de carbono o 1-2 atomos de carbono; es decir metilo o etilo. De forma
analoga, “alquenilo inferior” se refiere a un radical de alquenilo de dos a seis, preferentemente tres o cuatro, atomos
de carbono, como se ejemplifica por alilo y butenilo.

Un sustituyente “no interferente” es uno que no afecta de forma adversa a la capacidad de un oligémero antisentido
como se describe en el presente documento a unirse con su diana pretendida. Dichos sustituyentes incluyen grupos
pequenos y preferentemente no polares tales como metilo, etilo, metoxi, etoxi, hidroxi o fluoro.

Un oligonucledtido u oligémero antisentido “hibrida especificamente” con un polinucleétido diana si el oligémero
hibrida con la diana en condiciones fisioldgicas, con una Tm mayor de 37 °C. La “Tm” de un oligdmero es la
temperatura a la que el 50 % hibrida con un polinucleétido complementario. La Tm se determina en condiciones
convencionales en solucién salina fisioldgica, como se describe, por ejemplo, en Miyada et al., Methods Enzymol.
154: 94-107 (1987).

Los polinucleétidos se describen como “complementarios” entre si cuando se produce hibridacién en una
configuracion antiparalela entre dos polinucleétidos monocatenarios. La complementariedad (el grado en que un
polinucledtido es complementario de otro) es cuantificable con respecto a la proporcion de bases en cadenas
opuestas que se espera que formen enlaces de hidrégeno entre si, de acuerdo con normas de formacion de pares
de bases generalmente aceptadas.

Una primera secuencia es una “secuencia antisentido” con respecto a una segunda secuencia si un polinucleétido
cuya secuencia es la primera secuencia se une especificamente, o hibrida especificamente, con la segunda
secuencia polinucleotidica en condiciones fisiologicas.

La expresion “secuencia de direccion” es la secuencia en el analogo de oligonucleétido que es complementaria (lo
que significa, ademas, sustancialmente complementaria) de la secuencia diana en el genoma de ARN. La secuencia
completa, o solamente una parte, del compuesto analogo puede ser complementaria de la secuencia diana. Por
ejemplo, en un analogo que tiene 20 bases, solamente 12-14 pueden ser secuencias de direccion. Tipicamente, la
secuencia de direccion esta formada por bases contiguas en el analogo, pero puede como alternativa estar formada
de secuencias no contiguas que cuando se colocan juntas, por ejemplo, de extremos opuestos del analogo,
constituyen una secuencia que abarca la secuencia diana.

Las secuencias diana y de direccion se describen como “complementarias” entre si cuando se produce hibridacion
en una configuracién antiparalela. Una secuencia de direccion puede tener complementariedad “cercana” o
“sustancial” con la secuencia diana y aun actuar para el fin de los métodos descritos por la presente, es decir, aun
ser “complementaria”. Preferentemente, los compuestos analogos de oligonucledtidos empleados en los métodos
descritos por la presente tienen como maximo un desapareamiento con la secuencia diana de 10 nucleétidos, y
preferentemente como maximo un desapareamiento de 20. Como alternativa, los oligémeros antisentido empleados
tienen al menos 90 % de homologia de secuencia, y preferentemente al menos 95 % de homologia de secuencia,
con las secuencias de direccion ejemplares designadas en el presente documento. Para fines de unidn
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complementaria con una diana de ARN, y como se analiza posteriormente, una base de guanina puede ser
complementaria de una base de ARN de citosina o uracilo.

Un analogo de oligonucledtido “hibrida especificamente” con un polinucleétido diana si el oligémero hibrida con la
diana en condiciones fisioldgicas, con una T, sustancialmente mayor de 45 °C, preferentemente al menos 50 °C, y
tipicamente 60 °C-80 °C o mayor. Dicha hibridacion corresponde preferentemente a condiciones de hibridacion
rigurosas. A una fuerza idénica y un pH dados, la T, es la temperatura a la que el 50 % de una secuencia diana
hibrida con un polinucleétido complementario. De huevo, dicha hibridacién puede producirse con complementariedad
“cercana” o “sustancial” del oligémero antisentido con la secuencia diana, asi como con complementariedad exacta.

Un “heteroduplex” se refiere a una doble cadena entre un analogo de oligonucledtido y la parte complementaria de
un ARN diana. Un “heteroduplex resistente a nucleasa” se refiere a un heteroduiplex formado por la unién de un
oligémero antisentido con su diana complementaria, de modo que el heteroduplex sea sustancialmente resistente a
la degradacion in vivo por nucleasas intracelulares y extracelulares, tales como RNasa H, que son capaces de cortar
complejos bicatenarios de ARN/ARN o ARN/ADN.

Un agente es “captado de forma activa por células de mamifero” cuando el agente puede entrar en la célula por un
mecanismo distinto de difusidn pasiva a través de la membrana celular. El agente puede transportarse, por ejemplo,
por “transporte activo”, en referencia a transporte de agentes a través de una membrana celular de mamifero
mediante por ejemplo un mecanismo de transporte dependiente de ATP, o mediante “transporte facilitado”, en
referencia a transporte de agentes antisentido a través de la membrana celular por un mecanismo de transporte que
requiere la unién del agente con una proteina de transporte, que después facilita el pase del agente unido a través
de la membrana.

Las expresiones “modulacion de la expresion” y/o “actividad antisentido” se refieren a la capacidad de un oligdmero
antisentido para potenciar o, mas tipicamente, reducir la expresién de una proteina dada, mediante interferencia con
la expresion o traduccion de ARN. En el caso de expresion de proteinas reducida, el oligdmero antisentido puede
bloquear directamente la expresion de un gen dado, o contribuir a la degradacion acelerada del ARN transcrito a
partir de ese gen. Se cree que los oligdmeros morfolino como se describen en el presente documento actdan
mediante el primer mecanismo (bloqueo estérico). Las dianas antisentido preferidas para oligdmeros de bloqueo
estérico incluyen la region de codén de inicio ATG, sitios de corte y empalme, regiones estrechamente adyacentes a
sitios de corte y empalme y region no traducida 5° de ARNm, aunque otras regiones se han dirigido exitosamente
usando oligdmeros morfolino.

Una “subunidad de aminoacido” es preferentemente un resto de a-aminoacido (-CO-CHR-NH-); también puede ser
un resto de aminoacido 3 u otro (por ejemplo —CO-CH2CHR-NH-), donde R es una cadena lateral.

La expresion “aminoacido de origen natural” se refiere a un aminoacido presente en proteinas halladas en la
naturaleza. La expresion “aminoacidos no naturales” se refiere a los aminoacidos no presentes en proteinas halladas
en la naturaleza; los ejemplos incluyen beta-alanina (3-Ala) y acido 6-aminohexanoico (Ahx).

Una “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de oligémero antisentido
administrado a un sujeto mamifero, como una Unica dosis o como parte de una serie de dosis, que es eficaz para
producir un efecto terapéutico deseado, tipicamente inhibiendo la traducciéon de una secuencia de acido nucleico
diana seleccionada.

El “tratamiento” de un individuo (por ejemplo un mamifero, tal como un ser humano) o una célula es cualquier tipo de
intervencion usada en un intento de alterar la evolucién natural del individuo o la célula. El tratamiento incluye, pero
sin limitacion, la administracion de una composicion farmacéutica, y puede realizarse bien de forma profilactica o
bien después del inicio de un acontecimiento patolégico o en contacto con un agente etiolégico.

Il. Elementos estructurales de oligdmeros objeto

A. Oligémeros con enlaces intersubunitarios catidnicos

La invencion proporciona, en un aspecto, un oligdmero que comprende una cadena principal que consiste en una
secuencia de estructuras anulares de morfolino unidas por enlaces intersubunitarios, donde cada una de dichas
estructuras anulares soporta un resto de formacion de pares de base, de modo que dicho oligdmero puede unirse de
una manera especifica de secuencia con un acido nucleico diana, y donde al menos un enlace intersubunitario entre
dos de dichas estructuras anulares consecutivas contiene un grupo catiénico colgante. El grupo colgante porta un
atomo de nitrégeno distal que puede portar una carga positiva a pH neutro o casi neutro (por ejemplo fisioldgico).

Los enlaces intersubunitarios son preferentemente enlaces que contienen fésforo, que tienen la estructura:
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—s
l

donde

WesS u O y es preferentemente O,
X =NR'R? u OR®,
Y=00NR/, y cada uno de dichos enlaces en el oligdbmero se seleccionada de:

(a) enlace sin carga (a), donde cada uno de R', R%, R® y R’ se selecciona de forma independiente de
hidrégeno y alquilo inferior;

(b1) enlace catidnico (b1), donde NR'R*eY =0 Y NR'R? representa un grupo de piperazino opcionalmente
sustituido, de modo que R'R? = -CHRCHRN(R?)(R*)CHRCHR-, donde

cada R es de forma independiente H o CHj,

R es H, CHs o un par de electrones, y

R? se selecciona de G, alquilo inferior, por ejemplo CHs, C(=NH)NH,, Z-L-NHC(=NH)NH, y [C(O)CHR'NH]nH,
donde:

Z es C(O) o un enlace directo, L es un enlazador opcional de hasta 18 atomos de longitud, preferentemente
hasta 12 atomos, y mas preferentemente hasta 8 atomos de longitud, que tiene enlaces seleccionados de
alquilo, alcoxi y alquilamino, R’ es una cadena lateral de un aminoacido de origen natural o un homologo de
uno o dos carbonos del mismoy m es 1 a 6, preferentemente 1a4;

(b2) enlace catidnico (b2), donde X = NR R?’eY =0, R'=Ho CHs y R* =LNR’R*R®, donde L, R® y R* son
como se ha definido anteriormente, y R® es H, anU|Io |nfer|or o} (aICOX|)anuno |nfer|or Y,

(b3) enlace cationico (b3), donde Y =NR’ y X = OR®, y R” = LNR’R*R® donde L, R?, R* y R® son como se ha
definido anteriormente y R°esHo alquilo inferior;

y al menos uno de dichos enlaces se selecciona de enlaces catidnicos (b1), (b2) y (b3).

Preferentemente, el oligémero incluye al menos dos enlaces consecutivos de tipo (a) (es decir, enlaces sin carga).
En realizaciones adicionales, al menos el 5 % de los enlaces en el oligomero son enlaces catidnicos (es decir de tipo
(b1), (b2) o (b3)); por ejemplo, 10 % a 80 %, 10 % a 50 % o 10 % a 35 % de los enlaces pueden ser enlaces
cationicos.

En una realizacion, al menos un enlace es de tipo (b1), donde, preferentemente, cada R es H, R* es H, CHs, o un
par de electrones, y R® se seleccmna de H, alquilo inferior, por ejemplo CH3s, C(=NH)NH,, y C(O)-L-NHC(=NH)NH..
Las dos Ultimas realizaciones de R® proporcionan un resto de guanidino, unido directamente con el anlllo de
piperazina o colgante de un grupo enlazador L, respectivamente. Para facilitar la sintesis, la variable Z en R® es
preferentemente C(O) (carboni), como se muestra.

El grupo enlazador L, como se ha indicado anteriormente, contiene enlaces en su cadena principal seleccionados de
alquilo (por ejemplo, -CH2-CH>-), alcoxi (-C-O-), y alquilamino (por ejemplo, -CH>-NH-), a condicion de que los
atomos terminales en L (por ejemplo, los adyacentes a carbonilo o nitrégeno) sean atomos de carbono. Aunque son
posibles enlaces ramificados (por ejemplo, -CH>-CHCHs-), el enlazador esta preferentemente no ramificado. En una
realizacion, el enlazador es un enlazador de hidrocarburo. Dicho enlazador puede tener la estructura -(CHz),-, donde
n es 1-12, preferentemente 2-8 y mas preferentemente 2-6.

Las subunidades de morfolino tienen la estructura:

e Pi
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donde Pi es un resto formador de pares de bases, y los enlaces representados anteriormente conectan el atomo de
nitrégeno de (i) con el carbono 5’ de una subunidad adyacente. Los restos formadores de pares de bases Pi pueden
ser iguales o diferentes y en general se disefian para proporcionar una secuencia que se une con un acido nucleico

diana.
5
El uso de realizaciones de los tipos de enlace (b1), (b2) y (b3) anteriores para unir subunidades de morfolino puede
ilustrarse graficamente de la siguiente manera:
" . Pl Pi
. Pl 0: |
o) o N ) N y
NJ - \ZR‘- . N
b Nertrt O N Y ANRIRRE 0==p—or®
O==p—N  NR'R ‘L _ |
Sl ReAN N
- o: T] - P
' AP .
aAnAN o wman
(b1) o (b2) (b3)
10

Preferentemente, todos los enlaces cationicos en el oligdmero son del mismo tipo; es decir todos de tipo (b1), todos
de tipo (b2) o todos de tipo (b3).

En realizaciones adicionales, los enlaces catidénicos se seleccionan de enlaces (b1’) y (b1”) como se muestra
15 posteriormente, donde (b1”) se denomina en el presente documento un enlace “Pip” y (b1”) se denomina en el
presente documento enlace “GuX”:

w=P—N(R'R?) W=P—N NH,*
1 - N/ 2

e [V

(@)
-t NG
Wb\ e
W—F"—N N\r\/\/\NANHZ
L o H o+
(b1”)

20
En las estructuras anteriores, W es S u O, y es preferentemente O; cada uno de R’ y R? se selecciona de forma
independiente de hidrogeno y alquilo inferior y es preferentemente metilo; y A representa hidrégeno o un
sustituyente no interferente en uno o mas atomos de carbono en (b1’) y (b1”). Preferentemente, los carbonos
anulares en el anillo de piperazina no estan sustituidos; sin embargo, pueden incluir sustituyentes no interferentes,
25 tales como metilo o fldor. Preferentemente, como maximo se sustituyen asi uno o dos atomos de carbono.

En realizaciones adicionales, al menos 10 % de los enlaces son de tipo (b1’) o (b1”); por ejemplo, 20 % a 80 %,
20 % a 50 % o0 20 % a 30 % de los enlaces pueden ser del tipo (b1’) o (b1”).

30 En otras realizaciones, el oligédmero no contiene ningun enlace del tipo (b1’) anterior. Como alternativa, el oligémero
no contiene ningtin enlace del tipo (b1) donde cada R es H, R* es H o CHs y R* es H, CHs, o un par de electrones.
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Las subunidades de morfolino también pueden estar unidas por enlaces intersubunitarios no basados en fésforo,
como se describe adicionalmente mas adelante, donde al menos un enlace esta modificado con un grupo catiénico
colgante como se ha descrito anteriormente.

Podrian usarse otros enlaces de analogos de oligonucleétidos que no tienen carga en su estado no modificado pero
que también podrian portar un sustituyente de amina colgante. Por ejemplo, un atomo de nitrégeno 5’ en un anillo de
morfolino podria emplearse en un enlace de sulfamida (véase por ejemplo Fig. 2G) o un enlace de urea (donde el
fésforo se reemplaza con carbono o azufre, respectivamente) y modificarse de una manera analoga al atomo de
nitrégeno 5’ en la estructura (b3) anterior.

Se proporcionan oligdmeros que tienen cualquier variedad de enlaces cationicos, incluyendo oligdmeros con todos
los enlaces cationicos. Preferentemente, sin embargo, los oligdmeros tienen carga parcial, teniendo, por ejemplo, 5,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 por ciento de enlaces catidnicos. En realizaciones seleccionadas,
aproximadamente 10 a 80, 20 a 80, 20 a 60, 20 a 50, 20 a 40 o aproximadamente 20 a 35 de los enlaces son
cationicos.

En una realizacion, los enlaces catidnicos se intercalan a lo largo de la cadena principal. Los oligdbmeros con carga
parcial preferentemente contienen al menos dos enlaces sin carga consecutivos; es decir, el oligdmero
preferentemente no tiene un patréon estrictamente alternante a lo largo de su longitud completa.

También se consideran oligdbmeros que tienen bloques de enlaces catidnicos y bloques de enlaces sin carga; por
ejemplo, un bloque central de enlaces sin carga puede estar flanqueado por bloques de enlaces catidnicos, o
viceversa. En una realizacion, el oligdmero tiene regiones 5”, 3” y centrales de longitud aproximadamente igual, y el
porcentaje de enlaces catiénicos en la region central es mayor de aproximadamente 50 %, preferentemente mayor
de aproximadamente 70 %.

Los oligbmeros para uso en aplicaciones antisentido generalmente varian en su longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 40 subunidades, mas preferentemente de aproximadamente 15 a 25 subunidades. Por ejemplo,
un oligémero de la invencién que tiene 19-20 subunidades, una longitud util para un oligdbmero antisentido, puede
tener idealmente de dos a siete, por ejemplo de cuatro a seis, o de tres a cinco, enlaces cationicos, y el resto de
enlaces sin carga. Un oligdémero que tiene 14-15 subunidades puede idealmente tener de dos a cinco, por ejemplo 3
0 4, enlaces catidnicos y el resto de enlaces sin carga.

Cada estructura anular de morfolino soporta un resto de formacion de pares de bases, para formar una secuencia de
restos de formacion de pares de bases que se disefa tipicamente para hibridar con una diana antisentido
seleccionada en una célula o en un sujeto que se trata. El resto de formacion de pares de bases puede ser una
purina o pirimidina hallada en ADN o ARN nativo (A, G, C, T o U) o un analogo, tal como hipoxantina (el componente
basico del nucledsido inosina) o 5-metil citosina.

Como se ha indicado anteriormente, el oligonucleétido sustancialmente sin carga puede modificarse, de acuerdo con
un aspecto de la invencion, para incluir uno o mas enlaces con carga, por ejemplo hasta aproximadamente 1 por
cada 2-5 enlaces sin carga, tipicamente 3-5 por cada 10 enlaces sin carga. Se ha visto una mejora 6ptima en la
actividad antisentido donde hasta aproximadamente la mitad de los enlaces de cadena principal son catiénicos. Se
ve tipicamente algo de potenciacion, pero no potenciacidon maxima, con un numero pequeiio, por ejemplo, 10-20 %
de enlaces catiénicos; donde el nimero de enlaces catiénicos supera el 50-60 %, la especificidad de secuencia de la
unién antisentido con su diana puede estar comprometida o perderse.

Los experimentos adicionales realizados en apoyo de la presente invencion indican que la potenciacion vista con
cargas de cadena principal catidnicas afadidas puede potenciarse adicionalmente, en algunos casos, distribuyendo
el volumen de las cargas cerca de los enlaces de cadena principal de “regidn central” del oligonucleétido antisentido,
por ejemplo, en un oligonucleétido de 20 unidades con 8 enlaces de cadena principal catiénicos, que tienen 70 %-
100 % de estos enlaces con carga localizados en los 10 enlaces mas centrales.

B. Transportadores de péptidos

El oligdmero objeto también puede conjugarse con un resto de transporte de péptidos que es eficaz para potenciar el
transporte del oligémero a células. El resto de transporte se une preferentemente con un extremo de los oligdmeros,
como se muestra, por ejemplo, en la Figura 1D, asi como en las Figuras 2P-2Q.

Preferentemente, el resto de transporte comprende de 6 a 16 aminoacidos y estd compuesto de subsecuencias
seleccionadas del grupo representado por (X'Y’X), (X'Y’), (XZ')y (XZ'Z),
donde

(a) cada subunidad X’ representa de forma independiente lisina, arginina o un analogo de arginina, siendo dicho

analogo un aminoacido a catidnico que comprende una cadena lateral de la estructura R'N=C(NH2)R?, donde R'
es Ho R; R? es R, NH2, NHR o NRZ, donde R es alquilo inferior o alquenilo inferior y puede incluir ademas
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oxigeno o nitrogeno; R' y R? pueden formar juntos un anillo; y la cadena lateral se une a dicho aminoacido
mediante R' o RZ;

(b) cada subunidad Y’ representa de forma independiente un aminoacido lineal neutro -C(O)-(CHR),-NH-, donde
nesde 1a7ycadaR es de forma independiente H o metilo; y

(c) cada subunidad Z' representa de forma independiente un aminoacido o que tiene una cadena lateral de
aralquilo neutra.

Como se usa en el presente documento, una proteina vehiculo estd “compuesta de las subsecuencias
seleccionadas del grupo representado por X'Y'X', XY’, X'ZZ y X'Z” si sustancialmente todos sus aminoacidos
pueden representarse por una serie no solapante de las subsecuencias, o variaciones posicionales de las mismas,
por ejemplo, (X’XY")n, (XY X ), (YXX)n, (YX ), (XY)XXY)XY)XXY"), (XY )(XXY)m, (XFF), o (FFX),. La
proteina puede alojar un numero pequefo, por ejemplo, 1-3, de aminoacidos neutros distintos de Y.

En realizaciones seleccionadas, el péptido comprende una secuencia que consiste en al menos dos, o al menos
tres, repeticiones de una uUnica subsecuencia seleccionada de (X'Y’X’), (XY’), (XZ') y (XZ'Z'). Por ejemplo, el
péptido puede comprender una secuencia representada por una de (X'Y’X)p, (XY’ )m ¥y (XZ'Z'),, donde pesde2a5
ymesde2as8.

En realizaciones seleccionadas, para cada X/, el resto de cadena lateral se selecciona de forma independiente del
grupo que consiste en guanidilo (HN=C(NH2)NH-), amidinilo (HN=C(NH,)C<), 2-aminodihidropirimidilo, 2-
aminotetrahidropirimidilo, 2-aminopiridinilo y 2-aminopirimidonilo, y se selecciona preferentemente de guanidilo y
amidinilo.

En realizaciones preferidas, para cada X, el resto de cadena lateral es guanidilo, como en la subunidad de
aminoacido arginina (Arg). En realizaciones adicionales, cada Y’ es -CO-(CH.),-R-NH-, donde nesde 1a7y Res
H. Por ejemplo, cuando n es 5y R es H, Y’ es una subunidad de acido 6-aminohexanoico, abreviada en el presente
documento como Ahx; donde nes 2 y R es H, Y’ es una subunidad de B-alanina.

La cadena lateral de aralquilo de la subunidad Z’ es preferentemente bencilo (-CH2CgHg) 0 fenetilo (-CH2CH2CeHg),
que preferentemente no sustituyen adicionalmente pero pueden incluir un sustituyente no interferente como se
define en el presente documento. Preferentemente, la cadena lateral es bencilo (-CH;CsHs), de modo que cada Z' es
fenilalanina (F).

Los péptidos preferidos de este tipo incluyen los que comprenden dimeros de arginina que alternan con subunidades
Y’ individuales, donde Y’ es preferentemente Ahx. Los ejemplos incluyen péptidos que tienen la formula (RY’'R)4 o la
féormula (RRY’)s, donde Y’ es preferentemente Ahx. En una realizacion, Y’ es una subunidad de acido 6-
aminohexanoico, R es arginina y p es 4. En una realizaciéon adicional, el péptido comprende una secuencia
representada por (X'Z'Z’), donde R es arginina, cada Z’ es fenilalaninay p es 3 0 4.

El péptido conjugado se une preferentemente con un extremo del oligdmero mediante un enlazador Ahx-B, donde
Ahx es una subunidad de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad de B-alanina, como se muestra, por
ejemplo, en la Fig. 1D.

Las subunidades Y’ son contiguas, porque ninguna subunidad X’ esta situada entre subunidades Y’, o intercaladas
individualmente entre subunidades X'. Sin embargo, la subunidad de enlace puede estar entre subunidades Y’. En
una realizacion, las subunidades Y’ estan en un extremo terminal del transportador; en otras realizaciones, estan
flanqueadas por subunidades X'.

En realizaciones adicionales preferidas, cada Y’ es -CO-(CH;),-CHR-NH-, donde n es l a 7 y R es H. Por ejemplo,
cuando nes 5y R es H, Y’ es una subunidad de acido 6-aminohexanoico, abreviada en el presente documento
como Ahx. En realizaciones seleccionadas de este grupo, cada X' comprende un resto de cadena lateral de
guanidilo, como en una subunidad de arginina. Los péptidos preferidos de este tipo incluyen los que comprenden
dimeros de arginina que alternan con subunidades de Y’ individuales, donde Y’ es preferentemente Ahx. Los
ejemplos incluyen péptidos que tienen la formula (RY'R)4 o la formula (RRY’)4, donde Y’ es preferentemente Ahx.

Otra realizacion preferida incluye subunidades de arginina que alternan con subunidades Y’ individuales ((RY')m),
donde Y’ se selecciona de B-alanina y Ahx; se proporciona un ejemplo como SEQ ID NO: 285 posteriormente.

El analogo de acido nucleico se une preferentemente con el péptido transportador en el extremo C terminal, como se
muestra, por ejemplo, en la Fig. 1D. Un enlazador preferido es de la estructura AhxB, donde Ahx es una subunidad
de acido 6-aminohexanoico y B es una subunidad de (-alanina.

Se ha mostrado que los restos de transporte como se han descrito anteriormente potencian en gran medida la
entrada celular de oligdmeros unidos, en relacion con la captacion del oligémero en ausencia del resto de transporte
unido, y en relacion con la captacion por un resto de transporte unido que carece de las subunidades hidréfobas Y’.
dicha captacién potenciada se demuestra preferentemente por un aumento al menos doble, y preferentemente un
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aumento cuadruple, en la captacion del compuesto de células de mamifero en relacion con la captacion del agente
por un resto de transporte unido que carece de las subunidades hidréfobas Y’. La captacion esta potenciada
preferentemente al menos veinte veces, y mas preferentemente cuarenta veces, en relacion con el compuesto no
conjugado.

Un beneficio adicional del resto de transporte es su capacidad esperada de estabilizar una doble cadena entre un
oligébmero antisentido y su secuencia de acido nucleico diana, supuestamente segun la interaccion electrostatica
entre el resto de transporte con carga positiva y el acido nucleico con carga negativa. El nimero de subunidades con
carga en el transportador es menor de 14, como se ha indicado anteriormente, y preferentemente entre 8 y 11, ya
que un numero demasiado alto de subunidades con carga puede conducir a una reduccién en la especificidad de
secuencia

Se proporcionan a continuacién transportes peptidicos ejemplares, incluyendo los enlazadores (B o AhxB):

Péptido Secuencia (N terminal a C terminal) SEQ ID NO:
(RRAhx)4B RRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 278
(RAhxR)4AhxB RAhxRRAhXxRRAhxRRAhxRAhxB 279
(AhxRR)4AhxB AhxRRAhXxRRAhXxRRAhxRRAxB 280
(RAhx)sB RAhxRAhxRAhXxRAhXxRAhxRAhxB 281
(RAhx)sB RAhxRAhXxRAhXRAhXxRAhXRAhxRAhxB | 282
(RAhxR)3AhxB RAhxRRAhxRRAhxR AhxB 283
(RAhXRRBR);AhxB | RAhxRRBRRAhxRRBRAhxB 284
((RB)3RAhx)2B RBRBRBRAhxRBRBRBRAhxB 285

Il. Actividad antisentido de oligémeros objeto

Como se muestra en el presente documento, los oligémeros parcialmente catiénicos, tales como +PMO, tienen
mayor afinidad por ADN y ARN que los compuestos neutros correspondientes, demostrada por actividad antisentido
potenciada in vitro e in vivo.

A. Actividad in vitro en ensayos sin células

Se ha mostrado que los oligdmeros de la invencion proporcionan actividad antisentido superior con respecto a
oligémeros completamente sin carga cuando se dirigen a una diversidad de diferentes dianas. En una primera serie
de experimentos, se prepararon diversos PMO (sin carga) y +PMO (parcialmente cationicos) que se dirigian a
diferentes regiones de ARNm del EBOV (virus del Ebola), incluyendo el ARNm del gen de L y VP35 y dos regiones
diferentes del ARNm de VP24, como se describe en Materiales y Métodos. Las secuencias se muestran como SEQ
ID NO: 1-15 en la Tabla del Listado de Secuencias posterior, con el enlace (1-piperazino) fosfinilidenoxi catiénico
(como se muestra en la Fig. 1B) en cada posicion indicado con un “+” en la Tabla del Listado de Secuencias.

Se realizaron ensayos de traduccion sin células usando el ARNm de luciferasa:EBOV apropiado, preparado como se
describe en Materiales y Métodos, como el ARN de entrada. Se evaluaron los PMO y +PMO con respecto a su
capacidad para inhibir la expresion de luciferasa, basandose en emision de luz de luciferasa (n=3 por concentracion
de PMO).

Los resultados para los oligdmeros que se dirigen a ARNm de luciferasa:VP24 (SEQ ID NO: 9 y 10) se muestran en
la Fig. 3. En comparacion con los PMO sin carga con la misma secuencia de bases (SEQ ID NO: 15 y 5,
respectivamente), los +PMO con de 6 a 8 enlaces catidonicos demostraron actividad antisentido aumentada de 10 a
100 veces.

Se muestran resultados para ensayos similares que emplean PMO y +PMO que se dirigen a los ARNm de gen de
VP33, VP24 y L de EBOV (SEQ ID NO: 2-3, 6-8 y 12-14, respectivamente, que tienen una carga total variable y
densidad de carga como se indica en la tabla del Listado de Secuencia) en la Fig. 4. La Tabla 1 a continuacion
enumera los valores de CEsp determinados. En todos los casos, la incorporacion de 2 a 4 enlaces catidnicos en la
cadena principal de estos oligobmeros aumento la actividad antisentido aproximadamente 2-30 veces.

Tabla 1
Inhibicién especifica de traduccion sin células usando +PMO dirigido a ARNm de EBOV
Nombre SEQ ID NO Carga + CEso (nM)
VP35-AUG 1 0 84,8
VP35-2+ 2 2 23,0
VP35-4a+ 3 4 18,7
VP35-4b+ 4 4 18,4
VP24-AUG 5 0 2232
VP24-2+ 6 2 109,4
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Inhibicién especifica de traduccion sin células usando +PMO dirigido a ARNm de EBOV
Nombre SEQID NO Carga + CEso (nM)
VP24-4a+ 7 4 47,6
VP24-4b+ 8 4 62,5
L-AUG 11 0 203,6
L-2+ 12 2 76,6
L-4a+ 13 4 21,7
L-4b+ 14 4 7.1

Una serie adicional de ensayos emple6 PMO y +PMO que se dirigian a la regiéon de codon de inicio del gen de
CYP3A2 de rata (SEQ ID NO: 35-42) para inhibir la traduccion de un transcrito de ARNm de gen de fusion de
CYP3A2:luciferasa. El numero de cargas de enlaces catidnicos en la serie de +PMO CYP3A2 de +3 a +6. Los cinco
+PMO con tres cargas catidnicas variaron en la localizacion dentro del oligdmero de los enlaces cationicos. Se
muestran resultados de los ensayos de traduccion sin células en la Fig. 12, con los valores de CEsy determinados.
Puede verse que la serie de +PMO completa demostré actividad antisentido potenciada, con la reduccién de hasta
11 veces en la CEsp en comparacion con el control de PMO sin carga (SEQ ID NO: 35).

En un experimento adicional, se comparé una serie de +PMO que se dirigian a la regién de codon de inicio del virus
de la hepatitis C (VHC; SEQ ID NO: 19-35) con el PMO sin carga correspondiente (designado AVI-4065) en su
capacidad para inhibir la traduccién de un transcrito de gen de fusion de luciferasa:VHC. Como se muestra en la
Tabla de Secuencia posterior, el nimero de enlaces catiénicos en la serie de +PMO de VHC vari6 de +2 a +7. Se
realizaron ensayos de traduccion sin células usando el ARNm de luciferasa:VHC como el ARN de entrada, y se
proporcionan los valores de CEsy observados en la Tabla 2 a continuacién. En todos los casos, en relacion con el
PMO AVI-4065 sin carga, la adicion de enlaces cationicos redujo significativamente la CEso observada.

Tabla 2. Inhibicion especifica de la traduccion sin células usando +PMO dirigido a ARNm del VHC

Nombre | SEQID NO | Carga + Descripcion CEsp (nM)
AVI-4065 18 0 Fededed ke ko Rk Rk Kok deokk 850,8
HCV-2a+ 19 +2 R RE KRRk kK 471 ’0
HCV_2b+ 20 2 HHHFIFIFAAAKK® Y KKk Kk 724’4
HCV-2c+ 21 2 RERE R AR KRR KKK KK 231 ’4
HCV-2d+ 22 2 HRKAK L KKFAKK ek kK 326,3
HCV-2€+ 23 2 HkR KKK kL ko kk 430,6
HCV-2f+ 24 2 HRKAK L Rk kAA KA KKK 656,3
HCV_3g+ 25 3 [ 228,9
HCV-3h+ 26 3 HRKAK L KKFA KK KAk Kk 583,5
HCV_3|+ 27 3 R KKk ek ko Kk 427’7
HCV-4J+ 28 4 FkRKRK |k ko g Kk ko 31 5’3
HCV_4k+ 29 4 R ek ek g ek 1 93’1
HCV-41+ 30 4 RRRR L Rk kkk ek 31 4’5
HCV_5m+ 31 5 R Rk ek L ek k ok Kk 146,0
HCV_5n+ 32 5 R Kk kk  kkk Kk 21 2’0
HAV-60+ 33 6 JRE R LRk ke g dokk ek 161 ’7
HCV_7p+ 34 7 SRR Rk ek ek ek 50,98

Para evaluar la especificidad de secuencia de la actividad antisentido aumentada del +PMO, el +PMO también se
uso en ensayos de traduccion sin células en los que el ARNm de entrada no codificaba una diana para el +PMO. En
este caso, se usd +PMO que se dirigia al gen de VP24 de EBOV en un ensayo con ARNm de luciferasa:gen de L de
EBOV. Los resultados presentados en la Fig. 5 demuestran un alto grado de especificidad para el +PMO. Fueron
necesarias concentraciones de +PMO mayores de 30 uM antes de observarse inhibicién no especifica significativa.

B. Actividad in vitro en cultivo celular

Como muestran los datos descritos anteriormente, los oligdmeros PMO+ proporcionaron una potenciacion multiple
de la actividad antisentido en ensayos sin células sobre oligdmeros PMO sin carga. En un ensayo habitualmente
usado para evaluar el transporte y la actividad antisentido en el cultivo celular, las células HelLa se transfectan de
forma estable con el plasmido pLuc/75, que tiene un gen de luciferasa interrumpido por un intrén de B-globina
humana mutado en el nucleétido 705, que provoca de este modo el corte y empalme incorrecto. Debido a que los
transcritos con corte y empalme incorrecto no producen proteinas indicadoras funcionales, no se observa ninguna
sefial indicadora a no ser que se induzca corte y empalme de tipo silvestre con un oligémero antisentido corrector de
corte y empalme. Un oligémero antisentido que se dirija al sitio de corte y empalme 705 (que tiene SEQ ID NO: 286),
cuando se suministra eficazmente, corrige el corte y empalme y permite la expresion de luciferasa. Este ensayo
mide la capacidad de los oligémeros para entrar en células y nucleos, y posteriormente bloquea el corte y empalme
incorrecto de preARNm, lo que conduce a la expresion de un gen indicador. Debido a que los oligdmeros deben
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entrar en células y nucleos celulares para producir una sefial en el ensayo, es util para medir la captacion y eficacia
de restos de suministro (cuando estén presentes) asi como actividad antisentido de los oligémeros de unién.

Se valora en dicho ensayos oligdmeros morfolino que tienen enlaces catidnicos designados en el presente
documento enlaces “GuX” o enlaces “Pip” (véase Fig. 1), en cantidades vy distribucién diferentes, en dicho ensayo.
Los ultimos oligdmeros (que tienen enlaces “Pip”) también se denominan PMO+ o PMO Plus, mientras que los
primeros oligémeros (que tienen enlaces “GuX”) se denominan PMO GuX.

La distribucion de cargas en los oligémeros fue como se muestra a continuacion:

c cTCTTAC CT CTT CAGTT A C A PMOdecontrol 705

+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ 8+-Centralizado
+ O+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ 8+-Polarizado
+ + + + + + o+ 8+-Dispersado
+ + + + + + + 6+-Dispersado
+ + + + 4+-Dispersado

Como muestran los datos en las Figs. 7 y 8, el aumento del numero de cargas, hasta ocho, en el 18mero aumento la
actividad antisentido en este ensayo en relacién con PMO sin carga. Los datos también sugieren que la posicion
“centralizada” de las cargas aument6 la actividad antisentido en relacién con las distribuciones “polarizada” y
“distribuida”, y que los enlaces “GuX” fueron significativamente mas eficaces que los enlaces “Pip”. Una comparacion
de las afinidades de union, basandose en Tm, muestra que este patron no basa simplemente en la afinidad de unién
(Fig. 10), aunque todos los PMO con carga tuvieron mayores Tm que los PMO sin carga.

Los datos en la Fig. 9 incorporan controles mezclados en los ensayos de las Figs. 7-8. Como se muestra, los
controles mezclados (SCR-Gg-Cent y SCR-Pg-Cent) no mostraron esencialmente ninguna actividad antisentido en el
ensayo.

Los datos en las Figs. 11A-B comparan los oligémeros con carga “Gs-centralizados” y “Pg-centralizados” con el PMO
de control 705 conjugado con un péptido de transporte que tiene la férmula (RXR)4, donde R es arginina y X es acido
6-aminohexanoico (véase por ejemplo Fig. 1D). Esta conjugacion tiene un efecto drastico en la actividad antisentido,
que se cree que se debe en gran parte al transporte potenciado a las células.

C. Actividad in vivo: eficacia antivirica aumentada de +PMO especificos de virus del Ebola en roedores

Para determinar la eficacia in vivo de los +PMO especificos de virus del Ebola, se trataron ratones con dos dosis de
50 pg de tres +PMO individuales y un PMO sin carga que se dirigia al ARNm del gen de VP24 (VP24-AUG, VP24-
2+, VP24-4a+ y VP24-4b+; SEQ ID NOS: 5-8, respectivamente) a las 24 y 4 horas antes de la exposicion con 1000
unidades formadores de placas (ufp) de virus del Ebola adaptado a ratones. La supervivencia se determiné durante
un periodo de 14 dias, con diez ratones en cada grupo de tratamiento.

Los +PMO de VP24 mostraron un amplio intervalo de eficacia contra infeccién por EBOV letal, conteniendo el +PMO
cuatro cargas positivas que proporcionaban la mayor proteccion (70 % de supervivencia), como se muestra en la
Fig. 6. Los dos +PMO con dos cargas positivas demostraron el efecto intermedio (50-60 % de supervivencia) y el
PMO sin carga proporciond la menor proteccion, con solamente 10 % de supervivencia. El grupo de control negativo
recibi6 PBS y no se observaron Supervivientes. Se vio un efecto beneficioso similar con +PMO que se dirigia a
ARNm de VP35.

+PMO proporciond protecciéon mejorada contra una exposicion a virus del Ebola letal en un sistema modelo de
cobaya de Hartley. Una combinacion de tres farmacos de PMO sin cargo (SEQ ID NO: 1, 5y 11) o versiones
conjugadas con péptidos de estos mismos tres PMO no proporciond ninguna proteccidon contra una exposicion a
virus del Ebola letal en el sistema modelo de cobaya. La misma combinacién de tres farmacos en la forma +PMO
(SEQ ID NO: 247, 248 y 249) proporciond proteccion a 75 % de las cobayas expuestas. Ademas, el uso de PMO+
permitié que una terapia de combinacion de dos farmacos (SEQ ID NO: 248 y 249) proporcionara proteccion al 80 %
de las cobayas expuestas al virus del Ebola.

Se realizaron experimentos en primates no humanos (macacos rhesus) similares a los descritos previamente
(Warfield, Swenson et al. 2006) usando compuestos +PMO en la forma de combinacion de dos farmacos (SEQ ID
NO: 248 y 249). Los animales infectados por el virus del Ebola se trataron con postinfeccién de +PMO a 20 mg/kg
diariamente durante 10 dias. El tratamiento proporcioné proteccion al 75 % de los animales, todos los cuales se
expusieron a 1000 ufp del virus del Ebola.

IV. Preparacion de oligémero que tiene enlaces intersubunitarios catidonicos

Las Figuras 2A a 2R ilustran la preparacion de subunidades de morfolino que tienen grupos de formacion de pares
de bases protegidos adecuadamente, y la conversion de estas subunidades en oligdmeros morfolino que tienen
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enlaces catiénicos. Se proporcionan detalles experimentales adicionales en Materiales y Métodos, posteriormente.
Las subunidades con enlaces con carga pueden usarse en sintesis de oligédmeros por etapas convencional, como se
describe, para oligémeros morfolino, en la Patente de Estados Unidos N.° 5.185.444 o en Summerton y Weller, 1997
(citado anteriormente).

La Figura 2A muestra subunidades de morfolino representativas 1a-e con restos de formacién de pares de bases Pi
de A, C, G, T e l. Estas subunidades pueden prepararse a partir de los ribonucledsidos correspondientes como se
ilustra en la Figura 2B y se describe en el Ejemplo 1. Se usan grupos protectores adecuados para las bases
nucleosidicas, cuando sea necesario; por ejemplo, benzoilo para adenina y citosina, fenilacetilo para guanina y
pivaloiloximetilo para hipoxantina (1). El grupo de pivaloiloximetilo puede introducirse en la posicion N1 de la base
heterociclica de hipoxantina como se muestra en la Figura 2B. Aunque puede emplearse una subunidad de
hipoxantina desprotegida, como en If, los rendimientos en las reacciones de activaciéon son muy superiores cuando
la base esta protegida.

El tratamiento de 5-hidroxi (1) con un cloruro acido reactivo, tal como N,N-dimetilfosforamidodiclorhidrato (4),
proporciona subunidades activadas de tipo (a) (enlace sin carga) 5a-e, como se muestra en la Figura 2C y se
describe en el Ejemplo 2. Aunque puede emplearse la subunidad que contiene hipoxantina desprotegida, como en If,
los rendimientos en las reacciones de activacion son muy superiores cuando la base esta protegida.

La Figura 2C también ilustra el uso de cloruros acidos reactivos alternativos, tales como 6a, para convertir
subunidades de 5-hidroxi 1a-e en subunidades activadas de tipo (b1) (enlace con carga) 7a-e.

De forma similar, un cloruro acido reactivo aciclico, tal como 8a, puede usarse para convertir subunidades 5’-hidroxi
1a-e en subunidades activadas de tipo (b2) (enlace con carga) 9a-e. Estas subunidades de enlace con carga pueden
incorporarse en oligdmeros morfolino con enlaces fosforodiamidato y, tras el tratamiento con los reactivos habituales
que retiran los grupos protectores de bases, preferentemente amoniaco, producen oligdmeros que contienen
enlaces fosforodiamidato cationicos de tipo (b1) y (b2).

Un esquema de una ruta sintética que puede usarse para preparar subunidades de morfolino que contienen el
enlace (1-piperazino)fosfoinildenoxi (tipo b1’; “Pip”) se muestra en la Figura 2D y se describe en el Ejemplo 3. La
reaccion de piperazina y cloruro de tritilo 10 proporciona tritil piperazina, que puede aislarse como la sal de succinato
11. La reaccion con trifluoroacetato de etilo 13a en presencia de una base débil, por ejemplo diisopropiletilamina,
proporciona 1-trifluoroacetil-4-tritil piperazina 14, que tras el tratamiento con HCI le proporciona la sal destritilada 15
con buen rendimiento. Se realizé introduccion del resto de diclorofosforilo en el nitrégeno libre con oxicloruro de
fésforo en tolueno, produciendo el resto de piperazina-P(O)Cl, 6a. Este reactivo puede hacerse reaccionar con
subunidades de morfolino 5’-hidroxi para producir subunidades activadas que contienen el enlace de (1=piperazino)
fosfinilidenoxi protegido, que puede incorporarse en oligdmeros usando el protocolo de sintesis de oligdmeros
posterior.

Puede prepararse aminas aciclicas protegidas selectivamente, adecuadas para incorporacion en subunidades de
morfolino para la preparacion de enlaces cationicos de tipo (b2), mediante métodos analogos al descrito e ilustrado
para las aminas ciclicas; véase Ejemplo 4. Como alternativa, el tratamiento de una solucién de una diamina con 1,6
equivalentes del éster reactivo 13a-d proporciona una solucién con <5 % de las especies de diamino libres. La
solucion se us6 directamente para activacion con POCI3 y la activacion de las subunidades de morfolino 1a-e. Seria
posible para un experto en la materia preparar oligdmeros con cadenas laterales catiénicas mas complejas usando
los métodos anteriores.

Pueden prepararse subunidades para la introduccion de enlaces catidnicos de tipo (b3), es decir que tienen un
nitrégeno en la posicién 5 en oligdbmeros, como se muestra en la Figura 2E y se describe en el Ejemplo 5, por
oxidaciéon de una subunidad de morfolino en el aldehido correspondiente (16a-e) y aminacion reductora con una
diamina protegida convenientemente, que proporciona una subunidad de 5’-aminomorfolino representativa 20a-e. Es
con frecuencia preferible aislar la amina como el derivado de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC) 21a-e después de
tratamiento con cloruro de FMOC. La amina libre puede regenerarse facilmente cuando sea necesario mediante
tratamiento con trietilamina o 1,8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno (DBU). La activacion de la amina con
fosforodicloridato de etilo proporciona subunidades activadas de tipo (b3) 22a-e, que pueden incorporarse en
oligdmeros de la misma manera que las subunidades de tipo (a), (b1) y (b2).

Un método para la preparacion de variantes de 22a-e, que contiene diversas cadenas laterales en el nitrogeno 5,
implica alquilacion de una subunidad de 5-morfolino activada con aminas protegidas convenientemente. Como se
muestra en la Figura 2F para dos ejemplos, y se describe en el Ejemplo 6, la hexametilen diamina se protegio en
primer lugar, después se hizo reaccionar con subunidad 5’-O-p-toluenosulfonada 23a-e. Usando los métodos en las
figuras 2E y 2F y en los Ejemplos correspondientes, un experto en la materia podria preparar una amplia serie de
subunidades 5’-amino sustituidas adecuadas para incorporacion en oligémeros morfolino catiénicos.

Como se ha indicado anteriormente, también pueden prepararse enlaces catiénicos a partir de enlaces que no
contienen fosforo. Por ejemplo, pueden introducirse subunidades capaces de proporcionar enlaces sulfonamida con

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645410713

grupos catiénicos colgantes a partir de la amina usada en enlaces de tipo (b3), como se muestra en la Figura 2G y
se describe en el Ejemplo 7. La reaccion de las subunidades aminadas con sulfurtrioxido/piridina en trietilamina que
contiene N,N-dimetilformamida proporciona un acido sulfamico que se traté con fosgeno en diclorometano que
contiene piridina para proporcionar la subunidad que contiene cloruro de sulfamoilo activado.

Pueden prepararse oligomeros morfolino a partir de dichas subunidades por etapas en un soporte sélido,
preferentemente un soporte sélido de aminometil poliestireno, por ejemplo, como se describe en la Patente de
Estados Unidos N.° 5.185.144 o en Summerton y Weller, 1997 (citado anteriormente). La resina se modifica,
preferentemente, por reaccion con un “anclaje” disulfuro, que permite la produccién del oligdmero morfolino en el
soporte y facil liberacion tras tratamiento con un tiol, como se muestra en la Figura 2H y se describe en el Ejemplo 8.

En algunos casos es ventajoso introducir un resto que contiene ftrietilenglicol (“cola”) que aumenta la solubilidad
acuosa de los oligémeros morfolino. Un método para conseguir esto se ilustra en la Figura 2| y se describe en el
Ejemplo 9.

En una sintesis tipica, el anclaje disulfuro 34 se hace reaccionar como se muestra en la Figura 2J con resina de
aminometilpoliestireno en 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) para proporcionar anclaje de resina 39, adecuado para la
incorporacién de subunidades activadas. Opcionalmente, el resto de Cola puede introducirse en el extremo 5’
terminal del oligémero por reaccién de la resina de anclaje disulfuro con 38 para producir resina de Cola 40. El uso
de resina 40 provocara que el grupo HOCH,CH,OCH,CH>OCH,CH,OC(O) (=EG3) se una al extremo 5’ terminal del
oligémero.

Las subunidades activadas, que contienen el tipo de enlace intersubunitario apropiado, se introducen por etapas
mediante sintesis de fase soélida en la resina 39 que contiene anclaje u, opcionalmente, la resina de Cola 40. Un
ciclo de sintesis de fase sdlida realizado usando un sintetizador automatico consiste en lavar la resina con NMP o
diclorometano (DCM), seguido de tratamiento con &cido cianoacético 11 % en acetonitrilo 20 %/DCM (v/v). Después
de neutralizacién con una solucién al 5 % de diisopropiletilamina (DIEA) en isopropanol 20 %/DCM, la resina se hace
reaccionar con una solucién 0,2 M de la subunidad activada en 1,3-dimetil-2-imidazolidinona (DMI) (o Cola en NMP)
que contiene 4-etilmorfolina 0,4 M. Después de lavar con solucidon de neutralizacién, el ciclo puede repetirse para
introducir la siguiente subunidad. Opcionalmente, después de la adiciéon de subunidad final, el grupo tritilo al final de
la resina se retira y se introduce cloruro de metoxitrilo para preparar el oligémero 3’-metoxitritilado. La especie de
metoxitritlo mas labil proporciona un beneficio en la etapa de destritilacion acuosa que sigue a la purificacion de
“tritilo-activacion/tritilo-desactivacion” de los oligémeros en bruto.

El disefio de reactor usado para la preparacion de las resinas a granel 39 y 40 se empled para la sintesis a mayor
escala de oligébmeros morfolino. A gran escala, las etapas de destritilacion realizadas cuando se habian introducidos
enlaces fosforodiamidato en la resina usaron una solucion de trifluoroacetato de 4-cianopiridinio en
trifluoroetanol/DCM 20 %. Esto proporcioné menos hidrélisis de los enlaces fosforodiamidato algo labiles por acidos
que los reactivos de destritilacion basados en acido carboxilico. Adicionalmente, se descubrié que el uso de
subunidad G doblemente protegida era ventajoso. La Figura 2K ilustra la sintesis de la especie G protegida por N2,
06 46 que se empled.

Los oligdmeros sintetizados se liberaron del soporte sélido por tratamiento con una soluciéon de 1,4-ditiotreitol y
trietilamina en NMP. La solucion se traté con amoniaco concentrado y se mantuvo a 45 °C. La mezcla se sell6é en un
vaso a presion y se calent6 a 45 °C durante 16-24 horas. La solucion se diluyé con amoniaco acuoso 0,28 % y se
pasé a través de resina de intercambio idnico para capturar el oligdmero metoxitritlado en bruto. El producto se
eluyé con un gradiente salino para recuperar el producto que contenia metoxitritlo o tritilo, que se eluia
posteriormente, y el producto que contenia fracciones agrupadas. Para preparacion de oligémeros 3’ no sustituidos
(3’-H) que no requerian modificaciones adicionales, la solucién se tratdé con acido a pH = 2,5 para desmetoxitritilar el
oligébmero. La mezcla de desmetoxitritilacion se neutralizé inmediatamente con amoniaco concentrado, y la solucién
se paso a través de resina de fase inversa. El producto se recuperd por elucion con acetonitrilo 45 %/amoniaco
acuoso 0,28 % y se aislo como un polvo blanco después de la liofilizacion. Puede realizarse purificacion adicional del
producto en resinas de intercambio catiénico como se describe en la seccion de métodos. Como alternativa, fue
ventajoso conservar el grupo de 3’-metoxitritilo/tritilo para realizar la modificacion de los restos de amina de cadena
principal independientes del extremo 3’ terminal del oligdmero, como se describe posteriormente. En este caso, se
sigui6 el procedimiento anterior excepto que se omitid el tratamiento con acido acuoso.

Los grupos amina introducidos en un oligdmero morfolino como parte de enlaces catidnicos pueden modificarse
adicionalmente. Este concepto permite construir un oligémero a partir de una subunidad modificada relativamente
sencilla, pero con funcionalidad suficiente para permitir la introduccion de restos complejos en cualquier localizacion
a lo largo de la cadena principal de los oligémeros morfolino.

(Obsérvese que, por razones de sintesis, el enlace 5' terminal de un oligdmero no comprende tipicamente un enlace

de tipo (b1) descrito en presente documento. Como se muestra, por ejemplo, en las Figs. 2P-2Q, la sintesis apoyada
en resina por etapas preferida de los oligémeros proporciona un anillo de piperazina en el atomo de fésforo en el

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645410713

extremo 5' terminal; la presencia de un segundo anillo de piperazina en el fosforo estaria restringida por razones
estéricas).

Una modificacién importante es la incorporacion de grupos de guanidinio en el oligémero. Esto puede realizarse de
dos maneras. En la primera, el resto de amina en la cadena principal del oligémero se convirtié directamente en una
especie de guanidinio por reacciéon con clorhidrato de 1H-pirazol-1-carboxamidina (M S Bernatowicz, Y Wu, G R
Matsueda, J. Org. Chem., 1992, 57(8), 2497-2502) en solucioén acuosa tamponada con carbonato sodico, como en la
Fig. 2L, que también muestra la cola de EG3 en el extremo 5' terminal. En la segunda, una sustancia que comprende
grupos tanto carboxilo como guanidinio, por ejemplo, acido 6-guanidinohexanoico se activd con hexafluorofosfato de
2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilamomio (HBTU) y se hizo reaccionar con el oligémero que contenia amina
(Fig. 2M). De una manera similar, puede introducirse acido 4-guanidinobutanoico, acido 3-guanidinopropanoico y
acido guanidinoacético. En un hibrido de estos enfoques, el resto de amina se hizo reaccionar con un aminoacido
FMOC protegido, por ejemplo, acido 6-aminohexanoico de FMOC para introducir una cadena lateral que contiene
amina primaria protegida, que después del tratamiento con amoniaco para retirar el grupo de FMOC se guanild
como anteriormente. Se separaron las especies totalmente guaniladas de oligémeros parcialmente guanilados por
cromatografia catidnica al pH apropiado.

Los extremos del oligdmero también pueden sustituirse con restos de guanidinio por estos métodos, como se ilustra
en la Fig. 2N, que también muestra un oligémero representativo creado a partir de la resina 39, sin adicion de la cola
de PEG.

Otra modificacion notable es la incorporacion de péptidos a lo largo de la cadena principal. Estan faciimente
disponibles de fuentes comerciales péptidos pequefios, por ejemplo, Bachem California, Inc. 3132 Kashiwa Street
Torrance, CA 90505 Estados Unidos, y AnaSpec, Inc. 2149 O'Toole Ave., San Jose, CA 95131. La incorporacion del
péptido seguido de la quimica de hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HBTU)
clasica, como se ilustra en la Fig. 20. Los grupos de guanidinio en los oligémeros o el péptido no interfieren.

Los oligdmeros también pueden conjugarse en el extremo 3' terminal con péptidos ricos en arginina, Utiles para
potenciar el suministro de los productos a células. En este caso, se realizé proteccion de restos de amina primaria y
secundaria a lo largo de la cadena principal de oligémeros 3'-metoxitritilados/tritlados por trifluoroacetilacion, como
se muestra en la Fig. 2P. El grupo de metoxicitrilo terminal se retird y el péptido se conjugd usando HBTU. La
reaccion de conjugacion se prepar6 por tratamiento con amoniaco para retirar los grupos de trifluoroacetilo. El
conjugado se purificd por cromatografia de intercambio catiénico. Cuando las funciones de amina de cadena
principal estan completamente guaniladas, el péptido puede introducirse sin interferencia de estas cadenas laterales,
como se muestra en la Figura 2Q.

Puede conseguirse metilacion de la piperazina de la serie de enlaces b1 tratando el oligbmero morfolino con
formaldehido y borohidruro sddico en solucién acuosa, como se ilustra en la Fig. 2R. Pueden usarse otros aldehidos
para incorporar grupos alternativos.

V. Aplicaciones de Oligémeros Morfolino gue contiene Enlaces Catidnicos

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en métodos para inhibir la produccién de una
proteina. En consecuencia, un acido nucleico que codifica dicha proteina se expone a un oligédmero antisentido que
contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico y preferentemente que contiene 20 % a 50 % de dichos
enlaces cationicos, como se desvela en el presente documento, donde los restos de formaciéon de pares de bases Pi
forman una secuencia eficaz para hibridar con una parte del acido nucleico en una localizacién eficaz para inhibir la
produccion de la proteina. La localizacién puede ser, por ejemplo, un codon de inicio ATG de una ARNm, un sitio de
corte y empalme de un pre-ARNm, o una secuencia diana virica como se describe posteriormente.

En general, para aplicaciones antisentido, el oligémero puede ser 100 % complementario de la secuencia diana de
acido nucleico o puede incluir desapareamientos, por ejemplo, para acomodar variantes, siempre que un
heteroduplex formado entre el oligdmero y la secuencia diana de acido nucleico sea suficientemente estable para
resistir la accién de nucleasas celulares y otros modos de degradacién que pueden producirse in vivo. Los
desapareamientos, si estan presentes, son menos desestabilizantes hacia las regiones finales de la doble cadena
hibrida que en el medio. El nimero de desapareamientos permitidos dependera de la longitud del oligémero, el
porcentaje de pares de bases G:C en la doble cadena, y la posicion del desapareamiento o los desapareamientos en
la doble cadena, de acuerdo con principios bien entendidos de la estabilidad de doble cadena. Aunque dicho
oligébmero antisentido no es necesariamente 100 % complementario de la secuencia diana de acido nucleico, es
eficaz para unir de forma estable y especifica con la secuencia diana, de modo que una actividad bioldgica de la
diana de acido nucleico, por ejemplo, expresion de proteina o proteinas codificadas, esté modulada.

La estabilidad de la doble cadena formada entre un oligémero y la secuencia diana es una funcion de la Tr, de union

y la susceptibilidad de la doble cadena a escision enzimatica celular. La T, de un compuesto antisentido con
respecto a ARN de secuencia complementaria puede medirse por métodos convencionales, tales como los descritos
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por Hames et al., Nucleic Acid Hybridization, IRL Press, 1985, pag. 107-108 o como se describe en Miyada C.G. y
Wallace R.B., 1987, Oligonucleotide hybridization techniques, Methods Enzymol. Vol. 154 pag. 94-10.

Cada oligémero antisentido deberia tener una Tn, de union, con respecto a un ARN de secuencia complementaria,
de temperatura mayor que la corporal y preferentemente mayor de 50 °C. Se prefieren Tr, en el intervalo de 60-80 °C
o mayores. De acuerdo con principios bien conocidos, la T, de un compuesto oligomérico, con respecto a un hibrido
de ARN de base complementaria, puede aumentarse aumentando la reaccion de bases emparejadas de C:G en la
doble cadena y/o aumentando la longitud (en pares de bases) del heteroduplex. Al mismo tiempo, para fines de
optimizacion de la captacion celular, puede ser ventajoso limitar el tamafio del oligdmero. Por esta razoén, se
prefieren en general compuestos que muestran alta T, (50 °C o mayor) a una longitud de 20 bases o menos frente a
las que requieren mas de 20 bases para valores de Tn, altos.

Preferentemente, el oligdbmero se capta activamente por células de mamifero. El oligobmero puede conjugarse con un
resto de transporte como se describe en el presente documento para facilitar dicha captacion.

El suministro eficaz del oligémero antisentido al acido nucleico diana es un aspecto importante del tratamiento. Las
vias de suministro de oligémero antisentido incluyen, pero sin limitacion, diversas vias sistémicas, incluyendo vias
oral y parenteral, por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal e intramuscular, asi como inhalacion,
suministro transdérmico y tépico. La via apropiada puede determinarse por un experto en la materia, segun sea
apropiado para la afeccién del sujeto que se trate. Por ejemplo, una via apropiada para suministro de un oligémero
antisentido en el tratamiento de infeccion virica de la piel es suministro tépico, mientras que el suministro de un
oligémero antisentido para el tratamiento de una infeccion respiratoria virica es por inhalacion. El oligémero también
puede suministrarse directamente al sitio de infeccion virica, o al torrente sanguineo.

El oligomero antisentido puede administrarse en cualquier vehiculo conveniente que sea fisioldégicamente aceptable.
Dicha composicion puede incluir cualquiera de una diversidad de vehiculos convencionales farmacéuticamente
aceptables empleados por los expertos habituales en la materia. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, solucion
salina, solucion salina tamponada con fosfato (PBS), agua, etanol acuoso, emulsiones, tales como emulsiones de
aceite/agua o emulsiones de ftriglicéridos, comprimidos y capsulas. La eleccién de vehiculo fisiolégicamente
aceptable adecuado variara dependiendo del modo elegido de administracion.

En algunos casos, pueden emplearse liposomas para facilitar la captacion del oligonucleétido antisentido en células.
(Véase, por ejemplo, Williams, S.A., Leukemia 10(12):1980-1989, 1996; Lappalainen et al., Antiviral Res. 23:119,
1994; Uhlmann et al., Antisense Oligonucleotides: A New Therapeutic Principle, Chemical Reviews, Volumen 90, N.°
4, paginas 544-584, 1990; Gregoriadis, G., Capitulo 14, Liposomes, Drug Carriers en Biology y Medicine, pag. 287-
341, Academic Press, 1979). También pueden usarse hidrogeles como vehiculos para administracion de oligémeros
antisentido, por ejemplo, como se describe en el documento WO 93/01286. Como alternativa, los oligonucledtidos
pueden administrarse en microesferas o microparticulas. (Véase, por ejemplo, Wu, G.Y. y Wu, C.H., J. Biol. Chem.
262:4429-4432, 1987). Como alternativa, el uso de microburbujas cargadas de gas en complejo con los oligémeros
antisentido puede potenciar el suministro a tejidos diana, como se describe en la Patente de Estados Unidos N.°
6.245.747.

También pueden usarse composiciones de liberacion sostenida. Estas pueden incluir matrices poliméricas
semipermeables en forma de articulos moldeados tales como peliculas o microcapsulas.

A. Compuestos Antisentido para Tratar la Reestenosis

Los compuestos de la presente invencién son utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos vasculares tales
como reestenosis. Las areas de lesion vascular incluyen, por ejemplo, reestenosis o reestrechamiento del lumen
vascular después de intervencion vascular, tal como angioplastia de globo de las arterias coronarias, con o sin
insercion de estent. Se cree que la reestenosis se produce en aproximadamente 30 % a 60 % de las lesiones
tratadas por angioplastia y aproximadamente 20 % de las lesiones creadas con estents en un periodo de 3 a 6
meses después del procedimiento (Véase, por ejemplo, Devi, N.B. et al., Cachet Cardiovasc Diagn 45(3):337-
45,1998). La estenosis también puede producirse después de una operacion de derivacion de arterias coronarias, en
la que se realiza cirugia cardiaca para redirigir, o "derivar", sangre alrededor de arterias obstruidas y mejorar el
aporte de sangre y oxigeno al corazén. En dichos casos, la estenosis puede producirse en los segmentos de vasos
sanguineos trasplantados y particularmente en el punto de unién de vasos reemplazados. También puede
producirse estenosis en puntos de unién anastomaéticos creados para dialisis.

Los oligdmeros de la invenciéon pueden usarse por lo tanto en composiciones y métodos para tratar la reestenosis.
En particular, los enlaces catidénicos contenidos en una composicion de oligdmero morfolino antisentido se dirigen
contra c-myc para reducir el riesgo de reestenosis en angioplastia transluminal, tal como angioplastia coronaria
transluminal percutanea (PTCA) (véase por ejemplo Publicacién de PCT N.° WO/2000/044897). En comparacion con
oligdbmeros morfolino con solamente enlaces sin carga, se espera que los que contienen enlaces catidnicos
intercalados a lo largo del compuesto de c-myc antisentido proporcionen mayor eficacia a menores dosis en el
tratamiento de reestenosis.
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Por tanto, el método incluye administrar al paciente, por administracion local directamente al sitio de lesion del vaso,
0 por suministro sistémico mediante administracion intravascular, un oligémero como se describe en el presente
documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico, y preferentemente que contiene 20 % a
50 % de dichos enlaces cationicos, que tiene de 12 a 40 subunidades, incluyendo una secuencia de bases de
direcciéon que es complementaria de una secuencia diana en al menos 12 bases contiguas dentro de la region de
sitio de inicio AUG de ARNm de c¢c-myc humano definido por SEQ ID NO: 59 (c-myc humano, -100 a +25 en relacion
con ATG: CGCCGCTGCC AGGACCCGCT TCTCTGAAAG GCTCTCCTTG CAGCTGCTTA GACGCTGGAT
TTTTTTCGGG TAGTGGAAAA CCAGCAGCCT CCCGCGACGA TGCCCCTCAA CGTTAGCTTC ACCAA), en una
cantidad eficaz para reducir el riesgo de reestenosis en el paciente. EI compuesto se administra por una de:

(a) puesta en contacto de la regién del vaso con un depdsito que contiene el compuesto antisentido e
introduccion en el compuesto del depdsito en el vaso por iontoforesis o electroporacion;

(b) inyeccion del compuesto del catéter directamente en la region del vaso, bajo presién, mediante inyectores
contenidos en la superficie del globo de catéter, donde dichos inyectores son capaces de penetrar en la tunica
media en el vaso;

(c) inyeccion en o puesta en contacto de la region del vaso de microparticulas que contienen el compuesto
antisentido en forma inmovilizada;

(d) puesta en contacto de la region del vaso con un recubrimiento de hidrogel contenido en la superficie del globo
de catéter y que contiene el compuesto antisentido en forma difundible;

(e) puesta en contacto de la region del vaso con un estent que tiene una capa de superficie externa que contiene
el compuesto antisentido en forma difundible; y

(f) inyeccién del compuesto por administracion intravascular que da como resultado suministro sistémico a los
tejidos vasculares.

El compuesto antisentido puede tener una secuencia de direccion que tiene al menos 90 % de homologia con la
secuencia identificada por SEQ ID NO: 43 (ACGTTGAGGGGCATCGTCGC) y, como alternativa, al menos 90 % de
homologia con una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 60 (GGAGGCTGCTGGTTTTCCAC) y 61
(GGCATGGTCGCGGGAGGCTC).

La cantidad de compuesto antisentido administrada puede ser de entre aproximadamente 0,5 y 30 mg. El compuesto
puede derivatizarse con un resto que potencia la solubilidad del compuesto en medio acuoso, y el compuesto se
administra de una solucién que contiene al menos aproximadamente 30 mg/ml del compuesto antisentido.

El compuesto se disefa para hibridar con ARNm de c-myc en condiciones fisiolégicas con una Tm sustancialmente
mayor de 37 °C, por ejemplo, al menos 50 °C y preferentemente 60-80 °C. El compuesto contiene preferentemente
un triplete de 3 bases interno complementario del sitio AUG, y bases complementarias de una o mas bases 5'y 3'
del sitio diana. Una secuencia de compuesto preferida es el 20mero identificado como SEQ ID NO: 43, en el que el
triplete de CAT en las secuencias se une con el sitio de inicio AUG, las 6 bases 3' de la secuencia CAT se extienden
en la direccion cadena arriba (5') en la diana, y las 11 bases 5' de la secuencia de CAT se extienden cadena abajo
en la diana. Este compuesto tiene solubilidad potenciada en virtud de la ausencia de regiones autohibridantes.

El oligbmero se emplea, por ejemplo, en un estent recubierto, o mediante una solucién de empapado ex vivo para
tratamiento de venas safenas, o se suministra de otro modo al sitio de lesién vascular. En otra realizacion, el
compuesto antisentido forma parte de una composicion de particulas para su uso en el tratamiento de la reestenosis.
Una de dichas particulas es una particula biodegradable, por ejemplo, una particula de polilactato o poliglicélica, que
contiene compuesto antisentido inmovilizado. Las particulas estan preferentemente en el intervalo de 1-5
micrometros, y son utiles para suministro mediante suministro directo de particulas a un sitio de vaso de
angioplastia, como se describe posteriormente, bien imprimiéndose en las paredes vasculares por presion de un
globo contra la pared, o por liberacion de un vehiculo de particulas, tal como un estent.

El oligbmero puede también emplearse administrando mediante suministro sistémico al sitio de lesion vascular por
inyeccion intravascular.

Como alternativa, las particulas pueden ser microburbujas que contienen el compuesto en forma inmovilizada. Las
particulas pueden suministrarse también al sitio vascular, es decir, mediante contacto de las paredes vasculares
directamente con una suspension de las particulas, con liberacién del compuesto de las particulas, que puede
facilitarse por exposicion de la regiéon vascular a energia ultrasénica. Se ha descubierto que las composiciones de
microburbujas son particularmente Utiles en el suministro de moléculas unidas, tales como oligonucleétidos, a areas
de trombosis o lesion vascular, por ejemplo endotelio dafiado, asi como a érganos seleccionados tales como el
higado y el rifidon. Véase, por ejemplo, Publicacion de PCT N.° WO 2000/02588, Patentes de Estados Unidos N.°
6.245.247 y 7.094.765, y Publicacion de Solicitud de Estados Unidos N.° 20030207907 .

En otra realizacion mas, las particulas son liposomas que contienen compuesto antisentido inmovilizado. Debido a

que las particulas liposdomicas se aplican directamente al sitio vascular, los liposomas pueden ser liposomas
convencionales sin modificaciones de superficie necesarias para conseguir tiempos de circulacion largos.
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B. Aplicaciones Antiviricas

En otra realizacion, pueden usarse oligdbmeros de la invencién para inhibir la replicacion de un virus de ARN que
tiene un genoma de sentido positivo, monocatenario, y seleccionarse de una de las familias de virus Flaviviridae,
Picornaviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Arteriviridae, Coronaviridae, Astroviridae y Hepeviridae.

B1. Estructura secundaria de Tallo-Bucle de direccién de virus de ARNmc

Una clase de compuesto antivirico antisentido ejemplar es un oligdmero morfolino que tiene enlaces catidnicos,
como se describe en la presente invencion, que tienen una secuencia de 12-40 subunidades y una secuencia de
direcciéon que es complementaria de una region asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de las 40
bases del extremo 5' terminal de la cadena de ARN con sentido positivo del virus diana (Véase, por ejemplo,
Publicacion de PCT N.° WO/2006/033933 o Publicaciones de solicitud de Estados Unidos N.° 20060269911 vy
20050096291).

El método incluye identificar en primer lugar como una secuencia diana virica, una region dentro de las 40 bases 5'
terminales de la cadena positiva del virus infeccioso cuya secuencia es capaz de formar estructura secundaria de
tallo-bucle interna. Se construye después, por sintesis de fase soélida por etapas, un oligédmero que tiene al menos un
enlace intersubunitario catiéonico como se describe en el presente documento y que contiene preferentemente de
20 % a 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que tiene una secuencia de direccion de al menos 2 subunidades que
es complementaria de la region de genoma del virus capaz de formar estructura de doble cadena interna, donde el
oligébmero es capaz de formar con la secuencia diana virica una estructura de heteroduplex compuesta de la cadena
con sentido positivo del virus y el compuesto oligonucleotidico, y caracterizado por una Tm de disociacién de al
menos 45 °C y alteracion de dicha estructura de tallo-bucle.

La secuencia diana puede identificarse analizando las secuencias 5' terminales, por ejemplo, las 40 bases 5'
terminales, por un programa informatico capaz de realizar predicciones de estructura secundaria basandose en una
busqueda del estado de energia libre minima de la secuencia de ARN de entrada.

En un aspecto relacionado, los oligdmeros pueden usarse en métodos para inhibir en una célula hospedadora de
mamifero, replicacion de un virus de ARN infeccioso que tiene un genoma con sentido positivo, monocatenario, y
seleccionado de una de las familias Flaviviridae, Picornaviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Arteriviridae,
Coronaviridae, Astroviridae o Hepeviridae. El método incluye la administrar a las células hospedadoras infectadas,
una cantidad inhibidora de virus de un oligdmero como se describe en el presente documento, que tiene una
secuencia de direccion de al menos 12 subunidades que es complementaria de una region dentro de las 40 bases 5'
terminales del genoma virico de cadena positiva que es capaz de formar una estructura secundaria de tallo-bucle
interna. El compuesto es eficaz, cuando se administra a las células hospedadoras, para formar una estructura de
heteroduplex (i) compuesta de la cadena con sentido positivo del virus y el compuesto oligonucleotidico, y (ii)
caracterizada por una Tm de disociacion de al menos 45 °C y rotura de dicha estructura secundaria de tallo-bucle. El
compuesto puede administrarse a un sujeto mamifero infectado con el virus, o en riesgo de infeccion con el virus.

Para el tratamiento de un Flavivirus o Hepacivirus, la secuencia de direcciéon es complementaria de una region
asociada con una estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 77, para virus de la encefalitis de San Luis;

(i) SEQ ID NO. 78, para virus de la encefalitis japonesa;

(iii) SEQ ID NO. 79, para un virus de la encefalitis del Valle de Murray;

(iv) SEQ ID NO. 80, para un virus de la fiebre del Nilo occidental;

(v) SEQ ID NO. 81, para un virus de la fiebre amarilla;

(vi) SEQ ID NO. 82, para un virus de dengue de Tipo-2;

(vii) SEQ ID NO. 83, para un virus de la Hepatitis C;

(viii) SEQ ID NO. 84, para un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas;
(ix) SEQ ID NO. 85, para virus de la fiebre hemorragica de Omsk; y

(x) SEQ ID NO. 86, para virus de Powassan.

Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o partes de estas
secuencias que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria de doble cadena en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 87 y 88, para virus de encefalitis de San Luis;

(i) SEQ ID NO. 89 y 90, para virus de la encefalitis japonesa;

(iii) SEQ ID NO. 91y 92, para un virus de una encefalitis del Valle de Murray;
(iv) SEQ ID NO. 93 y 94, para un virus de la fiebre del Nilo occidental;

(v) SEQ ID NO. 95 y 96, para un virus de la fiebre amarilla;

(vi) SEQ ID NO. 97, 98, para un virus de dengue;

(vii) SEQ ID NO. 99 y 100, para un virus de la Hepatitis C;

29



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645410713

(viii) SEQ ID NO. 101 y 102, para un virus de la encefalitis transmitida por garrapatas;
(ix) SEQ ID NO. 103 y 104, para un virus de la fiebre hemorragica de Omsk; y
(x) SEQ ID NO. 105y 106, para un virus de Powassan.

Para el tratamiento de un Enterovirus, Rhinovirus; Hepatovirus o Aphthovirus, la secuencia de direccién es
complementaria de una regidn asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes
secuencias:

(i) SEQ ID NO. 107, para un virus de la polio de las cepas Mahoney y Sabin;
(ii) SEQ ID NO. 108, para un enterovirus humano A;
(iii) SEQ ID NO. 109, para un enterovirus humano B;
(iv) SEQ ID NO. 110, para un enterovirus humano C;
(v) SEQ ID NO. 111, para un enterovirus humano D;
(vi) SEQ ID NO. 112, para un enterovirus humano E;
(vii) SEQ ID NO. 113, para un enterovirus bovino;
(viii) SEQ ID NO. 114, para rinovirus humano 89;
(ix) SEQ. ID NO. 115, para rinovirus humano B;

(x) SEQ ID NO. 116, para virus de la glosopeda; y
(xi) SEQ ID NO. 117, para un virus de la hepatitis A.

Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o parte de estas
secuencias que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria de doble cadena en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 118 y 119, para un virus de la polio de las cepas Mahoney y Sabin;
(i) SEQ ID NO. 120 y 121, para un enterovirus humano A;
(iii) SEQ ID NO. 122 y 123, para un enterovirus humano B;
(iv) SEQ ID NO. 124 y 125, para un enterovirus humano C;
(v) SEQ ID NO. 126 y 127, para un enterovirus humano D;
(vi) SEQ ID NO. 128 y 129, para un enterovirus humano E;
(vii) SEQ ID NO. 130 y 131, para un enterovirus bovino;
(viii) SEQ ID NO. 132y 133, para rinovirus humano 89;
(ix) SEQ ID NO. 134 y 135, para rinovirus humano B;

(x) SEQ ID NO. 136 y 137, para virus de glosopeda; y

(xi) SEQ ID NO. 138 y 139, para un virus de la hepatitis A.

Para el tratamiento de un calicivirus o Norovirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 140, para un calicivirus felino;

(ii) SEQ ID NO. 141, para un calicivirus canino;

(iii) SEQ ID NO 142, para un calicivirus entérico porcino;
(iv) SEQ ID NO. 143, para la cepa de calicivirus NB; y
(v) SEQ ID NO. 144, para un virus de Norwalk.

Las secuencias de direccion ejemplares para estos virus incluyen las siguientes secuencias, o parte de estas
secuencias que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria de doble cadena en la secuencia diana
asociada:

(i) SEQ ID NO. 145 y 146, para un calicivirus felino;

(i) SEQ ID NO. 147 y 148, para un calicivirus canino;

(iii) SEQ ID NO. 149y 150, para un calicivirus entérico porcino;
(iv) SEQ ID NO. 151 y 152, para la cepa de calicivirus NB; y
(v) SEQ ID NO. 153 y 154, para un virus de Norwalk.

Para el tratamiento del Hepevirus, virus de la Hepatitis E, la secuencia de direccion es complementaria de una
region asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 155.
Las secuencias de direccion ejemplares incluyen SEQ ID NO: 156 y 157, o partes de las mismas que solapan con
una o mas regiones de estructura secundaria en la secuencia diana asociada.

Para el tratamiento de un Rubivirus o Alphavirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ID NO. 158, para virus de la rubeola;

(ii) SEQ ID NO. 159, para virus de la encefalitis equina oriental;
(iii) SEQ ID NO. 160, para virus de la encefalitis equina occidental; y
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(iv) SEQ ID NO. 161, para virus de la encefalitis equina Venezolana.

Las secuencias de direccion ejemplares para cada uno de estos virus se identifican por los siguientes numeros de 1D
de secuencia, o partes de estas secuencias que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria de doble
cadena en la secuencia diana asociada:

(i) SEQ ID NO. 162 y 163, para virus de la rubeola;

(i) SEQ ID NO. 164 y 165, para virus de la encefalitis equina oriental;

(iii) SEQ ID NO. 166 y 167, para virus de la encefalitis equina occidental; y
(iv) SEQ ID NO. 168 y 169, para virus de la encefalitis equina Venezolana.

Para el tratamiento de un Coronavirus o Arterivirus, la secuencia de direccion es complementaria de una region
asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de una de las siguientes secuencias:

(i) SEQ ED NO. 170, para coronavirus de SARS TORZ2;

(ii) SEQ ID NO. 171, para virus de la diarrea epidémica porcina;

(iii) SEQ ID NO. 172, para virus de la gastroenteritis transmisible;

(iv) SEQ ID NO. 173, para coronavirus bovino;

(v) SEQ ID NO. 174, para coronavirus humano 229E;

(vi) SEQ ID NO. 175, para virus de la hepatitis murina; y

(vii) SEQ ID NO. 176, para virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino.

Las secuencias de direccion ejemplares para cada uno de estos virus se identifican por los siguientes nimeros de 1D
de secuencia, o parte de estas secuencias que solapan con una o mas regiones de estructura secundaria de doble
cadena en la secuencia diana asociada:

(i) SEQ ID NO. 177 y 178, para coronavirus de SARS TOR2;

(i) SEQ ID NO. 179 y 180, para virus de la diarrea epidémica porcina;

(iii) SEQ ID NO. 181y 182, para virus de la gastroenteritis transmisible;

(iv) SEQ ID NO. 183 y 184, para coronavirus bovino;

(v) SEQ ID NO. 185y 186, para coronavirus humano 229E;

(vi) SEQ ID NO. 187 y 188, para virus de la hepatitis murina; y

(vii) SEQ ID NO. 189 y 190, para virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino.

Para tratamiento de un Mamastrovirus, Astrovirus humano, la secuencia de direcciéon es complementaria de una
region asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 191.
Son secuencias de direccion ejemplares SEQ ID NO. 193 y 194, o partes de estas secuencias que solapan con una
0 mas regiones de estructura secundaria de doble cadena en la secuencia diana asociada.

Para el tratamiento de un virus de la arteritis Equina, la secuencia de direccién es complementaria de una region
asociada con estructura secundaria de tallo-bucle dentro de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 192. Son
secuencias de direccion ejemplares SEQ ID NO. 195, 196, o partes de estas secuencias que solapan con una o mas
regiones de la estructura secundaria de doble cadena en la secuencia diana asociada.

B2. Direccion de la Primera ORF de Virus de ARNmc

Una segunda clase de compuestos antiviricos antisentido ejemplares para uso en la inhibicién del crecimiento de
virus de las familias de picornavirus, calicivirus, togavirus, coronavirus y flavirus que tienen un genoma con sentido
positivo, monocatenario, de menos de 12 kb y una primera fase abierta de lectura que codifica una poliproteina que
contiene multiples proteinas funcionales. En realizaciones particulares, el virus es un virus de ARN de la familia de
coronavirus o un virus del Nilo occidental, de la fiebre amarilla o del dengue de la familia de flavivirus. Los
compuestos inhibidores consisten en oligémeros antisentido con enlaces catidnicos intercalados, como se describe
en el presente documento, que tienen una secuencia de bases de direccién que es sustancialmente complementaria
de una secuencia diana virica que abarca el sitio de inicio AUG de la primera fase abierta de lectura del genoma
virico. En una realizacion del método, los oligdbmeros se administran a un sujeto mamifero infectado con el virus.
Véase, por ejemplo, Publicacion de PCT N.° WO/2005/007805 y Publicacion de Solicitud de Estados Unidos N.°
2003224353.

Los compuestos antiviricos ejemplares dirigidos contra un picornavirus incluyen los que tienen una secuencia de
direccion que tiene al menos 90 % de homologia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (i) SEQ
ID NO. 62, para un virus de la polio de las cepas de Mahoney y Sabin, (i) SEQ ID NO. 63, para un virus de la
hepatitis A, (iii) SEQ ID NO. 64, para un rinovirus 14, (iv) SEQ ID NO. 65, para un rinovirus 16, y (v) SEQ ID NO. 66,
para un rinovirus 1B.

Los compuestos antiviricos ejemplares dirigidos contra un calicivirus incluyen los que tienen una secuencia de
direccién que tiene al menos un 90 % de homologia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: (i)
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SEQ ID NO. 67, 68, y 69, para un vesivirus de serotipo Pan-1, (ii) SEQ ID NO. 70, para un calicivirus porcino, (iii)
SEQ ID NO. 71, para un virus de Norwalk, y (iv) SEQ ID NO. 72, para un calicivirus felino.

Para uso en la inhibicién de un flavivirus de la hepatitis C, la secuencia de direccién es complementaria de una
secuencia de al menos 12 bases contiguas de la region del sitio de inicio AUG del VHC identificada por SEQ ID NO:
75. Las secuencias de direccion ejemplares incluyen las que tienen al menos 90 % de homologia con SEQ ID NO.
18 0 76.

Los compuestos antiviricos ejemplares dirigidos contra un togavirus incluyen los que tienen una secuencia de
direccion que tiene al menos 90 % de homologia con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 73 y 74, para virus de la hepatitis E.

La secuencia diana preferida es una region que abarca el sitio de inicio AUG de la primera fase abierta de lectura
(ORF1) de los genomas viricos. La primera ORF generalmente codifica una poliproteina que contiene proteinas no
estructurales tales como polimerasas, helicasas y proteasas. Por "abarca el sitio de inicio AUG" se entiende que la
secuencia diana incluye al menos tres bases en un lado del sitio de inicio AUG y al menos dos bases en el otro (un
total de al menos 8 bases). Preferentemente, incluye al menos cuatro bases en cada lado de sitio de inicio (un total
de al menos 11 bases).

Mas en general, los sitios diana preferidos incluyen dianas que estan conservadas entre una diversidad de aislados
viricos. Otros sitios favorecidos incluyen el IRES (sitio de entrada de ribosoma interno), sitios de unién a proteina de
transactivacion, y sitios de inicio de la replicacion. Los genomas viricos complejos y grandes, que pueden
proporcionar multiples genes redundantes, pueden ser dianas eficaces por direccion a genes celulares
hospedadores que codifican la entrada virica y la respuesta del hospedador a la presencia virica.

Esta disponible una diversidad de secuencias de genoma virico de fuentes bien conocidas, tales como las bases de
datos de Genbank del NCBI. El sitio de inicio AUG de ORF1 también puede identificarse en la base de datos de
genes o en la referencia utilizada, o puede encontrarse explorando la secuencia con respecto a un codén AUG en la
region del sitio de inicio de ORF1 esperado.

La organizacion gendémica general de cada una de las cuatro familias de virus se proporciona a continuacion,
seguida de secuencias diana ejemplares obtenidas para miembros seleccionados (géneros, especies o cepas)
dentro de cada familia.

Picornavirus. Tipico del picornavirus, el genoma de rinovirus es una Unica molécula de ARN poliadenilado, con
sentido positivo, monocatenario, de aproximadamente 7,5 kb. El genoma incluye una UTR larga, que se localiza
cadena arriba de la primera poliproteina, y una Unica fase abierta de lectura (ORF) que tiene una proteina VPg
(unida a genoma virico) unida covalentemente con su extremo. La ORF se subdivide en dos segmentos, cada uno
de los cuales codifica una poliproteina. El primer segmento codifica una poliproteina que se escinde posteriormente
para formar proteinas viricas, VP1 a VP4, y el segundo segmento codifica una poliproteina que se es el precursor de
proteinas viricas que incluye una Cis-pro, una proteasa y una polimerasa. La ORF termina en una secuencia de
terminacion de poliA.

El sitio de inicio AUG inicial diana se localiza entre las posiciones de bases 615-640; la direccion a estas regiones es
eficaz para inhibir la traduccion de ambos segmentos de poliproteinas.

Calicivirus. El genoma de un vesivirus, de la familia Calicivirus, es una Unica molécula de ARN con sentido positivo,
monocatenario, infeccioso, de aproximadamente 7,5 kb. El genoma incluye una UTR de cadena arriba de la primera
fase abierta de lectura (ORF1) que no esta modificada. El extremo 3' del genoma esta poliadenilado. EI genoma
incluye tres fases abiertas de lectura. La primera fase abierta de lectura codifica una poliproteina, que se escinde
posteriormente para formar las proteinas no estructurales viricas incluyendo una helicasa, una proteasa, una ARN
polimerasa dependiente de ARN, y "VPg", una proteina que se une al extremo 5' del ARN genémico virico. La
segunda fase abierta de lectura codifica la proteina de capside individual y la tercera fase abierta de lectura codifica
lo que se ha indicado que es una proteina estructural que es basica en la naturaleza y probablemente capaz de
asociarse con el ARN.

El sitio de inicio AUG inicial diana se localiza entre las posiciones de bases 7-35; la direccion a esta region es eficaz
para inhibir la traduccién de la primera fase de lectura.

Togavirus. El genoma de un virus de la rubeola, de la familia Togavirus, es una unica molécula lineal de ARN con
sentido positivo, monocatenario, de aproximadamente 11,7 kb, que es infeccioso. El extremo 5' esta recubierto con
una molécula 7-metilG y el extremo 3' esta poliadenilado. Se han demostrado ARN mensajeros de longitud completa
y subgendmicos y se produce escision postraduccional de poliproteinas durante la replicacion del ARN. El genoma
incluye dos fases abiertas de lectura. La primera fase abierta de lectura codifica una poliproteina que se escinde
posteriormente en cuatro proteinas funcionales, risP1 a nsP4. La segunda fase abierta de lectura codifica la proteina
de la capsida virica y otras tres proteinas viricas, PE2, 6Ky E1.
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El sitio de inicio AUG para la primera fase abierta de lectura se localiza entre las posiciones de bases 10-40; la
direccion a esta region es eficaz para inhibir la traduccién de la primera fase abierta de lectura.

Flavivirus. EI genoma del virus de la hepatitis C es una unica molécula lineal de ARN con sentido positivo,
monocatenario, de aproximadamente 11 kb. El extremo 5' esta recubierto con una molécula GppAmp m’, y el
extremo 3' no esta poliadenilado. EI genoma incluye solamente una fase abierta de lectura, que codifica una
poliproteina precursora separable en seis proteinas estructurales y funcionales. El sitio de inicio AUG inicial se
localiza en la posicion de base 343.

Se enumeran referencias de GenBank para secuencias de acido nucleico viricas ejemplares que contienen el sitio
de inicio de ORF1 en los genomas viricos correspondientes en la Tabla 3, a continuacion. Se apreciara que estas
secuencias son solamente ilustrativas de otras secuencias en la region del sitio de inicio de ORF1 de miembros de
las cuatro familias de virus, como puede estar disponible de bases de datos de secuencias de genes disponibles de
la bibliografia o las fuentes de patentes.

Se seleccionan secuencias de direccion dirigidas contra una region diana que abarca el sitio de inicio de la
traduccion de la primera fase abierta de lectura (ORF1) construyendo una secuencia complementaria de una o mas
secuencias que abarcan el sitio AUG en estas regiones diana; véase Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Secuencias antisentido ejemplares que se dirigen a la regién de inicio de la traduccion de ORF1

Virus N.? d%fr:%rae:ga de Region diana Oligémero antisentido (5' a 3') SEQ ID NO.

Picornaviridae
Poliovirus 735.755
Cepa de Mah'oney NC002058 735.755 CCTGAGCACCCATTATGATAC 62
Cepa de Sabin V01150
Hepatitis A M14707 731-754 CCTTGTCTAGACATGTT CATTATT |63
Rinovirus 14 NC001490 621-640 CTGAGCGCCCATGATCACAG 64
Rinovirus 16 NCO001752 618-637 TTGAGCGCCCATGATAACAA 65
Rinovirus 1B D00239 615-634 CTGGGCACCCATGATGCCAA 66
Caliciviridae

7-26 GAGCCATAGCTCAAATTCTC 67
Vesivirus (Pan-1) |AF0911736 1-21 TAGCTCAAATTCT CATTTAC 68

15-34 GAGCGTTTGAGCCATAGCTC 69
Porcino AF182760 6-25 GACGGCAATTAGCCATCACG 70
Norwalk AF093797 1-19 CGACGCCATCATCATTCAC 71
Felino AF479590 14-34 CAGAGTTTGAGACATTGTCTC 72
Togaviridae

6-28 CCTTAATAAACTGATGGGCCTCC |73
Hepatitis E NC001434

1-18 CTGATGGGCCTCCATGGC 74
Flaviviridae
Hepatitis C AF169005 348-330 GTGCTCATGGTGCACGGTC-3 18

GGCCTTTCGCGACCCAACAC 76

B3. Direccion al Virus de la Gripe

Una tercera clase de compuestos antiviricos antisentido ejemplares se usan en la inhibicién del crecimiento de virus
de la familia Ortomixoviridae y en el tratamiento de una infeccidn virica. La célula hospedadora se pone en contacto
con un oligdmero como se describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario
catiodnico, y preferentemente que contiene 20 % a 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que contiene una secuencia
de bases eficaz para hibridar con una regioén diana seleccionada de las siguientes: i) las 25 bases 5' o 3' terminales
de un segmento de ARN virico con sentido negativo de virus de la gripe A, virus de la gripe B y virus de la gripe C, ii)
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las 30 bases terminales del extremo 3' terminal de un ARNc con sentido positivo de virus de la gripe A, virus de la
gripe B y virus de la gripe C, y iii) las 50 bases que rodean el codén de inicio AUG de un ARNm virico de la gripe.
(Véase, por ejemplo, Publicacion de PCT N.° WO/2006/047683 o Publicacion de solicitud de Estados Unidos N.°
20070004661.)

Los compuestos son particularmente utiles en el tratamiento de infeccién por virus de la gripe en un mamifero. El
oligébmero puede administrarse a un sujeto mamifero infectado con el virus de la gripe, o en riesgo de infeccion con
el virus de la gripe.

Para tratamiento de virus de la gripe A, la secuencia de direccion hibrida con una regién asociada con una del grupo
de secuencias identificadas como SEQ ID NO: 221-222. Son secuencias de direccion preferidas las
complementarias de la diana de cadena menos de SEQ ID NO: 222 o la diana de cadena positiva de SEQ ID NO:
221. Se enumeran oligémeros antisentido ejemplares que se dirigen a estas dos regiones como SEQ ID NO: 223 y
224, respectivamente.

Estas secuencias se dirigiran a la mayoria, si no todas, de cepas del virus de la gripe A debido al alto grado de
homologia entre cepas en las dianas respectivas.

La Tabla 4 a continuacion muestra secuencias de direccion ejemplares, en una orientaciéon de 5' a 3' que son
complementarias del virus de la gripe A. Las secuencias enumeradas proporcionan una coleccion de secuencias de
direccion a partir de las que pueden seleccionarse secuencias de direccion, de acuerdo con las normas de clase
generales analizadas anteriormente.

Tabla 4. Secuencias oligoméricas antisentido ejemplares para dirigirse a gripe A

PMO Nuclestidos diana N.° de referencia de Ollgljomero antisentido de direccion (5 SEQ NO.
GenBank a 3")

PB1-AUG 13-33 J02151 GACATCCATTCAAATGGTTTG 224

(-)NP-3'trm  |1-22 J02147 AGCAAAAGCAG GGTAGATAAT C 223

B4. Direccion a Virus de la familia de Picornaviridae

Se usa una cuarta clase de compuestos antiviricos antisentido ejemplares en la inhibicion del crecimiento de virus de
la familia Picornaviridae y en el tratamiento de una infeccion virica. Los compuestos son particularmente Utiles en el
tratamiento de infeccién por Enterovirus y/o Rhinovirus en un mamifero. Los compuestos antiviricos antisentido son
oligdbmeros morfolino con carga parcial positiva que tienen una secuencia de 12-40 subunidades, incluyendo al
menos 12 subunidades que tienen una secuencia de direccion que es complementaria de una region asociada con
secuencias de ARN virico dentro de una de dos regiones de 32 nucleétidos conservados de la region no traducida 5'
virica identificada por SEQ ID NO: 55 y 56. (Véase, por ejemplo, Publicaciones de PCT N.°© WO/2007/030576 y
WO/2007/030691 o solicitudes provisionales relacionadas y del mismo propietario que la presente N.° de serie
60/800.120 y 60/800.145).

Se enumeran entradas de referencia de GenBank para secuencias de acido nucleico viricas ejemplares que
representan ARN gendmico de picornavirus en la Tabla 5 a continuacion. Esta tabla enumera regiones diana para
una secuencia de 32 bases correspondiente a los nucleétidos 443-474 de la secuencia de referencia de poliovirus
(NC 002058) y contenida en la region 5' UTR de varios picornavirus. Todos los virus enumerados en la Tabla 2 son
aislados humanos y se organizan en los géneros Enterovirus y Rhinovirus como Enterovirus Humanos A-D,
Poliovirus, Rinovirus A y Rinovirus B de acuerdo con la convencién como proporciona el Comité Internacional sobre
Taxonomia de Virus (ICTV).

Existe un alto grado de conservacion de secuencias entre virus en los dos géneros, Enterovirus y Rhinovirus. La
secuencia diana identificada como SEQ ID NO: 56 (TCCTCCGGCC CCTGAATGYG GCTAAYCYYA AC) representa
una secuencia diana combinada, en la que la letra "Y" en la secuencia representa una base de pirimidina, es decir,
puede serCo T.

Tabla 5. Secuencias Diana de Acido Nucleico de Picornavirus Humanas Ejemplares: Region 5'

\Virus Ref. N.° GB N.° Region
Poliovirus cepa Mahoney NC 002058 V01149 443-474
Enterovirus A (CV-A16) NC 001612 U05876 452-483
Enterovirus 71 (HEV-71) U22521 448-479
Enterovirus B (CV-B1) NC 001472 M16560 446-477
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\Virus Ref. N.° GB N.° Region
Coxsackievirus B3 (CV-B3) M88483 447-478
Coxsackievirus B2 (CV-B2) AF081485 448-479
Coxsackievirus B4 (CV-B4) X05690 448-479
Coxsackievirus B5 (CV-B5) X67706 448-479
Coxsackievirus A9 (CV-A9) D00627 448-479
Echovirus 4 (EV-4) X89534 331-362
Echovirus 6 (EV-6) U16283 446-477
Echovirus 11 (EV-11) X80059 449-480
Echovirus 13 (EV-13) AF412361 259-290
Echovirus 18 (EV-18) AF412366 259-290
Echovirus 25 (EV-25) AY302549 466-477

Enterovirus C (CV-A21) NC 001428 D00538 441-472

Enterovirus D (HEV-70) NC 001430 D00820 446-477

Rinovirus A (HRV-89) NC 001617 M16248 442-473

Rinovirus B (HRV-14) NC 001490 K02121 453-484

Rinovirus B (HRV-14) NC 001490 K02121 453-484

La Tabla 6 a continuacion muestra secuencias de direccion ejemplares que son complementarias de un amplio
espectro de Picornavirus, especificamente miembros de los géneros Enterovirus y Rhinovirus.

Tabla 6. Secuencia de Direccion de Oligdmeros Antisentido Ejemplares

N.° de _ . . . ..
Nombre INuclestidos diana Ireferencia de Olllgomlero antisentido de direccion SEQ. ID
(5'ad) NO.
GenBank
5'-32 443-474 GTTGGGRTTRGCCGCATTCAGGGGCCGGAGGA 234
PV444  |444-463 V00149 CGCATTCAGGGGCCGGAGG 235
PV449  |449-470 V00149 GGATTAGCCGCATTCAGGGGCC 236
PV454  |454-474 V00149 GTTGGGATTAGCCGCATTCAG 237

La Tabla 7 enumera regiones diana para una segunda secuencia de 32 bases de la secuencia de referencia de
poliovirus (NC 002058) y contenida en la region 5' UTR de varios picornavirus. La secuencia diana identificada como
SEQ ID NO: 55 (RYG- GRACCRA CTACTTTGGG TGTCCGTGTT TC) representa una secuencia diana combinada,
donde las posiciones indicadas por la letra "R" pueden ser A o G, y la posicién indicada por la letra "Y" puede ser C o
T en estas regiones diana.

Tabla 7. Secuencias diana de acido nucleico de picornavirus humano ejemplares; regién 3'

Virus Ref. N.° GB N.° Region
Poliovirus-cepa de Mahoney NC 002058 V01149 531-562
Enterovirus A (CV-A16) NC 001612 U05876 540-571

Enterovirus 71 (HEV-71) U22521 536-567
Enterovirus B (CV-B1) NC 001472 M16560 534-565
Coxsackievirus B3 (CV-B3) M88483 535-566
Coxsackievirus B2 (CV-B2) AF081485 536-567
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Virus Ref. N.° GB N.° Region
Coxsackievirus B4 (CV-B4) AF311939 537-568
Coxsackievirus B5 (CV-B5) X67706 536-567
Coxsackievirus A9 (CV-A9) D00627 536-567
Echovirus 4 (EV-4) X89534 419-450
Echovirus 6 (EV-6) U16283 534-565
Echovirus 9 (EV-9) X92886 533-564
Echovirus 11 (EV-11) X80059 537-568
Echovirus 13 (EV-13) AY302539 535-566
Echovirus 18 (EV-18) AF521513 94-125
Echovirus 25 (EV-25) X90722 534-565
Echovirus 30 (EV-30) AF311938 537-568

Enterovirus C (CV-A21) NC 001428 D00538 529-560
Enterovirus D (HEV-70) NC 001430 D00820 534-565
Rinovirus A (HRV-89) NC 001617 M16248 530-561
Rinovirus B (HRV-14) NC 001490 K02121 541-572

Se enumeran en la Tabla 8 secuencias de direccion disefiadas para hibridar con estas regiones diana.

Tabla 8. Secuencias de direccién de oligdmero antisentido ejemplares.

- N.° de . . . SEQ. ID
Nombre Nucleotidos diana| referencia de Oligébmero antisentido de direccion (5' a 3') NO.
GenBank
337 526-562 \/00149 éAAANGAAACACGGACACCCAAAGTAGTCGG‘I‘I’CCG b38
PV533 533-552 V00149 CACCCAAAGTAGTCGGTTCC 239
PV539 539-558 V00149 CACGGACACCCAAAGTAGTC 240
PV544 544-562 V00149 GGAAACACGGACACCCAAAG 241
PV548 548-567 V00149 AAAAGGAAACACGGACACCC 242
CVB3-548 548-568 M88483 ATGAAACACGGACACCCAAAG 243
EnteroX 541-562 V00149 GAAACACGGACACCCAAAGTAG 244
HRV14-IRES  |551-574 K02121 GAGAAACACGGACACCCAAAGTAG 245

B5. Direccion a virus de la familia de Flavivirus

Una quinta clase de compuestos antiviricos antisentido ejemplares se usan en la inhibicion de la replicacion de un
flavivirus en células animales. Un oligémero antisentido ejemplar de esta clase es un oligémero morfolino con
enlaces catiénicos, como se describe en la presente invencion, de entre 8 y 40 bases nucleotidicas de longitud y que
tienen una secuencia de al menos 8 bases complementarias de una region del genoma de ARN de cadena positiva
del virus que incluye al menos una parte de SEQ ID NO: 57. Véase, por ejemplo, Publicacién de solicitud de Estados
Unidos N.° 20050096291.

Las secuencias diana son las adyacentes a y que incluyen al menos una parte, por ejemplo, al menos 2-8 bases, de
la secuencia de ciclacion 5' (5'-CS) o secuencias 3'-CS del ARN flavivirico de cadena positiva. Una diana altamente
preferida es la 3'-CS. Se enumeran referencias de GenBank para secuencias de acido nucleico viricas ejemplares
que contienen las secuencias terminales de extremo 5'-CS y 3'-CS en los genomas viricos correspondientes en la
Tabla 1 posterior. Las regiones conservadas de 5-CS y 3'-CS se muestran en negrita en la Tabla 9. Otro grupo de
secuencias diana ejemplares son los complementos de SEQ ID NO: 267-277.
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Tabla 9. Secuencias diana 5'-CS y 3'-CS ejen

nplares

. N.° de referencia de | Nucleétidos diana de | SEQ ID o o
Virus GenBank 5-CS NO. Secuencia diana (5'a 3')
Encefaltis de SanLUS 16614 138 - 157
Mirray o VAe e IAF161266 136 - 154 67 GUCAAUAUGCUA
Nilor oocidental M12294 135 - 155 AAACGCGG
. D00246 115-134
Kunjin
e AUCAAUAUGCUG
Encefalitis japonesa M18370 135- 154 268 AAACGCGG -

. . GUCAAUAUGGUA
Fiebre amarilla X03700 155 - 174 269 CGACGAGG
Dengue - Tipo 1 M87512 115-135
Dengue - Tipo 2 M19197 131 - 151 270 Sgun Un CE éélégUGC
Dengue - Tipo 4 M14931 133 - 153

. CUAUCAAUAUGC
Dengue - Tipo 3 M93130 129 - 149 271 UGAAACGCG
Encefalitis transmitida por U27495 108 - 129 CAGCUUAGGAGA
garrapatas
Powassen L06436 81 -102 ACAAGAGCUG
Louping llI Y07863 105 - 126
Enfermedad del bosque de 572
Kyasanur X74111 94 - 115
Alkhurma AF331718 90 - 111

. . GGCUGUCAAUA U
Nilo occidental M12294 132 -151 273 GCUAAAAC
Encefalitis de San Luis M18370 10861-10882 AACAGCAUAUUG
Encefalitis japonesa AF161266 10899-10920
“Eﬂzif;‘;"/"t's del Vallede ly112094 10853-10874 274 |ACACCUGGGA
Nilo occidental AY274505 10914-10934
Kunjin

. . UGGGACCAUAUU
Fiebre amarilla X03700 10745-10767 275 GACGCCAGGGA
Dengue - Tipo 1 M87512 10609-10630 AAACAGCAUAULtr
Dengue - Tipo 2 M19197 10595-10616
Dengue - Tipo 3 M93130 10588-10609 276 GACGCUGGGA
Dengue - Tipo 4 M14931 10540-10561
Encefalitis transmitida por | ;7445 11057-11078 CGGUUCUUGUUC
garrapatas
Powassen L06436 10755-10776
Louping llI Y07863 10787-10808 277 UCCCUGAGCC

B6. Direccién a Virus de la familia de Nidovirus

Se usa una sexta clase de compuestos antiviricos antisentido ejemplares en la inhibiciéon de la replicacion de un
nidovirus en células de animales infectadas por virus. Un oligdmero antisentido ejemplar de esta clase es un
oligébmero morfolino con enlaces catidnicos, como se describe en la presente invencion, que contiene entre 8-25
bases nucleotidicas, y tiene una secuencia capaz de alterar la formacién de pares de bases entre las secuencias
reguladoras de la transcripcion en la region lider 5' del genoma virico de cadena positiva y la regiéon subgendmica 3'
de cadena negativa (Véase, por ejemplo, Publicacion de PCT N.° WO/2005/065268 o Publicacion de solicitud de

Estados Unidos N.° 20070037763).
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Se enumeran Nidovirus representativos en la Tabla 10, a continuaciéon. El término "Nidovirus" se refiere a virus del
orden Nidovirales que incluye las familias Coronaviridae y Arteriviridae. El término "coronavirus" se usa en el
presente documento para incluir todos los miembros de la familia Coronaviridae incluyendo virus de los géneros
Coronavirus y Torovirus. El término "arterivirus" incluye miembros de la familia Arteriviridae que incluye el género
Arterivirus.

Tabla 10. Nidovirus representativos

Nombre del virus Abreviatura
Coronavirus canino CCoV
Coronavirus felino FCoV
Coronavirus humano 229E HCoV-229E
\Virus de la diarrea epidémica porcina PEDV
Virus de la gastroenteritis transmisible TGEV
Coronavirus respiratorio porcino PRCV
Coronavirus bovino BCoV
Coronavirus humano OC43 HCoV-0C43
Virus de la hepatitis murina MHV
Coronavirus de rata RCV
Virus de la bronquitis infecciosa IBV
Coronavirus de pavo TCoV
Coronavirus de conejo RbCoV
Coronavirus de SARS SARS-CoV
Torovirus Humano HuTV
Virus de la arteritis equina EAV
Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino |PRRSV
Virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina  |PHEV
\Virus de la fiebre hemorragica de simio SHFV

Las secuencias diana preferidas son las secuencias de nucleétidos adyacentes y que incluyen al menos una parte,
por ejemplo, al menos 2-8 bases, de la TRS lider del ARN positivo o la TRS de cuerpo de cadena menos de ARN de
nidovirus. Estan disponibles una diversidad de secuencias gendmicas de Nidovirus de fuentes bien conocidas, tales
como las bases de datos de Genbank del NCBI. Se enumeran referencias de GenBank para secuencias de acido
nucleico viricas ejemplares que contienen la TRS lider en los genomas viricos correspondientes en la Tabla 11 a
continuacion; los nucledtidos en negrita identifican la TRS lider central.

Tabla 11. Secuencias Diana de TRS Ejemplares

5 -
Virus N.® de referencia de TRS lider SEQ ID NO. Secuencia diana (5'a 3')
GenBank
HCoV-229E  |AF304460 55-78 207 CUACUUUUCUCAACUAAACGAAAU
HCoV-OC43  |AY391777 51-74 208 GAUCUUUUUGUAAUCUAAACUUUA
SARS-CoV AY274119 53-76 209 GAUCUGUUCUCUAAACGAACUUUA

Las secuencias de direccion ejemplares dirigidas contra la TRS lider para Nidovirus seleccionados incluyen SEQ ID
NO: 210-214.

Mas en general, las secuencias de direccion ejemplares incluyen una secuencia de al menos 8 bases
complementarias de una region de la cadena negativa del virus o, como alternativa, genoma de ARN de cadena
positiva, que incluye al menos una parte de la TRS lider de cadena negativa del genoma, o TRS lider de cadena
positiva, respectivamente. La secuencia de direccién contiene un nimero suficiente de bases en las TRS para
alterar la formaciéon de pares de bases entre las secuencias de TRS lider y de cuerpo del virus. El nimero de
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secuencias de direccién necesarias para alterar esta estructura es preferentemente de al menos 2-4 bases
complementarias de la TRS lider del nicleo o del cuerpo (mostrada en negrita en la Tabla 2), mas bases
complementarias de bases de secuencia diana adyacentes.

B7. Direccion a VIH-1

En un método para inhibir de forma selectiva la replicaciéon de VIH-1 en células hematopoyéticas humanas
infectadas por VIH, activadas, por ejemplo, macréfago o células linfociticas T, dichas células infectadas por VIH-1
activadas se exponen a un oligdmero antisentido como se describe en el presente documento, que tiene al menos
un enlace intersubunitario catidbnico como se describe en el presente documento y que contiene preferentemente del
20 % al 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que tiene una secuencia de bases que es sustancialmente
complementaria de una secuencia diana virica compuesta de al menos 12 bases contiguas en una regiéon de ARN
de cadena positiva del VIH-1 identificada por una de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 197-199.

En una realizacion, el oligémero es capaz de hibridar con una regién de SEQ ID NO: 17, para inhibir la sintesis de la
proteina Vif del VIH en las células infectadas. EI compuesto en esta realizacion puede tener al menos 12 bases
contiguas de una de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 200-203.

En otra realizacion, el oligdmero es capaz de hibridar con una region de SEQ ID NO: 198, para inhibir la
transcripcion de transcritos de ARNm del VIH. EI compuesto en esta realizaciéon puede tener al menos 12 bases
contiguas de las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 204 y 205.

En otra realizacion, el oligdmero es capaz de hibridar con una region de SEQ ID NO: 199, para inhibir la
transcripcion inversa de ARN virico bloqueando la etapa de transferencia de cadena menos. El compuesto en esta
realizacion puede tener al menos 12 bases contiguas de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 206.

B8. Direccion de Filovirus

En otra realizacion, pueden usarse uno o mas oligémeros como se describe en el presente documento en un método
para inhibir la replicacién dentro de una célula hospedadora de un virus del Ebola o virus de Marburg, poniendo en
contacto la célula con un oligdbmero como se describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace
intersubunitario catiénico, y preferentemente que contiene del 20 % al 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que
tiene una secuencia de bases de direccién que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos
12 bases contiguas dentro de una region del sitio de inicio AUG de un ARNm de cadena positiva, como se describe
adicionalmente posteriormente.

El genoma virico de filovirus es de aproximadamente 19.000 bases de ARN monocatenario que no esta segmentado
y en la orientaciéon antisentido. EI genoma codifica 7 proteinas de ARNm monocistronicos complementarios del
ARNv.

Las secuencias diana son secuencias de ARN de cadena positiva (con sentido) que abarcan o estan justo cadena
abajo (a una distancia de 25 bases) o cadena arriba (a una distancia de 100 bases) del codén de inicio AUG de
proteinas del virus del Ebola seleccionadas o las 30 bases 3' terminales del ARN virico de la cadena menos. Son
dianas proteicas preferidas las subunidades de polimerasa virica VP35 y VP24, aunque también se contemplan L,
nucleoproteinas NP y VP30. Entre estas se favorecen las proteinas tempranas, por ejemplo, se favorece VP35
frente a la polimerasa L expresada mas tarde.

En otra realizacion, pueden usarse uno o mas oligémeros como se describe en el presente documento en un método
para inhibir la replicacién dentro de una célula hospedadora de un virus del Ebola o virus de Marburg, poniendo en
contacto la célula con un oligdbmero como se describe en el presente documento, que contiene al menos un enlace
intersubunitario catiénico, y que contiene preferentemente del 20 % al 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que
tiene una secuencia de bases de direccién que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos
12 bases contiguas dentro de una region de sitio de inicio AUG de un ARNm de cadena positiva identificado por una
de las secuencias de ARNm de Filovirus seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 250-255.

Para tratar una infeccién por virus del Ebola, el compuesto puede tener una secuencia de direccién que es
complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de la region del sitio de
inicio AUG de VP35 identificada por una secuencia diana seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 250.
Una secuencia de direccion ejemplar se identifica por SEQ ID NO: 1.

En otra realizacién para tratar una infeccién por virus del Ebola, el compuesto puede tener una secuencia de
direccidon que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de las
regiones de sitio de inicio AUG de VP24 o AUG de L identificadas por una secuencia diana seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 251 y 252, respectivamente. Las secuencias de direccion ejemplares incluyen SEQ ID
NO: 5y 11, respectivamente.
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Para tratar una infeccion por virus de Marburg, el compuesto puede tener una secuencia de direccion que es
complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de la region de sitio de
inicio AUG de VP35 identificada por una secuencia diana identificada por SEQ ID NO: 253. Una secuencia de
direccion ejemplar se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 256 y 257.

En ofra realizacion para tratar una infeccion por virus de Marburg, el compuesto puede tener una secuencia de
direccidon que es complementaria de una secuencia diana compuesta de al menos 12 bases contiguas dentro de las
regiones de sitio de inicio AUG de VP24 o AUG de L de identificadas por una secuencia diana seleccionada del
grupo identificado por SEQ ID NO: 254 y 255, respectivamente. Se identifican secuencias de direccion ejemplares
por SEQ ID NO: 258-260.

Los oligdmeros desvelados en el presente documento también pueden usarse en un método para tratar una
infeccién por Filovirus del Ebola o de Marburg en el sujeto, administrando al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de un oligdmero que tiene una secuencia de direccién como se ha descrito anteriormente; o en un método
para vacunar a un sujeto mamifero contra virus del Ebola, pretratando el sujeto con un oligémero como se describe
en el presente documento y que tiene una secuencia de direccion como se ha descrito anteriormente, y exponiendo
el sujeto al virus del Ebola, preferentemente en una forma atenuada.

Las secuencias de ARN del virus del Ebola (virus del Ebola de Zaire, cepa Mayinga) pueden obtenerse del N.° de
Referencia de GenBank AF086833. Las secuencias de direccion particulares mostradas posteriormente se
seleccionaron con respecto a su especificidad contra la cepa de virus del Ebola de Zaire. Se determinan facilmente
secuencias correspondientes para Ebola de la Costa de Marfil, Ebola de Sudan y Ebola de Reston (N.° de referencia
de GenBank AF52284) a partir de las entradas de GenBank conocidas para estos virus. Se seleccionan
preferentemente secuencias de direccion que proporcionan un consenso maximo entre las cepas viricas,
particularmente las cepas de Zaire, Costa de Marfil, y Sudan, o desapareamientos de bases que pueden
acomodarse por bases ambiguas en la secuencia antisentido, de acuerdo con normas de formacién de pares de
base bien conocidas.

Se enumeran referencias de GenBank para secuencias de acido nucleico viricas ejemplares que representan
segmentos gendmicos de filovirus en la Tabla 12 a continuacion. Los nimeros de secuencia de nucleétidos en la
Tabla 12 derivan de la referencia de GenBank para el ARN de cadena positiva de Ebola de Zaire (AF086833) y virus
de Marburg (Z29337). La Tabla 12 enumera dianas para genes viricos del Ebola ejemplares VP35, VP24 y L. Las
secuencias diana para los codones de inicio AUG de estos genes estan representadas como SEQ ID NO: 250-252.
El conjunto correspondiente de secuencias diana para virus de Marburg se muestra como SEQ ID NO: 253-255.

Tabla 12. Secuencias diana de acido nucleico de filovirus ejemplares

N.° de Region de

Nombre GenBank nucledtidos

Secuencia (5'a 3') SEQ ID NO.

AAUGAUGAAGAUUAAAACCUUCAUC
AUCCUUACGUCAAUUGAAUUCUCUA
VP35-AUG  |AF086833 3029-3153 GCACoCGAAGCUUAUUGUCUUCAAU 250
GUAAAAGAAAAGCUGGUCUAACAAG
AUGACAACUAGAACAAAGGGCAGGG

CGUUCCAACAAUCGAGCGCAAGGUU
UCAAGGUUGAACUGAGAGUGUCUAG
VP24-AUG  |AF086833 10245-10369 |ACAACAAAAUAUUGAUACUCCAGAC 251
ACCAAGCAAGACCUGAGAAAAAACC

AUGGCUAAAGCUACGGGACGAUACA

GUAGAUUAAGAAAAAAGCCUGAGGA
AGAUUAAGAAAAACUGCUUAUUGGG
L-AUG AF086833 11481-11605 |UCUUUCCGUGUUUUAGAUGAAGCAG 252
UUGAAAUUCUUCCUCUUGAUAUUAA
AUGGCUACACAACAUACCCAAUAC
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N.° de Region de

Nombre GenBank nucledtidos

Secuencia (5'a 3') SEQ ID NO.

CUAAAAAUCGAAGAAUAUUAAAGGU
UUUCUUUAAUAUUCAGAAAAGGUUU
VP35-AUG  |Z29337 2844-2968 UUUAUUCUCUUCUUUCUUUUUGCAA 253
ACAUAUUGAAAUAAUAAUUUUCACA

AUGUGGGACUCAUCAUAUAUGCAAC

UUCAUUCAAACACCCCAAAUUUUCA
AUCAUACACAUAAUAACCAUUUUAG
VP24-AUG  |Z29337 10105-10229 |UAGCGOUACCUUUCAAUACAAUCUA 254
GGUGAUUGUGAAAAGACUUCCAAAC
AUGGCAGAAUUAUCAACGCGUUACA

UCAUUCUCUUCGAUACACGUUAUAU
CUUUAGCAAAGUAAUGAAAAUAGCC
L-AUG 229337 11379-11503  |UUGUCAUGUUAGACGCCAGUUAUCC 255
AUCUUAAGUGAAUCCUUUCUUCAAU
AUGCAGCAUCCAACUCAAUAUCCUG

Se disefian secuencias de direccion para hibridar con una regién de la secuencia diana como se enumera en la
Tabla 13. Las secuencias de direccion seleccionadas pueden hacerse mas cortas, por ejemplo, de 12 bases, o mas
largas, por ejemplo, de 40 bases, e incluyen un nimero pequefio de desapareamientos, siempre que la secuencia
sea suficientemente complementaria para permitir la hibridacion con la diana, y forma con la cadena positiva o la
cadena negativa del virus un heteroduplex que tiene una T, de 45 °C o mayor.

La Tabla 13 a continuacidon muestra secuencias de direccion ejemplares, en una orientacion 5’ a 3’, que se dirigen al
virus del Ebola de Zaire (N.° de referencia de GenBank AF086833) de acuerdo con las directrices descritas
anteriormente. Pueden seleccionarse secuencias de direccion adicionales, de acuerdo con las normas de clase
general analizadas anteriormente.

Tabla 13. Secuencias de oligbmero antisentido ejemplares que se dirigen a Ebola Zaire

Nombre N.° de GenBank diana AF086833 Secuencia 5'-3’ SEQ ID NO
VP35-AUG | 3133-3152 CCTGCCCTTTGTTCTAGTTG 1
VP24-AUG | 10331-10349 GCCATGGTTTTTTCTCAGG 5
VP24-5'trm | 10261-10280 TTCAACCTTGAAACCTTGCG 15

La Tabla 14 a continuacién muestra secuencias de direccion ejemplares en una orientacion 5’ a 3’, que se dirigen al
virus de Marburg (N.° de referencia de GenBank Z29337) de acuerdo con las directrices descritas anteriormente.
Pueden seleccionarse secuencias de direccion adicionales, de acuerdo con las normas de clase general analizadas
anteriormente.

Tabla 14. Secuencias de oligbmero antisentido ejemplares que se dirigen a virus de Marburg

Nombre N.° de GenBank diana 229337 Secuencia 5'-3’ SEQ ID NO
L-AUG 11467-11485 GCTGCATATTGAAGAAAGG 259
L+7-AUG 11485-11506 CATCAGGATATTGAGTTGGATG 260
VP35-AUG 2932-2952 GTCCCACATTGTGAAAATTAT 256
VP35+7-AUG | 2950-2971 CTTGTTGCATATATGATGAGTC 257
VP24+5-AUG | 10209-10231 GTTGTAACGCGTTGATAATTCTG 258

B9. Direccion de Arenavirus

En otra realizacion, puede usarse un oligémero como se describe en el presente documento para inhibir la infeccion
virica en células de mamifero por una especie en la familia Arenaviridae. En un aspecto, los oligémeros pueden
usarse en el tratamiento de un sujeto mamifero infectado con el virus.

La Tabla 15 es una lista ejemplar de virus diana a los que se dirige la invencién organizada por su clasificacion de
Arenavirus del Viejo Mundo o del Nuevo Mundo.
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Tabla 15. Arenavirus diana
Familia Género Virus
Arenaviridae | Arenavirus Arenavirus del Viejo Mundo
Virus de Lassa (LASV)
Virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV)
Virus de Mopeia (MOPV)
Arenavirus del Nuevo Mundo
Virus de Guanarito (GTOV)
Virus de Junin (JUNV)
Virus de Machupo (MACV)
Virus de Pichinide (PICV)
Virus de Pirital (PIRV)
Virus de Sabia (SABV)
Virus de Tacaribe (TCRV)
Virus de Whitewater Arroyo (WWAV)

El genoma de los Arenavirus consiste en dos segmentos de ARN monocatenario designados S (pequefio) y L
(grande). En viriones, la relacion molar de ARN del segmento S con respecto a L es de aproximadamente 2:1. La
secuencia de ARN del segmento S completa se ha determinado para varios arenavirus y varia de 3.366 a 3.535
nucledtidos. La secuencia de ARN del segmento L completa también se ha determinado para varios arenavirus y
varia de 7.102 a 7.279 nucledtidos. Las secuencias 3’ terminales de los segmentos de ARN S y L son idénticas en
17 de los ultimos 19 nucledtidos. Estas secuencias terminales estan conservadas entre todos los arenavirus
conocidos. Los 19 o 20 nucledtidos 5’ terminales al comienzo de cada ARN gendmico son imperfectamente
complementarios con cada extremo 3’ correspondiente. Debido a esta complementariedad, se cree que los extremos
3’y 5 forman pares de bases y forman estructuras de Panhandle.

La replicacion del virién infeccioso o ARN virico (ARNv) para formar una cadena de ARN complementario virico
(ARNcv) antigendmica se produce en la célula infectada. Tanto el ARNv como el ARNcv codifican ARNm
complementarios; en consecuencia, los Arenavirus se clasifican como virus de ARN ambisentido, en lugar de virus
de ARN con sentido negativo o positivo. La orientacion ambisentido de genes viricos esta en los segmentos tanto L
como S. Los genes de NP y polimerasa residen en el extremo 3’ de los segmentos de ARNv Sy L, respectivamente,
y estan codificados en el sentido negativo convencional (es decir, se expresan mediante transcripcion de ARNv o
ARNmM complementario de genoma). Los genes localizados en el extremo 5’ de los segmentos de ARNv Sy L, GPC
y Z, respectivamente, estan codificados en el sentido de ARNm pero no hay ninguna prueba de que se traduzcan
directamente de ARNv gendmico. Estos genes se expresan en su lugar mediante transcripcion de ARNm con
sentido gendmicos de antigenomas (es decir, el ARNcv), copias complementarias de longitud completa de ARNv
gendmicos que actdan como intermedios de replicacion.

Se enumeran entradas de referencia de GenBank para secuencias de acido nucleico viricas ejemplares que
representan ARNv de Arenavirus en la Tabla 2 posterior. La Tabla 2 enumera las dianas antisentido para una
secuencia de 19 bases correspondiente a los nucleétidos 1-19 o 2-20 y contenida en la region 5 terminal de los
segmentos tanto S como L de los Arenavirus enumerados. Todos los virus enumerados en la Tabla 2 son aislados
humanos. La secuencia diana (SEQ ID NO: 261) es 5-CGCACMGDGG ATCCTAGGC-3’, donde la nomenclatura de
la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) para bases especificadas de forma incompleta se usa en
la descripcion de la secuencia (es decir, “M” para Co Ay “D” para A, Go T).

Existe un alto grado de conservacion de secuencia entre Arenavirus en el extremo 5’ terminal del ARNv y ARNcv.
Las dianas antisentido incluyen los extremos 5’ terminales de las cadenas de ARNv o ARNcv de segmento So L o
los extremos 5 terminales de cualquiera de los cuatro ARNm viricos. Como tales, los oligdmeros alteran
potencialmente la replicacion virica, la transcripcién o la traduccién de especies de ARN virico.

El miembro prototipico de la familia Arenaviridae es virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV). La Tabla 16
enumera las regiones diana correspondientes en varios Arenavirus clinicamente relevantes y las presentes en la
base de datos de Secuencias de Referencia de NCBI. La secuencia diana identificada como SEQ ID NO: 261
representa una secuencia diana combinada para cada una de estas regiones, donde las posiciones indicadas por la
letra “M” pueden ser CoAy “D”es A,Go .

Tabla 16. Regiones de diana de acido nucleico de Arenavirus humano ejemplares

Virus | N.°de Ref. N.° GB Segmento | Region
LASV | NC 004296 | J04324 S 1-19
LASV | NC_004297 | U73034 L 1-19
LCMV | NC_004294 | M20869 S 1-19
LCMV | NC_004291 | J04331 L 1-19
MOPV | NC_006575 | AY772170 S 1-19
MOPV | NC_006574 | AY772169 L 1-19
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Virus | N.°de Ref. N.° GB Segmento | Region
GTOV | NC_005077 | AY129247 S 1-19
GTOV | NC_005082 | AY358024 L 1-19
JUNV | NC_005081 | AY358023 S 1-19
JUNV | NC_005080 | AY358022 L 1-19
MACV | NC_005078 | AY129248 S 1-19
MACV | NC_005079 | AY358021 L 1-19
PICV | NC_006447 | K02734 S 1-19
PICV | NC_006439 | AF427517 L 1-19
PIRV | NC_005894 | AF485262 S 1-19
PIRV | NC_005897 | AY494081 L 1-19
SABV | NC_006317 | U41071 S 1-19
SABV | NC_006313 | AY358026 L 1-19
TCRV | NC_004293 | M20304 S 1-19
TCRV | NC_004292 | J04340 L 1-19

La Tabla 17 a continuacion muestra secuencias de direccion ejemplares, en una orientacion 5 a 3’, que son
complementarias de un amplio espectro de Arenavirus. Los oligémeros de direccion a CL-trm, LS-trm y SS-trm (SEQ
ID NO: 262-264, respectivamente) se disefiaron para dirigirse especificamente a Junin-Candid-1. Como se muestra
posteriormente, las secuencias de direccion representadas por SEQ ID NO: 265 y 266 incorporan inosina (“I’) en dos
posiciones de variabilidad de secuencia a través de una amplia serie de especies de Arenavirus.

Tabla 17. Secuencias de direccidn de oligdmero antisentido ejemplares

Nombre Nucleoétidos N.° de ref. de Oligébmero antisentido de direccion (5’ a SEQ. ID
diana GenBank 3) NO.
CL-trm 1-20 NC_005080 CGC CTAGGA TCC CCG GTG CG 262
LS-trm 1-21 NC_005080 CGC CTAGGA TCC CCG GTG CGC 263
SS-trm 1-20 NC_005081 GCC TAG GAT CCACTG TGC GC 264
PanCL 1-19 N/D GCC TAG GAT CCICIGTGC G 265
PanLS 1-20 N/D CGC CTAGGATCCICIGTG CG 266

B9. Aspectos generales de aplicaciones antiviricas

B9(a). Variaciones de bases

Las bases de secuencias de direcciéon pueden ser bases de ADN normales o analogos de las mismas, por ejemplo,
uracilo e inosina, que son capaces de formar pares de bases de Watson-Crick con bases de ARN de secuencia
diana.

Los oligdmeros también pueden incorporar bases de guanina en lugar de adenina cuando el nucleétido diana es un
resto de uracilo. Esto es Util cuando la secuencia diana varia entre diferentes especies viricas y la variacion en
cualquier resto de nucleétido dado es citosina o uracilo. Utilizando guanina en el oligémero de direccién en la
posicion de variabilidad, puede aprovecharse la capacidad bien conocida de la guanina para formar pares de bases
con uracilo (denominada formacion de pares de bases C/U:G). Incorporando guanina en estas localizaciones, un
Unico oligdmero puede dirigirse eficazmente a una serie mas amplia de variabilidad de diana de ARN.

B9(b). Inhibicién de la replicacion virica

En una realizacion, la inhibicion antisentido es eficaz en el tratamiento de la infeccién de un animal hospedador por
un virus, poniendo en contacto una célula infectada con el virus con un agente antisentido eficaz para inhibir la
replicacion del virus especifico. El agente antisentido se administra a un sujeto mamifero, por ejemplo, ser humano o
animal doméstico, infectado con un virus dado, en un vehiculo farmacéutico adecuado. Se contempla que el
oligonucledtido antisentido detiene el crecimiento de virus de ARN en el hospedador. El virus de ARN puede
reducirse en numero o eliminarse con poco o ningun efecto perjudicial en el crecimiento o desarrollo normal del
hospedador.

B9(c). Métodos de administracion

En un aspecto del método, el sujeto es un sujeto humano, por ejemplo, un paciente al que se ha diagnosticado que
tiene una infeccion virica localizada o sistémica. La condicién de un paciente también puede dictar la administracion
profilactica de un oligdmero antisentido de la invencién, por ejemplo en el caso de un paciente que (1) esta
inmunocomprometido; (2) es una victima de quemadura; (3) tiene un catéter interno; o (4) va a someterse o se ha
sometido recientemente a cirugia. En una realizacion preferida, el oligbmero es un oligdmero morfolino de
fosforodiamidato, contenido en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y se suministra por via oral. En otra
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realizacion preferida, el oligémero es un oligdmero morfolino de fosforodiamidato, contenido en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y se suministra por via intravenosa (i.v.).

En otra aplicacion del método, el sujeto es un animal de ganaderia, por ejemplo, un pollo, pavo, cerdo, vaca o cabra,
etc. y el tratamiento es profilactico o terapéutico. La invencién también incluye una composiciéon alimentaria de
ganado y aves de corral que contiene un grano alimentario complementado con una cantidad subterapéutica de un
compuesto antisentido antivirico del tipo descrito anteriormente. También se contempla, en un método de
alimentacion de ganaderia y aves de corral con un grano alimentario complementado con niveles subterapéuticos de
un antivirico, una mejora en la que el grano alimentario se complementa con una cantidad subterapéutica de una
composicion oligonucleotidica antivirica como se ha descrito anteriormente.

El compuesto antisentido se administra en general en una cantidad y de una manera eficaz para dar como resultado
una concentracion maxima en sangre de oligdmero antisentido de al menos 200-400 nM. Tipicamente, se
administran una o mas dosis de oligémero antisentido, generalmente a intervalos regulares, durante un periodo de
aproximadamente una a dos semanas. Son dosis preferidas para administracion oral de aproximadamente 1-100 mg
de oligbmero por cada 70 kg. En algunos casos, pueden ser necesarias dosis de mas de 100 mg de
oligébmero/paciente. Para administracion i.v., las dosis preferidas son de aproximadamente 0,5 mg a 100 mg de
oligémero por cada 70 kg. El oligémero antisentido puede administrarse a intervalos regulares durante un periodo de
tiempo corto, por ejemplo, diariamente durante dos semanas o menos. Sin embargo, en algunos casos el oligdmero
se administra intermitentemente durante un periodo de tiempo mas largo. La administracion puede seguirse de, o ser
simultanea con, la administracion de un antibidtico u otro tratamiento terapéutico. El régimen de tratamiento puede
ajustarse (dosis, frecuencia, via, etc.) segun se indica, basandose en los resultados de inmunoensayo, otros
ensayos bioquimicos y examen fisiolégico del sujeto que se trata.

B9(d). Supervision del tratamiento

Un régimen de tratamiento in vivo eficaz usando los oligonucleétidos antisentido de la invencién puede variar segun
la duracion, dosis, frecuencia y via de administracion, asi como la condicién del sujeto que se trata (es decir,
administracion profilactica frente a administracion en respuesta a infeccion sistémica o localizada). En consecuencia,
dicha terapia in vivo requerira con frecuencia supervision por ensayos apropiados para el tipo particular de infeccion
virica que se trate, y ajustes correspondientes en la dosis o el régimen de tratamiento, para conseguir un resultado
terapéutico 6ptimo. El tratamiento puede supervisarse, por ejemplo, por indicadores generales de infeccion, tales
como recuento sanguineo completo (CBC), métodos de deteccién de acido nucleico, ensayos de inmunodiagndstico,
cultivo virico o deteccién de heteroduplex.

La eficacia de un oligdmero antisentido administrado in vivo de la invencidon en la inhibicion o eliminacion del
crecimiento de uno o mas tipos de virus de ARN puede determinarse a partir de muestras bioldgicas (tejido, sangre,
orina, etc.) tomadas de un sujeto antes de, durante y después de la administracion del oligémero antisentido. Los
ensayos de dichos ejemplos incluyen (1) supervision de la presencia o ausencia de la formacion de heteroduplex
con secuencias diana y no diana, usando procedimientos conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, un
ensayo de movilidad en gel electroforético; (2) supervision de la cantidad de produccién de proteina virica, como se
determina por técnicas convencionales tales como ELISA o transferencia de Western o (3) medicién del efecto en el
titulo virico, por ejemplo, mediante el método de Spearman-Karber. (Véase, por ejemplo, Pari, G.S. et al,
Antimicrob. Agents and Chemotherapy 39(5): 1157-1161, 1995; Anderson, K.P. et al., Antimicrob. Agents and
Chemotherapy 40(9): 2004-2011, 1996, Cottral, G.E. (ed) en: Manual of Standard Methods for Veterinary
Microbiology, pp. 60-93, 1978).

Un método preferido de supervision de la eficacia del tratamiento de oligdémero antisentido es mediante la deteccion
del heteroduplex de ARN antisentido. En un momento o momentos seleccionados después de la administracion del
oligébmero antisentido, se recoge un fluido corporal para detectar la presencia y/o medir el nivel de especie de
heteroduplex en la muestra. Tipicamente, la muestra de fluido corporal se recoge 3-24 horas después de la
administracion, preferentemente aproximadamente 6-24 horas después de la administracion. Como se ha indicado
anteriormente, la muestra de fluido corporal puede ser orina, saliva, plasma, sangre, liquido encefalorraquideo u otra
muestra liquida de origen biolégico y puede incluir células o fragmentos celulares suspendidos en el mismo, o el
medio liquido y sus solutos. La cantidad de muestra recogida esta tipicamente en el intervalo de 0,1 a 10 ml,
preferentemente de aproximadamente 1 ml o menos.

La muestra puede tratarse para retirar componentes no deseados y/o para tratar las especies de heteroduplex en la
muestra para retirar regiones salientes de ARNmc no deseadas, por ejemplo, mediante tratamiento con RNasa. Es,
por supuesto, particularmente importante retirar salientes cuando la deteccion de heteroduplex se basa en la
separacion por tamafio, por ejemplo, electroforesis de espectroscopia de masas.

Esta disponible una diversidad de métodos para retirar componentes no deseados de la muestra. Por ejemplo, ya
que el heteroduplex tiene una carga negativa neta, pueden usarse técnicas electroforéticas o de intercambio iénico
para separar el heterodiplex de material neutro o de carga positiva. La muestra puede también ponerse en contacto
con un soporte solido que tenga un anticuerpo unido a superficie u otro agente especificamente capaz de unirse al
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heteroduplex. Después de lavar el soporte para retirar el material no unido el heteroduplex puede liberarse en una
forma sustancialmente purificada para analisis adicional, por ejemplo, mediante electroforesis, espectroscopia de
masas o inmunoensayo.

B9(e). Identificacion de un agente infeccioso

El virus especifico que provoca una infeccion puede determinarse por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo
métodos seroldgicos o de cultivo, o por métodos que emplean los oligémeros antisentido de la presente invencion.

La identificacion serolégica emplea una muestra virica o cultivo aislado de una muestra de ensayo bioldgica, por
ejemplo, heces, orina, liquido cefalorraquideo, sangre, etc., del sujeto. El inmunoensayo para la deteccién de virus
se lleva a cabo generalmente por métodos empleados habitualmente por los expertos en la materia, por ejemplo,
ELISA o transferencia de Western. Ademas, estan disponibles con frecuencia en el mercado anticuerpos
monoclonales especificos para cepas o especies viricas particulares.

Pueden usarse métodos de cultivo para aislar e identificar tipos de virus particulares, empleando técnicas que
incluyen, pero sin limitacién, comparar caracteristicas tales como tasas de crecimiento y morfologia en diversas
condiciones de cultivo.

Otro método para identificar el agente infeccioso virico en un sujeto infectado emplea uno o mas oligdmeros
antisentido que se dirigen a familias y/o géneros amplios de virus. Pueden usarse secuencias que se dirijan a
cualquier ARN virico caracteristico. Las secuencias diana deseadas son preferentemente (i) comunes para amplias
familias/géneros de virus y (ii) no halladas en seres humanos. Estan disponibles en bases de datos publicas
secuencias de acido nucleico caracteristicas para un gran ndmero de virus infecciosos, y pueden actuar como la
base del disefio de oligdmeros especificos.

Para cada pluralidad de oligémeros, se llevan a cabo las siguientes etapas: (a) el oligdmero o los oligobmeros se
administran al sujeto; (b) en un momento seleccionado después de dicha administracion, se obtiene una muestra del
fluido corporal del sujeto; y (c) la muestra se ensaya con respecto a la presencia de un heteroduplex resistente a
nucleasa que comprende el oligdmero antisentido y una parte complementaria del genoma virico. Las etapas (a) —
(c) se llevan a cabo para al menos uno de dichos oligémeros, o tantos como sean necesarios para identificar el virus
o la familia de virus. Pueden administrarse oligdmeros y ensayarse secuencialmente o, mas convenientemente,
simultaneamente. El virus se identifica basandose en la presencia (o ausencia) de un heteroduiplex que comprende
el oligdmero antisentido y una parte complementaria del genoma virico del virus o la familia de virus conocidos
dados.

Preferentemente, un primer grupo de oligémeros, que se dirigen a familias amplias, se utilizan en primer lugar,
seguido de oligbmeros seleccionados complementarios de géneros y/o especies y/o cepas especificos dentro de la
amplia familia/género identificada de este modo. Este segundo grupo de oligémeros incluye secuencias de direccion
dirigidas a géneros y/o especies y/o cepas especificos dentro de una amplia familia/género. Se proporcionan en
general varias colecciones de segundos oligémeros diferentes, es decir una para cada amplia familia/género de virus
ensayada en el primer estadio. Se seleccionan secuencias que son (i) especificas para los géneros/especies/cepas
individuales que se ensayan y (ii) no halladas en seres humanos.

C. Proliferacion mejorada e injerto de células madre hematopoyéticas después del tratamiento con oligémeros
antisentido que se dirigen a TGF-beta

En ofra realizacion, la presente invencion proporciona oligdmeros congelados para el tratamiento de células madre
hematopoyéticas (HSC) con capacidad de repoblacion in vivo rapida del sistema hematopoyético. Ademas, estudios
recientes apoyan la utilidad de HSC como terapia para enfermedad vascular periférica y cardiovascular. Sin
embargo, estos estudios subrayan la importancia de la calidad de la poblaciéon de HSC inyectada y su potencial
proliferativo. La manipulaciéon de HSC usando oligdmeros antisentido para TGF-beta aumenta el numero de
precursores de HSC en circulacion y potencia el potencial reparador de estas células. Una mejora en el potencial de
HSC para alojar y unirse con sitios de lesion junto con supervivencia y proliferacion de HSC mejoradas representa
una estrategia terapéutica importante para el cuidado del paciente con enfermedades cardiovasculares y vasculares
periféricas.

Las composiciones de la invencién comprenden oligémeros antisentido de TGF-beta intercalados con enlaces
catiénicos, como se describe en la presente invencion, que se dirigen a sitios de corte y empalme en el ARN
preprocesado o el coddn de inicio AUG en el ARNm del gen de TGF-beta. Los oligdmeros antisentido ejemplares
preferidos tienen una secuencia presentada como SEQ ID NO: 247 (GAGGGCGGCA TGGGGGAGGC), SEQ ID NO:
248 (GACCCATGGC AGCCCCCGTC G) o SEQ ID NO: 249 (GCAGCAGTTC TTCTCCGTGG). El tratamiento de
HSC CD34+ con dichos agentes antisentido se realiza en condiciones de cultivo eficaces para bloquear la expresion
de un TGF-beta funcional y de este modo bloquear el efecto de TGF-beta en la replicacion y/o diferenciacion de las
células madre (véase por ejemplo, Publicacion de PCT N.° W0O/2002/004479 o Publicacién de Solicitud de Estados
Unidos N.° 20030109465).

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645410713

En un método relacionado, el tiempo de supervivencia de células madre humanas en cultivo se prolonga,
exponiendo las células ex vivo a un agente de bloqueo TGF-f3 en condiciones de cultivo, y durante un periodo de
tiempo, eficaces para conservar la viabilidad y el estado de diferenciacion de las células madre. Estas células
pueden mantenerse in vitro durante un periodo de tiempo prologando, y pueden usarse para transferencia in vivo en
un sujeto que necesite reconstitucion hematopoyética, o las células madre tratadas con agente de bloqueo de TGF-f3
pueden cultivarse en condiciones eficaces para dar como resultado rapida proliferacion y diferenciacion de las
células a células progenitoras comprometidas al linaje y su descendencia.

D. Modulacién de la respuesta inmunitaria

Los oligomeros descritos en el presente documento también pueden usarse para manipular una respuesta
inmunitaria en un sujeto mamifero, para el tratamiento o prevencién de una afeccion autoinmunitaria o un rechazo de
trasplante. Manipulando el mecanismo normal del sistema inmunitario para la generacién de tolerancia inmunitaria a
autoantigenos, el método es eficaz para alterar la funcién y actividad de células T de manera que sea ventajoso en
el tratamiento de rechazo de trasplantes o trastornos autoinmunitarios, tales como esclerosis multiple, lupus,
miastenia grave, enfermedad inflamatoria del intestino y artritis reumatoide. El uso de un oligémero antisentido con
enlaces catidnicos como se describe en el presente documento, dirigido contra CTLA-4, proporciona un medio
mejorado para alterar la activacion de células T en respuesta a un antigeno presentado por una célula dendritica
madura. Esto permite la generacion de una poblacion de células T que se han hecho tolerantes que responden a un
tejido trasplantado, cuando se activan crénicamente como en una afeccién autoinmunitaria, o mediante una proteina
terapéutica inmunogénica.

Para la prevencion del rechazo de trasplantes en un sujeto humano que se ha programado que reciba un trasplante
de 6rgano alogénico, puede iniciarse administracion de compuesto al menos una semana antes del trasplante
programado. La administracion puede llevarse a cabo por administracion parenteral, a un nivel de dosis
correspondiente a entre aproximadamente 5 y 200 mg de compuesto/dia.

Para el tratamiento de una afeccién autoinmunitaria, la administracién del compuesto puede continuarse hasta que
se observe una mejora deseada en la condicién autoinmunitaria. La administracién puede llevarse a cabo por
administracion parenteral, a un nivel de dosis correspondiente a entre aproximadamente 5 y 200 mg de
compuesto/dia.

En aplicaciones preferidas del método, el sujeto es un sujeto humano y los métodos de la invencion son aplicables al
tratamiento de cualquier afecciéon en la que la promocién de la tolerancia inmunolégica o la potenciacion de la
activacion inmunitaria serian eficaces para dar como resultado un resultado terapéutico mejorado del sujeto que se
trata.

El gen de CTLA tiene cuatro exones, designados exones 1-4, con un intron que separa cada par de exones. Los
intrones se designan 1-3, donde el intrén 1 es la secuencia intermedia entre los exones 1y 2, el intron 2, entre los
exones 2 y 3 y el intron 3, entre los exones 3 y 4. La isoforma CTLA de longitud completa esta codificada por los
cuatro exones, que requieren escision de los tres intrones y conservacion de los cuatro exones. Una forma
independiente de ligando de CTLA-4 se forma a partir de los exones 1, 3 y 4, que requieren escision del intrén 1y el
exon adyacente 2, y los intrones 3 y 4. Se forma una forma secretada de CTLA-4 de los exones 1, 2 y 4, que
requieren la escision del intrén 1, y una seccion contigua de ARNm de preprocesado que contiene intron 2, exon 3 e
intrén 3.

La secuencia de direccion del oligobmero es preferentemente complementaria de al menos 12 subunidades de una
secuencia diana identificada por SEQ ID NO: 246, que abarca el punto de unién de corte y empalme del intron 1 y el
exon 2 del ARNm del antigeno 4 de célula T preprocesado (CTLA-4) del sujeto.

El método antisentido actual se basa en el hallazgo de que la actividad de CTLA-4 puede modularse en células T no
tratadas previamente y activadas manipulando las relaciones relativas de isoformas de ARNm con corte y empalme
especifico del gen de CTLA-4 para aumentar la inmunosupresion y la tolerancia inmunoldgica. Mas especificamente,
se ha descubierto que la administracion de un compuesto antisentido que se dirige a la region de corte y empalme
entre el intron-1 y el exén-2 desplaza las relaciones de ARNm de CTLA-4 y proteinas de CTLA-4 de longitud
completa a formas independientes de ligando, y que este desplazamiento es eficaz en el tratamiento de una afeccion
autoinmunitaria o rechazo de trasplante, y la reduccion el riesgo de rechazo de trasplante, al pretratar el sujeto antes
de la operacién de trasplante.

En ofra realizacion, los presentes oligdmeros pueden usarse para alterar de forma precisa y especifica la forma en
que las células dendriticas inducen respuestas inmunitarias especificas de antigeno de células T. En particular, se
consigue una disminucion del nivel de proteina CD86 (B7-2) mediante inhibicion antisentido dirigida a células
dendriticas. Los estudios han mostrado que las CD que maduran producen cantidades aumentadas de IL-10 como
resultado de expresion de CD86 reducida. Ademas, se ha determinado que la region citoplasmatica codificada por el
exon 10, en el homdélogo murino, esta funcionalmente ligada a la regulacion de esta citocina. El uso de oligdmeros
antisentido que contienen enlaces cationicos, como se describe en la presente invencion, dirigidos al codon de inicio
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de CD86 o regiones aceptores de corte y empalme de exdn de CD86 proporciona un medio mejorado para bloquear
de forma precisa y especifica la activacion de células T frente a un antigeno presentado por una célula dendritica
madura (véase por ejemplo Publicacién de PCT N.° WO/2005/072527). Esto permite la generacion de una célula T
tolerante y poblacion de células dendriticas que responden a tejido trasplantado, cuando se activan de forma crénica
como en una afeccién autoinmunitaria, o mediante una proteina terapéutica inmunogénica.

Manipulando el mecanismo normal del sistema inmunitario para la generacion de tolerancia inmunitaria a auto-
antigenos, el presente método altera la funcion y actividad de células dendriticas maduras de tal modo que sea
ventajoso en el tratamiento de rechazo de trasplante o trastornos autoinmunitarios, tales como esclerosis multiple,
lupus, miastenia grave, enfermedad inflamatoria de intestino y artritis reumatoide.

El compuesto antisentido se dirige contra una region sensible a la expresion de un transcrito de CD procesado o
preprocesado, es decir, una region que, cuando se une al compuesto antisentido, es eficaz para inhibir la expresion
de CD86 de longitud completa en células dendriticas. En una realizacidon general, la region sensible a expresion es
una que incluye o esta adyacente al sitio de inicio AUG de un transcrito procesado, donde la formaciéon de un
heteroduplex de transcrito antisentido es eficaz para inhibir la traducciéon del transcrito. Aqui el compuesto
antisentido tiene una secuencia de bases que es complementaria de una regién diana que contiene al menos 12
bases contiguas en un transcrito de CD86 humano procesado (identificado, en su forma procesada, por SEQ ID NO:
215), en la regién diana de aproximadamente -20 a +30 bases con respecto al nucleétido A del sitio de inicio AUG en
la posicion 1, y que incluye al menos 6 bases contiguas de la secuencia identificada por SEQ ID NO: 216. Las
secuencias antisentido ejemplares incluyen las identificadas como SEQ ID NO: 48-50.

En una realizaciéon mas especifica, los compuestos antisentido se disefian para abarcar o cubrir las tres bases +12 a
+14 (donde el nucledtido A del sitio de inicio AUG representa +1). En esta realizacion, el compuesto antisentido
puede hibridar con una region que abarca estas bases, por ejemplo, donde las tres bases estan en el medio de la
region diana, o pueden hibridar con una regién predominantemente cadena arriba de y que incluye estas bases, por
ejemplo, las bases diana que se extienden desde -2 a +19 (SEQ ID NO: 50 posteriormente).

En otra realizacion general, la regiéon sensible a la expresion es una region diana de sitio de corte y empalme que
puede incluir (i) una regién de intrén adyacente, por ejemplo, a una distancia de 5 bases de un donante de sitio de
corte y empalme o punto de unién aceptor, (ii) una regién que abarca un punto de unién de sitio de corte y empalme
donante o aceptor o (iii) la region exénica adyacente, por ejemplo, a una distancia de 5 bases de, un punto de unién
de donante o aceptor de sitio de corte y empalme. La region diana contiene preferentemente al menos 12 bases
contiguas en un transcrito CD86 humano preprocesado, e incluye, en una realizacién ejemplar, al menos 6 bases
contiguas de una de las secuencias identificada por SEQ ID NO: 217-220. Las secuencias antisentido ejemplares
incluyen las identificadas como SEQ ID NO: 51-54.

Se enumeran secuencias diana ejemplares para el gen de CD86 (B7-2) en la Tabla 18 posterior. Las secuencias
diana y de direccion de AUG de CD86 humano derivan del N.° de referencia de Genbank NMO006889. Las
secuencias de direccion y diana donante de corte y empalme (sd) y aceptor de corte y empalme (sa) de Exon 6y 7
humano derivan de los N.° de referencia de Genbank U17720 y U17721, respectivamente.

Tabla 18. Secuencias diana CD86 ejemplares

Diana de oligdmero Secuencia (5'a 3) Intervalo de nucledtidos | SED ID NO.
CD86 AUG CATTTGTGACAGCACTATGGGACT 132-177 216
GAGTAACATTCTCTTTGTGATG
CDB86Ex6sa AGCTTGAGGACCCTCAGCCTC 170-190 217
CD86Ex6sd GCCTCGCAACTCTTATAAATGTG 291-313 218
CD86Ex7sa GAACCAACACAATGGAGAGGGA 274-295 219
CD86Ex7sd GAGTGAACAGACCAAGAAAAG 298-319 220
Tabla 19. Secuencias de direccién de CD86 ejemplares
Diana de oligémero Secuencia (5’ a 3) SEQ ID NO.

CD86 AUG1 GTTACTCAGTCCCATAGTGCTG 48

CD86 AUG2 CCATAGTGCTGTCACAAATG 49

CD86 AUG3 GAATGTTACTCAGTCCCATAG 50

CDB86EX6BSA GAGGCTGAGGGTCCTCAAGCT 51

CDB86EX6SD CACATTTATAAGAGTTGCGAGGC 52

CDB86EX7SA TCCCTCTCCATTGTGTTGGTTC 53

CDB86EX7SD CTTTTCTTGGTCTGTTCACTC 54

En un método para inducir tolerancia inmunolégica in vivo en un paciente, se administra al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un oligdmero antisentido CD86 como se describe en el presente documento. Los
oligdbmeros pueden ser eficaces en el tratamiento de pacientes modulando la respuesta inmunoldgica a trasplante
alogénico, o eliminacion de células T activadas de forma cronica en el caso de enfermedades autoinmunitarias.
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En el trasplante alogénico, el paciente se trata tipicamente con el conjugado poco antes, por ejemplo, algunos dias
antes, de recibir el trasplante, después se tratan periddicamente, por ejemplo, una vez cada 14 dias, hasta que se
establece la tolerancia inmunoldgica. La tolerancia inmunoldgica puede supervisarse durante el tratamiento
ensayando células T del paciente con respecto a reactividad con antigenos de MHC de donante en un ensayo in
vitro convencional, como se detalla posteriormente.

Para el tratamiento de un trastorno autoinmunitario, tal como esclerosis multiple, lupus, miastenia grave, enfermedad
inflamatoria del intestino y artritis reumatoide, se proporciona al paciente una dosis individual inicial del conjunto
antisentido CD86 y después dosis adicionales periddicamente, por ejemplo, cada 3-14 dias, hasta que se observa
mejora en el trastorno. Como anteriormente, el desarrollo de tolerancia inmunolégica puede supervisarse durante el
tratamiento ensayando células T de una muestra sanguinea con respecto a su capacidad para reaccionar con un
antigeno relevante, seleccionado, in vitro.

Las vias de suministro de oligdmero antisentido incluyen, pero sin limitacion, inhalacion; suministro transdérmico;
diversas vias sistémicas, incluyendo vias oral y parenteral, por ejemplo, suministro intravenoso, subcutaneo,
intraperitoneal o intramuscular. En aplicaciones preferidas del método, el sujeto es un sujeto humano y los métodos
de la invencidon son aplicables al tratamiento de cualquier afeccién en la que la promociéon de la tolerancia
inmunolégica seria eficaz para dar como consecuencia un resultado terapéutico mejorado para el sujeto que se
trate.

En otra aplicacion preferida del método, las células dendriticas autdlogas aisladas de un sujeto humano pueden
tratarse ex vivo con el compuesto antisentido CD86 en presencia de un antigeno relevante, seleccionado. Esta
aplicacion del método es particularmente util en el tratamiento de un trastorno autoinmunitario donde el sistema
inmunitario reacciona de forma inapropiada a antigenos especificos y estos antigenos pueden usarse para
condicionar las células dendriticas. Un ejemplo es la destruccion mediada por inmunidad de mielina en esclerosis
multiple (EM). La proteina basica de mielina (MBP) y proteina proteolipidica (PLP) son proteinas hospedadoras que
se cree que son los antigenos clave en la etiologia de esta enfermedad autoinmunitaria (Shevac 2002).

En otra realizaciéon de la modulacién de la respuesta inmunitaria, los presentes compuestos pueden usarse para
suprimir la regulacién negativa de respuestas inmunitarias centrales y periféricas. La proteina de Muerte
Programada 1 (PD-1) esta regulada positivamente de forma notable en la superficie de células T CD8+ especificas
de virus agotadas en muchas infecciones viricas crénicas incluyendo infeccion por VHC y VIH. La direccion a las
regiones de punto de unién de corte y empalme del ARN preprocesado de PD-1 usando oligdmeros antisentido que
contienen enlaces catidnicos, como se describe en la presente invencién, proporciona un nuevo enfoque
inmunoterapéutico para invertir la supresion de respuestas de células T citotdxicas asociadas con muchas
infecciones viricas crénicas y canceres.

En otra realizacion, la expresion del receptor de TNF (TNFR2) puede alterarse con oligdmeros antisentido que
contienen enlaces catiénicos, como se describe en la presente invencién, para inducir la expresién de una isoforma
de receptor de TNF-a 2 soluble (sSTNFR2) con corte y empalme alternativo. Esta isoforma de corte y empalme
alternativo de origen natural del gen de TNFR2 proporciona propiedades antiinflamatorias porque antagoniza la
actividad biolégica de TNF-alfa. La sobreexpresion de la isoforma de sTNFR2 usando oligdmeros antisentido
dirigidos a la regién aceptora de corte y empalme del exdn 7 del gen de TNFR2 humano, usando oligdmeros
antisentido como se describe en la presente invencion, proporciona un enfoque inmunoterapéutico para inhibir la
artritis inflamatoria, especialmente artritis inducida por TNF-alfa.

E. Tratamiento de atrofia muscular

En otra realizacion, puede usarse un oligbmero como se describe en el presente documento en un método para
tratar pérdida de masa de musculo esquelético en un sujeto humano. Las etapas en el método implican

(a) medir los niveles en sangre o tejido de miostatina en el sujeto,

(b) administrar al sujeto una cantidad inhibidora de la expresion de miostatina de un oligémero como se describe
en el presente documento, que contiene al menos un enlace intersubunitario catiénico, y que contiene
preferentemente del 20 % al 50 % de dichos enlaces catidnicos, y que tiene una secuencia de bases eficaz para
hibridar con una region sensible a la expresion de transcrito de ARN de miostatina humana procesado o
preprocesado, identificado, en su forma procesada, por SEQ ID NO: 225;

(c) mediante esta administracion, formar dentro de células musculares diana en el sujeto, una estructura de
heteroduplex con formacion de pares de bases compuesta de transcrito de ARN de miostatina humana y el
compuesto antisentido y que tiene una Tm de disociacion de al menos 45 °C, inhibiendo de este modo la
expresion de miostatina en dichas células;

(d) en un momento seleccionado después de la administracion del compuesto antisentido, medir un nivel en
sangre o tejido de miostatina en el sujeto; y

(e) repetir la administracion, usando los niveles de miostatina medidos en (d) para ajustar la dosis o el programa
de dosificacion de la cantidad de compuesto antisentido administrada, si es necesario, para reducir los niveles
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medidos de miostatina sobre los medidos inicialmente y mantener dichos niveles de miostatina medidos en la
etapa (d) dentro de un intervalo determinado para individuos sanos, normales.

Cuando el oligdmero antisentido es eficaz para hibridar con un sitio de corte y empalme de transcrito de miostatina
humana preprocesado, este tiene una secuencia de bases que es complementaria de al menos 12 bases contiguas
de un sitio de corte y empalme en un transcrito de miostatina humana preprocesado, y la formacién del heteroduplex
en la etapa (c) es eficaz para bloquear el procesamiento de un transcrito de miostatina preprocesado para producir
un transcrito de miostatina procesado, de longitud completa. El sitio de corte y empalme en el transcrito de
miostatina preprocesado puede tener una de las secuencias identificadas como SEQ ID NO: 226-229. Son
secuencias antisentido ejemplares las identificadas por SEQ ID NO: 230-233.

F. Aplicaciones adicionales de la direccién antisentido a region de corte y empalme

Los oligémeros de la invencidon pueden usarse en composiciones terapéuticas y métodos para inhibir la expresion de
proteinas de longitud completa en células, y en particular a composiciones antisentido dirigidas contra una secuencia
de ARNm que tiene su extremo 5’ de 1 a aproximadamente 25 pares de bases cadena abajo de un punto de union
aceptor de corte y empalme normal en un ARNm preprocesado. Dicha direccion es eficaz para inhibir el
procesamiento de corte y empalme de ARNm natural y producir ARNm variantes de corte y empalme. (Véase, por
ejemplo, Publicacion de PCT N.° WO/2001/083740 o Publicacion de Solicitud de Estados Unidos N.° 20060287268).

Las proteinas diana adecuadas incluyen, por ejemplo, factores de transcripcion, particularmente proteinas
oncogénicas o proto-oncogénicas tales como myc, myb, rel, fos, jun, abl, bcl y p53; proteinas de la matriz, tales
como integrinas y catedrinas; otras proteinas expresadas en tumores, tales como hCG; telomerasas; proteinas
receptoras; proteinas viricas, tales como las expresadas a partir de los ARNm de corte y empalme subgendmico de
VIH, virus del papiloma humano y parvovirus humano B19; y proteinas inmunomoduladoras tales como, por ejemplo,
CTLA-4, B7-2, PD-1, Foxp3, TGF-beta y receptor de TNF. Se aprecia que la inhibicién o la expresion de formas
modificadas de dichas proteinas tienen numerosas aplicaciones terapéuticas. Estas incluyen, pero sin limitacion,
terapia antitumoral, por ejemplo por direccion a proteinas, tales como factores de transcripcion, implicados en
diversos aspectos de la division celular y regulacion del ciclo celular; terapia antivirica, dirigiéndose a proteinas
esenciales para la replicacion u otras funciones vitales del agente infeccioso; inhibicion de la reestenosis u otros
trastornos proliferativos, inhibiendo las proteinas que soportan la proliferacion celular en el sitio; e inmunomodulacién
para suprimir una respuesta inmunitaria asociada con diversas enfermedades autoinmunitarias o para potenciar una
respuesta inmunitaria como en el caso de infecciones viricas cronicas.

Los factores de transcripcion son tipicamente proteinas multidominio, que tienen una regién de unién a ADN y una
region de union de proteina-proteina. La interferencia con una de estas regiones puede producir una proteina
negativa dominante, que contrarresta la actividad de la proteina nativa conservando una actividad (tal como unién a
proteinas) mientras que inhibe otra actividad critica para la funcion apropiada de la proteina (tal como unién a ADN y
activacion de la transcripcion; o viceversa).

Como se ha observado anteriormente, se han estudio exhaustivamente y se han presentado en la bibliografia
dominios funcionales de muchas de las proteinas diana observadas anteriormente. Pueden encontrarse secuencias
de pre-ARNm, incluyendo localizaciones de intrones, exones y codones de inicio AUG, en la base de datos de
secuencias de GenBank u otras fuentes publicadas facilmente disponibles para los expertos en la materia.

Se han presentado anteriormente ejemplos de direccion antisentido cadena abajo de dominios aceptores de corte y
empalme, por ejemplo, para métodos de manipulaciéon de una respuesta inmunitaria en un sujeto mamifero, es decir,
dirigiéndose a la expresion de CTLA-4 o CD86.

En otra realizacion, los presentes compuestos pueden usarse para suprimir la regulacion negativa de respuestas
inmunitarias centrales y periféricas. La proteina de Muerte Programada 1 (PD-1) esta regulada positivamente de
forma notable en la superficie de células T CD8+ especificas de virus agotadas en muchas infecciones viricas
cronicas incluyendo infeccion por VHC y VIH. La direccién a las regiones de punto de unién de corte y empalme de
ARN preprocesado de PD-1 usando oligdmeros antisentido intercalados con enlaces catiénicos, como se describe
en la presente invencién, proporciona un nuevo enfoque inmunoterapéutico para invertir la supresion de respuestas
de células T citotoxicas asociadas con muchas infecciones viricas cronicas y canceres.

En ofra realizacion, la expresion del receptor de TNF (TNFR2) puede alterarse con oligémeros antisentido
intercalados con enlaces catidnicos, como se describe en la presente invencion, para inducir la expresion de una
isoforma de receptor de TNF-a 2 soluble (STNFR2) con corte y empalme alternativo. Esta isoforma de corte y
empalme alternativo de origen natural del gen de TNFR2 proporciona propiedades antiinflamatoria porque
antagoniza la actividad biolégica de TNF-alfa. La sobreexpresion de la isoforma sTNFR2 usando oligomeros
antisentido dirigidos a la regién aceptora de corte y empalme de exén 7 del gen de TNFR2 humano, usando
oligémeros antisentido como se describe en la presente invencién, proporciona un enfoque inmunoterapéutico para
inhibir la artritis inflamatoria, especificamente la artritis inducida por TNF-alfa.
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G. Farmacocinética mejorada de diversos farmacos después del tratamiento con oligdmeros antisentido que se
dirigen a CYP3A4

En otra realizacion, los oligémeros de la presente invencion pueden usarse para mejorar la farmacocinética de
diversos farmacos en pacientes administrando un oligémero antisentido dirigido a CYP3A4, un gen que codifica una
enzima metabolizadora de farmacos que reduce la semivida del farmaco. El oligémero antisentido es eficaz para
reducir la produccion de la enzima CYP3A4 en el sujeto, extendiendo la semivida del farmaco y su eficacia y
reduciendo la toxicidad de los farmacos. (Véase por ejemplo Publicacion de PCT N.° W0O/2001/087286 o Publicacion
de Solicitud de Estados Unidos N.° 20040229829).

Las composiciones de la invencion comprenden oligdmeros antisentido de CYP3A4 intercalados con enlaces
catiénicos, como se describe en la presente invencion, que se dirigen a la region de coddn de inicio AUG en el
ARNm o sitios de corte y empalme en el ARN preprocesado del gen de CYP3A4. Oligémeros antisentido preferidos
ejemplares tienen una secuencia presentada como el grupo que consiste en SEQ ID NO: 290-292.

EXPERIMENTAL

Materiales y métodos (subunidades)

A no ser que se indique de otro modo, todos los productos quimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich-Fluka. Se
obtuvieron benzoil adenosina, benzoil citidina y fenilacetil guanosina de Carbosynth Limited, Reino Unido.

A no ser que se indique de otro modo, las mezclas de disolventes son de volumen frente a volumen (v/v). La
Densidad Optica se mide a 260 nm en agua. La nomenclatura de materiales oligoméricos en esta seccién usa el
siguiente formato, donde + indica el enlace b1 (piperazina); GuX indica el enlace de 6-guanidinohexanoilpiperazina
de tipo b1; R es arginina; B es beta alanina; Ahx es 6-aminohexanoilo; GuAhx es 6-guanidinohexanoilo; Ahxpip es el
enlace 6-aminohexanoilpiperazina de tipo b1; EG3 es la Cola; GuBu es 4-guanidinobutanoilo; GuBupip es el enlace
de 4-guanidinobutanoilpiperazina de tipo b1; Ac es acetilo; TFApip es el enlace de trifluoroacetilpiperazina de tipo b1;
Gupip es el enlace de guanilpiperazina de tipo b1; Gu es un grupo guanilo (--C(NH)NH-); Mepip es un enlace de 4-
metilpiperazina de tipo b1. Los péptidos se escriben de N a C, pero se unen por sus extremos C con el extremo 3’
terminal del oligdmero. Ejemplos:

5’-(grupo)-NNNNNNNNNNNN-3’-(grupo): Cadena principal sin carga con enlaces de tipo a
5’-(EG3)-NN+NNN+N+NNNNNN-3'-(H): Cadena principal con carga con enlaces b1 (piperazina), un resto de Cola
5’y no sustituido en 3'.

5’-(EG3)-NN+NNN+N+NNNNNN-3’-(Ac(RAhxR)4AhxB-): Cadena principal con carga con enlaces b1 (piperazina),
una Cola 5’ y un péptido en el extremo 3’, unidos por el resto de beta-alanina.
5’-(GuAhx)-NN(GuX)NNN(GuX)N(GuX)NNNNNN-3’-(GuAhx): Cadena principal con carga con enlaces b1 (6-
guanidinohexanoilpiperazina) y grupos GuAhx en ambos extremos. Aunque se escribe de forma diferente, todas
las posiciones con carga contienen un resto de 6-guanidinohexanoilo.

Ejemplo 1: Subunidades de morfolino (Véase Fig. 2B)

Preparacion general de sales de morfolino 3a-d,f; A una mezcla enfriada de metanol (5-10 ml/g de ribonucledsidos 2)
se afiadio una solucidon acuosa caliente de meta-peryodato sédico (1,05 eq.). En este estadio, la composicion de la
mezcla de reaccion sera de agua/metanol 15-40 % (v:v). A esta mezcla se afiadid, en partes, sélido 1a-d,f. Tras
completar la reaccidon (1-2 h), se retiré el producto secundario de pastilla de yodato sodico por filtracion y se
resuspendid con agua/metanol para recuperar cualquier producto intermedio. A los filtrados agrupados se afadio
biborato de amonio (14-2,0 eq). Después de agitar a 20 °C durante 45-120 min, la mezcla se enfrio, y se afiadio
borano-trietilamina (1,5-2,0 eq). Esta mezcla se ajusté a pH 3,5-4,0 con una solucién metandlica de acido p-
toluenosulfénico (3b, c, d, f) o acido clorhidrico (3a) (4-5 eq). La mezcla se mantuvo a pH 3,5-4,0 durante 7-14 h a <
10 °C. Las sales de acido p-toluenosulfénico de 3b, c, d, f se aislaron por filtracién y se purificaron por
recristalizacion/resuspension.

La mezcla que contiene 3a se neutralizé a pH 7. La solucién se concentré por destilacion para retirar metanol, y el
producto se extrajo en 1-butanol. Esta solucién se ajusté a pH 4 con una solucién metandlica de acido oxalico (0,5
eq). La sal de acido oxalico de 3a se aislo por filtracion y se purificd por resuspension. Rendimientos para 3a-d,f =
30-75 %.

Preparacion General de 1a-d,f: El compuesto 3a-d,f se disolvid/suspendié en N,N-dimetilformamida (4-6 ml/g 3). A
esta mezcla se afadi6 trietilamina (2,7-3,5 eq) y cloruro de trifenilmetilo (tritilo) (1,1-1,5 eq). Tras completar la
reaccion, el cloruro de tritilo en exceso se inactivo con dietilamina (0,5 eq). Los productos en bruto se aislaron por
precipitacion directa de acetato de etilo y agua o mediante un trabajo de extraccion (agua y después acetato de etilo
o diclorometano) y precipitacion. Los productos se purificaciéon por cristalizacion de tolueno. Rendimientos = 75-
90 %.
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Preparacion de 1e: El compuesto 1f se suspendié en diclorometano (8 ml/g de 1f). A esta suspension se afiadid
imidazol (1,3 eq) y t-butildimetilclorosilano (1,2 eq). Tras la completar la reaccién (1-2 h), la solucion se lavo
sucesivamente con tampon de citrato de pH 3 y agua. La solucion resultante se concentré para proporcionar una
espuma, que se disolvid en tetrahidrofurano (8 ml/g de 1f). A esta solucion se afiadié carbonato potasico (2,0 eq) y
pivalato de clorometilo (1,5 eq) y la mezcla se calenté a reflujo. Tras completar la reaccion (16 h), la mezcla se enfrio
y se diluyd con diclorometano. La mezcla se lavé sucesivamente con solucion de KH;PO4 (pH 4,5) y agua. La
solucion resultante se concentrd para proporcionar una espuma. La espuma se disolvié en tetrahidrofurano (4 ml/g
de 1f) y se afadio trifluorhidrato de trietilamina (2,0 eq). Tras completar la reaccion (16 h), la solucién se lavo
sucesivamente con NaHCO3 acuoso saturado y agua. El producto se aislé por intercambio de disolvente en tolueno
y precipitacion en heptano. Rendimiento = 80 % de 1e.

Ejemplo 2: Subunidades de morfolino con enlace de tipo (a) (Véase Fig. 2C)

Preparacion General de 5a-e: El compuesto 1a-e se disolvié en diclorometano (6 ml/g de 1) y se enfrié hasta <5 C.
A esta solucién se afiadieron 2,6-lutidina (1,6 eq), N-metilimidazol (0,3 eq) y N,N-dimetilfosforamidodicloridato 4 (1,6
eq). Tras completar la reaccion (6-12 h), esta mezcla se lavé con un tampoén de citrato de pH 3. El producto en bruto
se aislé por precipitacion en heptano. El producto final se purificé por cromatografia de gel de silice (gradiente de
acetato de etilo/heptano). Las fracciones agrupadas que contenian producto se combinaron, se evaporaron hasta un
volumen mas pequefio y se aislaron por precipitacion de heptano. Rendimientos = 40-60 %. Durante la
cromatografia de la subunidad 5e, asi como otras subunidades derivadas de esta base heterociclica, después de la
elucién de acetato de etilo/heptano de las impurezas no polares, se usé un gradiente de (isopropanol/acetato de etilo
5 %) en diclorometano para eluir el producto.

Ejemplo 3: Subunidades de morfolino con enlaces pro-catidnicos de tipo (b1) (Véase Fig. D)

Preparacion de N-tritil piperazina, sal de succinato (11): A una soluciéon enfriada de piperazina (10 eq) en
tolueno/metanol (tolueno/metanol 5:1 (v:v); piperazina 5 ml/g) se afiadié lentamente una solucién de cloruro de tritilo
10 (1,0 eq) en tolueno (5 ml/g de cloruro de tritilo). Tras completar la reaccién (1-2 h), esta solucion se lavé cuatro
veces con agua. A la solucion organica resultante se afiadié una solucion acuosa de acido succinico (1,1 eq; 13 ml
de agua/g de acido succinico). Esta mezcla se agité durante 90 min, y el producto solido se recogio por filtracion. El
sélido en bruto se purificé por dos resuspensiones en acetona. Rendimiento = 70 %.

Preparacion de 1-trifluoroacetil-4-tritil piperazina (14): A una suspension de 3,0 kg de 11 en 18 | de metanol (6 ml/g
de 11) se anadieron 3,51 | de diisopropiletilamina (3,0 eq) y 1,038 | de trifluoroacetato de etilo 13a (1,3 eq). Después
de agitar durante una noche, la mezcla organica se destilé hasta su sequedad. El aceite resultante se disolvio en 15 |
de diclorometano (5 mil/g de 11) y se lavd dos veces con 15 | de KH2PO4 1 M y dos veces con 15 | de agua
desionizada. Esta solucion se proceso a través de un tapon de silice de 3,0 kg (1:1 silice:11), y se lavd con 9 | de
diclorometano (3 ml/g de 11), después se concentré para proporcionar una espuma banca. Para 14a: Rendimiento =
2,9964 kg, 105 %. °F NMR (CDCl3) 8 -68,7 (s).

Para la preparacion de amidas de 2,2-difluoropropionilo y hexafluoroisobutirilo, se hizo reaccionar succinato de tritil
piperazina 11 en diclorometano con una soluciéon acuosa de carbonato potasico para retirar acido succinico. El
diclorometano se evaporé y la base libre de tritilpiperazina 12 se traté con 2 eq del éster de 13c o 13d (ambos
obtenidos de Synquest, Alachua, FL, Estados Unidos) sin disolvente en presencia de diisopropiletilamina (1,0 eq). La
mezcla se calenté a 40 °C hasta su complecion. La mezcla se disolvié en diclorometano y se pasé a través de un
tapon de gel de silice, eluyendo con mezclas de acetato de etilo y heptano para proporcionar las amidas de ftritil
piperazina puras.

Preparacion de N-trifluoroacetil piperazina, sal de HCI (15): A una solucion de 1,431 kg de 14 en 7,16 | de
diclorometano (5 ml/g de 14) se afiadié en gotas una solucion de 3,37 | de HCI/Et;O 2,0 M (2,0 eq). La mezcla de
reaccion se agité durante 1 h, y el producto se recogié por filtracion. La pastilla de filtrado se lavd con 2,0 | de
diclorometano. Los sdlidos se secaron a 40 °C en un horno de vacio durante 24 h. Para 15a: Rendimiento = 724,2 g,
98,3 %. 'F NMR (CDCl3) & -68,2 (s); punto de fusién = 140 °C. La recristalizacion de una muestra pequefia de
etanol elevo el punto de fusion a 154 — 156 °C.

Preparacion de Agente Activante (6): A una suspension enfriada de 15 (1,0 eq) en tolueno (10 ml/g de 15) se afiadié
diisopropiletilamina (4,0 eq). La mezcla se agité en un bafio de hielo durante 1 h y las sales se retiraron por filtracion.
La pastilla de filtrado se lavé dos veces con tolueno (1,5 ml/g). La solucion de tolueno de la base libre 15 (13 ml/g) se
afadié lentamente a una solucién enfriada en hielo de POCI3 (1,2 eq) en tolueno. La mezcla de reaccion se agito en
un bafio de hielo durante 1 h, después se lavo dos veces con KH,PO4 1 M (13 ml/g) y una vez con agua desionizada
(13 ml/g). Esta solucion se secod sobre Na,SO, y se destild hasta su sequedad. El sélido amorfo resultante se
disolvio en diclorometano (2 ml/g de 153 y de nuevo se destilé hasta su sequedad. Para un lote de 200 g de 15a el
rendimiento de 6a fue de 226,9, 75 %. '°F NMR (CDCls) & -68,85 (s); >'P NMR (CDCl3) 5 15,4 (s).

Preparacion de Subunidades Activadas (7) (Véase Fig. 2C): A una solucién enfriada/suspension de subunidad de
morfolino 1a-e (1,0 eq) en diclorometano (5 ml/g de subunidad) se afiadié sucesivamente 2,6-lutidina (1,6 eq), N-
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metilimidazol (0,3 eq) y 6a-d (1,6 eq) en diclorometano (2 ml/g de 6). Se permitié que la solucidon se calentara a
temperatura ambiente. Después de 3 h, la solucién se lavo con acido citrico 1 M (pH 3). La capa organica se seco
sobre Na,SOy, los disolventes se retiraron por destilacion y se afiadié tolueno (5 ml/g). El producto se precipitd por
adicién en gotas de la solucién a heptanos (20 ml/g de subunidad) y después se recogio por filtracion. El producto en
bruto se purificd por cromatografia de gel de silice (gradiente de acetato de etilo/heptano). Los disolventes se
concentraron y se reemplazaron con tolueno o etil benceno (5 ml/g de subunidad). El producto amorfo se precipitd
en heptano (20 ml/g de subunidad) y después se recogio por filtracion. Rendimiento = 50-70 %. '°F NMR (CDCl3
muestra uno o dos picos con desplazamientos quimicos a aproximadamente & -68,8 (s); *'P NMR (CDCls)
tipicamente muestra dos picos singletes con desplazamientos quimicos a 13,0 hasta 13 4.

Ejemplo 4: Subunidades de morfolino con enlaces pro-catidnicos de tipo (b2) (Véase Fig. 2C)

Cadena lateral que contiene amina primaria:

Se disolvié hexametilendiamina (100 g, 1 eq) en metanol (1 I) y se tratdé en gotas con una solucién de trifluoroacetato
de etilo (103 ml, 1 eq) en 150 ml de metanol. Se produce calentamiento muy ligero de la solucion. La reaccion se
agitd durante 30 min a temperatura ambiente después de la adicion. TLC usando cloroformo/metanol/amoniaco conc
(8:3:1) muestra la presencia de amina. Los disolventes se retiraron por evaporacion rotatoria, y el residuo disuelto en
tolueno/acetato de etilo (1:3, 1 1) se lavé después cuatro veces con solucion de cloruro sédico acuosa saturada al
10 % para efectuar la retirada completa de diamina en exceso. La evaporacion produce 117 g de amina en bruto que
se uso en la reaccion de activacion como para el ejemplo de piperazina anterior. El bruto 8a se hizo reaccionar con
1a usando las condiciones anteriores para proporcionar 9a. La reaccion correspondiente con las otras subunidades
produce 9b-e. Las aminas protegidas con amida alternativas se prepararon y se usaron de la misma manera que los
ejemplos previos, con amidas de ésteres 13c,d formadas por reaccion de la amina con éster puro.

Cadena lateral que contiene amina secundaria:

Se mezcld N,N’-dimentiletilendiamina (36,3 ml, 3 eq.) con cloruro de tritilo (31,8 g, 1 eq.) en diclorometano (300 ml).
Después de 30 min se retird el disolvente por evaporacion y se afiadieron 300 ml de tolueno. La solucion se lavo tres
veces con 300 ml de agua y finalmente con un volumen igual de cloruro de sodio acuoso saturado. La espuma
formada tras evaporacion se usé sin purificacion.

La espuma se disolvio en 400 ml de metanol y 100 ml de diclorometano. Se afiadio trifluoroacetato de etilo (17,5 ml).
Después de 30 min, la mezcla se evapord hasta su sequedad, se afiadieron 300 ml de diclorometano, y la solucion
se lavo tres veces con volumen igual de agua, y después una vez con cloruro sodico acuoso saturado. Después de
secar sobre sulfato sodico, la capa organica se evapor6 hasta su sequedad. El producto se purificd por
cromatografia de silice usando heptano de acetato de etilo al 10 % que contenia lutidina al 1 % para proporcionar
24,8 g de amida de tritilo pura.

La amida de ftritilo se disolvié en diclorometano (180 ml) y se tratdé en gotas con HCI 2 M en éter (85 ml) y se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 h. El sélido precipitado se filtré y se secd durante una noche con alto vacio. El
producto recuperado (10,06 g) se suspendié en 100 ml de diclorometano y se traté con diisopropiletilamina (25,0 ml),
momento en el cual se formé una solucién. Esta mezcla se afiadio a oxicloruro de fosforo (4,6 ml) en tolueno (100
ml) con agitacion a 0 °C en un bafio de hielo. La reaccién se continué durante 12 h a temperatura ambiente. En ese
momento, la reaccion se lavd dos veces con KH2PO4 1 M (100 ml) y se secd sobre sulfato de sodio. Después de
filtracion y evaporacion se obtuvo un sélido marron que se usé directamente.

El sélido marrén se disolvié en 20 ml de diclorometano y se afiadié a una solucién de 1d (13,6 g) en diclorometano
(40 ml) que contenia 2,6-lutidina (5,24 ml) y N-metilimidazol (0,672 ml). Después de cuatro h a temperatura
ambiente, la reaccion se lavé dos veces con acido citrico 1 M a pH=3. La solucion se evaporo6 hasta su sequedad y
el producto se purificé por cromatografia en silice usando un gradiente de acetato de etilo/heptano. Reacciones
similares proporcionan las subunidades activadas N-metil-N-metilaminoetil sustituidas protegidas correspondientes.

Ejemplo 5. Subunidades de morfolino con enlaces pro-catidnicos de tipo (b3) (Véase Fig. 2E)

Oxidacién de 1: Todo el material de vidrio se secé en un horno durante una noche y se enfrié al vacio o con una
corriente de N,. Todas las soluciones se prepararon y se transfirieron con Nz. El alcohol de partida (1) se seco al
vacio a 50 °C durante 24 h antes de su uso.

Se afiadié una solucion de 1 (1 eq; 25 mmol) en DMSO/diclorometano (DMSO/diclorometano 1:2 (v:v); 5 mi/g de 1)
en gotas durante 15 min al reactivo Swem (preparado afiadiendo DMSO (2,2 eq) a una solucion de cloruro de oxalilo
(1,1 eq) en diclorometano (21 mi/g) a -60 °C y agitando durante 10 min). Después de agitar a -60 °C durante 25 min,
se afadid trietilamina (5 eq) durante 10 min tiempo durante el cual se formd un precipitado blanco. Se afhadié
diclorometano adicional (5 ml/g de 1) y la mezcla de reaccioén se agitdé en un bafio de agua durante 25 min.
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La mezcla de reaccion se diluyd con isopropanol/diclorometano (isopropanol/diclorometano 1:15 (v:v); 15 ml/g de 1)
y se lavé dos veces con agua/salmuera 1:1 (v:v) (20 ml/g de 1). La solucién se seco sobre Na; SO, y se concentrd
para proporcionar los aldehidos 16a-e como espumas amarillas claras que se usaron sin purificacion adicional.
Rendimiento = > 100 %.

Aminacion reductora de 16:

Se afiadié una solucion de acetato de metilamina (10 eq; solucién 1,16 M en metanol) a una solucién de 16a-e (1 eq;
25 mmol) en metanol (8 ml/mmol de 16). Después del ajuste a pH 8 con acido acético glacial, la mezcla de reaccion
se agitd a temperatura ambiente durante 1 h y se afiadié BHj piridina (2 eq). Después de agitar durante 1 h mas, la
mezcla de reaccion se concentré hasta un aceite viscoso.

Al producto en bruto disuelto en diclorometano (10 ml/mmol de 16) se afiadio cloroformato de 9-fluorenilmetilo
(cloruro de FMOC) (1,5 eq) seguido de diisopropiletilamina (2,5 eq.) y la solucidon se agité a temperatura ambiente
durante 30 min. La mezcla de reaccion se diluyd con diclorometano (8 ml/mmol) y se lavé dos veces con
agua/salmuera 1:1 (v:v) (20 ml/mmol de 16). La solucién se secéd sobre Na,;SO., el disolvente se retird y el producto
en bruto se purific6 mediante cromatografia de gel de silice (gradiente de acetona/cloroformo). Rendimiento = 40-
60 % de 18a-e.

Se agitd una solucion de 18 (1 eq; 2,8 mmol) en 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU)/N,N-dimetilformamida 1 %
(5 ml/g de 18) a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccion se diluyd con cloroformo (15 mi/g de
18) y se lavé con agua/salmuera 1:1 (v:v) (10 ml/g de 18). La fase acuosa se volvié a extraer una vez con cloroformo
(10 ml/g de 18), las soluciones organicas combinadas se secaron sobre Na;SO, y el disolvente se retiré. El resto se
disolvio en N,N-dimetilformamida (15 ml/g de 18), se lavo seis veces con hexanos (15 ml/g de 18) para retirar/reducir
el producto secundario de dibenzofulveno y el disolvente se retiré para proporcionar el producto 17a-e como un
solido blanquecino. Rendimiento = 85 %.

Se afiadidé en gotas fosforodicloridato de etilo recién destilado (3 eq) durante 3 min a una solucién de 17 (1 eq; 2,3
mmol) y diisopropiletilamina (3 eq) en diclorometano seco (40 ml/g de 17) con Nz a 0 °C. El bafio de enfriamiento se
retird y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente hasta completar por TLC (30 min). Después de
retirada del disolvente, el producto en bruto se purificd directamente por cromatografia de gel de silice (gradiente de
acetato de etilo/hexano). Rendimiento = 50-60 %. Esta subunidad es util para la introduccion de enlaces sin carga de
tipo (a). Este método general se aplico posteriormente para la introduccion de enlaces con cargas de tipo (b3).

Aminacion reductora con una diamina etérea de cadena larga con la subunidad T:

Se disolvio cloruro de 4-metoxitrifenilmetilo (15,4 g, 50 mmol) en tolueno y se afiadié en gotas a una solucion agitada
de 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanoamina (150 mmol) en diclorometano que contenia 50 mmol de trietilamina. La
complecion de la reaccion se siguié convenientemente de TLC que se eluia con etanol/amoniaco conc (4:1 v/v) y se
visualizé con ninhidrina o UV. Cuando se realiz6 la reaccion, la solucién se lavo con agua para retirar la amina libre.
El disolvente se retird por evaporacion y el producto en bruto se uso sin purificacion en la siguiente etapa.

Se afiadio trifluoroacetato de etilo (1,5 eq) a una solucién de amina metoxitritilada (1 eq; 25 mmol) y trietilamina (1,5
eq) en diclorometano (12 ml/g de amina) a 0 °C, el bafio de enfriamiento se retiré y la mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 4 h. Tras completar la reaccion (TLC), la mezcla de reaccion se diluyd con
diclorometano (12 ml/g de amina), se lavd dos veces con agua/salmuera 1:1 (v:v) (20 ml/g de 1), se seco sobre
Na,SO4 y se concentré hasta un aceite amarillo claro viscoso. El producto de amida metoxitritilado en bruto se
purificé por cromatografia de gel de silice (gradiente de acetato de etilo/cloroformo). Rendimiento = 60-70 %.

Se afadié acido p-toluenosulfonico (1,5 eq) a una soluciébn de amida metoxitritilada (3 eq; 7,5 mmol) en
metanol/trifluoroetanol/diclorometano (1:10:89 (v:viv); 5 ml/g de 2) y la solucién amarilla-naranja se agité a
temperatura ambiente durante 30 min cuando se completd la reaccion (TLC). La mezcla de reaccion se neutralizé a
pH 7 con trietilamina y se evapord. El producto en bruto se redisolvié en metanol (5 ml/g de amida metoxitritilada), el
pH se ajusto a pH 7 si fue necesario y se reevapord. La adicién de metanol y la evaporacion se repitieron una vez
mas y la amina en bruto se usé sin purificacion adicional.

El aldehido 16d (1 eq; 2,5 mmol) se afiadié a una solucién de la amina en bruto en metanol (5 ml/g de amina en
bruto; 12,5 ml/g de 16d) y el pH se ajusté a pH 8 con acido acético. La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 1 h y se afiadio borano-piridina (2 eq). Se ajusto el pH, si fue necesario, para mantener el pH de
partida y la mezcla de reaccion se agité durante 1 h o hasta su complecién por TLC. La mezcla de reaccion se
evaporo, el resto se disolvié en diclorometano (12,5 ml/g de 16d) y se afiadié 9-fluorenilmetil cloroformato (2 eq) y
diisopropiletilamina (3 eq) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 45 min. La mezcla de
reaccion se dividid entre diclorometano y agua/salmuera 1:1 (v:v) (12,5 ml/g de 16d de cada uno) y la fase acuosa
se volvié a extraer con diclorometano (12,5 mil/g de 16d). Los productos organicos combinados se lavaron con
cloruro sddico acuoso saturado (25 ml/g de 16d), se secaron sobre Na;SO. y se retir6 el disolvente. El producto en
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bruto se purificé por cromatografia de gel de silice (gradiente de metanol/cloroformo) para proporcionar el producto
21d como una espuma blanca. Rendimiento = 40 %.

Desproteccion:

Se calentd una solucién de 21d en bruto (1 eq; 0,9 mmol) en trietilamina/N,N-dimetilformamida al 20 % (15 ml/mmol
de 21d) a 50 °C durante 30 min cuando no quedd 21d por TLC. La mezcla de reaccion enfriada se extrajo cuatro
veces con hexanos (30 ml/mmol de 21d) para retirar el producto secundario dibenzofulveno y se retir6 el disolvente:
El resto se disolvié en isopropanol (15 ml/mmol de 21d), se evaporé hasta una espuma, después se disolvié en un
volumen minimo de diclorometano y se precipité de los hexanos (150 ml/g de 21d) para proporcionar el producto
20d como un sdlido blanquecino. Rendimiento = 90 %.

Activacion:

Se prepar6 una solucién de 20d (1 eq; 0,78 mmol) y diisopropiletilamina (3 eq) en diclorometano seco (20 ml/g de
20d) con nitrégeno y se afiadié en gotas durante ~3 min a una solucion de fosforodicloridato de etilo (3 eq) en
diclorometano seco (20 ml/g de 20d) con N2 a 0 °C. El bafo de enfriamiento se retiré y la mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente hasta su complecion por TLC (20 min). La solucién se concentré hasta
aproximadamente 2 de volumen y se purificé directamente por cromatografia de gel de silice (gradiente de
acetona/cloroformo). Rendimiento = 40-50 % de 22d.

Aminacion reductora con una diamina etérea de cadena larga con la subunidad C:

La subunidad 1b se oxidé por un método alternativo. La subunidad (5 g, 1 eq) se afiadié a una solucién formada por
la adicion de piridina (9,15 eq), y después acido trifluoroacético (4,58 eq). La solucién se colocé en un bafio de agua
a temperatura ambiente y se agit6. Cuando la solucién era transparente, se afiadié diisopropilcarbodiimida (7,23 eq)
lentamente. Después de dos h, la soluciéon se afadido a 800 ml de solucién de cloruro sédico acuosa saturada.
Después de agitar durante 20 min, se filtro la mezcla. El producto se disolvié en acetona y se precipité en agua
desionizada. El producto filirado se seco al vacio. El rendimiento fue del 70-80 %. La subunidad oxidada puede
usarse tal cual, pero puede purificarse por cromatografia en silice usando mezclas de acetato de etilo/diclorometano.

La diamina 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanoamina (33 g, 1 eq) se disolvié en 150 ml de dietil éter, se enfrio a 0°C y la
solucion se tratd lentamente con una solucion de trifluoroacetato de etilo (32 g, 1,5 eq) en 50 ml de éter. TLC indica
la complecién de la reaccién con solamente trazas de diamina restantes.

Se afiadié una parte de esta solucion (45 ml, 3 eq de amina en relacion con aldehido) a una solucion agitada de 3,42
g de 16b en 20 ml de metanol. Después de cinco min se afiadié p-nitrofenol (2,52 g) y después de 20 min se afadid
cianoborohidruro de sodio (3,2 g, 8 eq). Después de 160 min a temperatura ambiente se afiadieron cianoborohidruro
de sodio (1,2 g) y nitrofenol (0,8 g) adicionales. La solucion se vertié en 800 ml de agua a temperatura ambiente,
proporcionando una suspension de solidos y aceite viscoso. El agua se retird por decantacion y el producto se seco
al vacio. El producto completo se disolvié en acetato de etilo y se aplico a 250 ml de gel de silice envasado en el
mismo disolvente. La columna se lavo con trietilamina/acetato de etilo 2 % y el producto se eluyd con una solucion al
1 % de trietilamina en mezcla de acetato de etilo:etanol 6:1 a 10:1. Las fracciones que contenian el producto se
evaporaron y se secaron al vacio para producir 1,95 g, 37 % de la amina 20b.

La subunidad C amino 5’ activada con la amina de cadena lateral etérea de cadena larga se preparé como se ha
descrito anteriormente para el compuesto T.

Ejemplo 6: Subunidades de morfolino con enlaces pro-catidnicos de tipo (b3) por alquilacion (Véase Fig. 2F):

Se disolvié hexametilendiamina (100 g) en metanol (1 1) y se traté en gotas con una solucién de trifluoroacetato de
etilo (103 ml) en 150 ml de metanol. Se produce un calentamiento muy ligero de la solucién. La reaccion se agitd
durante 30 min a temperatura ambiente después de la adicién. TLC usando cloroformo/metanol/amoniaco conc
(8:3:1) muestra la presencia de amina. Los disolventes se retiraron por evaporacion rotatoria, el resto se disolvié en
tolueno/acetato de etilo (1:3, 1 1), después se lavd cuatro veces con solucion de cloruro sédico acuosa saturada al
10 % para efectuar la retirada al completo de diamina en exceso. La evaporacion produce 117 g de amina en bruto
que se uso directamente con la subunidad tosilada formada posteriormente.

La subunidad 1b (20 g) disuelta en diclorometano (200 ml) se traté con N-metilimidazol (11 ml) y la mezcla se enfrié
en un bafo de hielo. Se afiadio cloruro de p-toluenosulfonilo (8 g) en una etapa, la solucion se agité durante 10 min,
y el matraz se colocd a 4 °C durante 16 h. TLC (metanol al 2 % en diclorometano) indica la complecién de la
reaccion La reaccion se prepard por la adicion de 300 ml de diclorometano y lavando con tres veces 300 ml de
cloruro soédico acuoso saturado al 10 % y evaporando hasta producir 23b como una espuma.

El tosilado 23b (17 g) y la amina monoprotegida (46,5 g, que contiene algo de diamina bis acilada) se mezclaron en
acetonitrilo (200 ml) junto con ftrietilamina (15 ml). Después de 16 h a 45 °C, la mezcla se evaporé y el resto se
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resuspendid en N,N-dimetilformamida (200 ml). La mezcla se hizo homogénea a 45 °C. La solucion se calento
durante 5 dias, momento en el cual se enfrié hasta temperatura ambiente, y se mezclé con 1 | de cloruro sédico
acuoso saturado al 10 % y 800 ml de acetato de etilo. La capa organica se lavé con 1 | de cloruro sédico acuoso
saturado al 20 %, se agitdé con sulfato de sodio, se filtr6 y se evapord hasta 48 g de producto de alquilacion, que
contiene una mezcla de base heterociclica benzoilada y desbenzoilada.

Un parte del producto bruto anterior (9 g) se suspendid en diclorometano, se enfrio a 0 °C, y se tratd con una
solucion de N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida (FMOC-OSu) (Chemical Abstracts numero 82911-69-1) en
40 ml de diclorometano. La reaccion se completdé después de 20 minutos. A la solucion se afiadieron 3,3 ml de N-
metilimidazol y después 1,9 ml de cloruro de benzoilo para volver a proteger especies desbenzoiladas. Después de
10 min mas a 0 °C, se permitié que la reaccion se calentara a temperatura ambiente. La reaccion se diluyé con 150
ml de diclorometano, se lavé con 250 ml de tampén de fosfato de pH=7, se lavé dos veces con 250 ml de cloruro
sédico acuoso saturado al 10 %, se seco sobre sulfato sddico y se evapord. El resto se cargd en 500 ml de silice
usando diclorometano (3 I) y se eluyé con mezclas de acetato de etilo en diclorometano (1 | de cada uno de 5 %,
10 %, 15 %, 2 | de 20 %, 2 | de 40 %). El ultimo eluyente proporcion6 2,9 g de subunidad amino 5’ protegida por
FMOC benzoilado puro 24b. El lavado de la columna con 2 | de metanol/diclorometano 5 % permitié la recuperacion
de 5,4 g de la subunidad amino 5’ protegida por FMOC desbenzoilado.

El grupo FMOC se retir6 del producto anterior (7,1 g) mediante tratamiento con piperidina (28 ml) en DMF (140 ml).
Después de 5 min a temperatura ambiente, la reaccion se dividié entre diclorometano (400 ml) y agua (30 ml). La
capa organica se lavo tres veces con 400 ml de cloruro sddico acuoso saturado al 10 %. La evaporacion proporcioné
8,8 g de amina libre en bruto, purificada por cromatografia en silice (360 ml), usando diclorometano (1 1), acetato de
etilo/diclorometano al 30 % (2 1) y metanol/diclorometano al 5 % (3 1) para proporcionar 2,5 g de producto de amina.

Un gramo de esta amina se disolvio en diclorometano (10 ml) a 0 °C y se tratdé sucesivamente con N-etiimorfolina
(500 ml), después fosforodicloridato de etilo (230 ml). Se afiadié trietilamina (227 ml) y la mezcla se hizo
homogénea. La reaccion se completd después de 4 h. Después de la preparacion acuosa habitual el producto se
purificé por cromatografia de silice (60 ml) usando mezclas de acetato de etilo/heptano 10-50 % para proporcionar
800 mg de la subunidad activada 25b.

Se us6 el mismo proceso para preparar la subunidad T activada con cadena lateral de hexametilen diamina
protegida en la posicion 5. La subunidad 1d (50 g) se hizo reaccionar con cloruro de p-toluenosulfonilo (23,7 g) en
diclorometano (500 ml) y N-metilimidazol (16,5 ml). Después de una h a 0°C y 4 h a temperatura ambiente, la
reaccion se diluyé con 400 ml de diclorometano y se lavo tres veces con 1 | de cloruro sédico acuoso saturado al
10 %. Después de secar sobre sulfato de sodio y evaporacion el residuo pesaba 57 g. El residuo (15 g) y 40 g de la
hexametildiamina mono(trifluoro-acetilada) en bruto se hicieron reaccionar a reflujo durante una noche en 100 ml de
acetonitrilo. El residuo después de la evaporacion se disolvié en metanol/diclorometano 2 % y se aplico a silice. La
columna se eluyd con diclorometano, acetato de etilo/diclorometano 50 %, acetato de etilo, acetato de
etilo/diclorometano 80 % y finalmente metanol/diclorometano 5 % para eluir el producto en >98 % de pureza. Se
activd un gramo de este producto y se purificd6 como anteriormente para producir 300 mg (25 %) de la subunidad
activada 25d.

De una manera similar, se hicieron reaccionar 1a-e con 3,3’-diamino-N-metildipropilamina, 26 que proporciona una
cadena lateral con dos sitios catidnicos como en 27a-e.

Ejemplo 7: Subunidades de morfolino con enlaces de sulfamida pro-catiénicos (Véase Fig. 2G)

La subunidad de 5'-metilamino 17a-e (1 eq) en dimetilformamida (10 ml/g) se traté con trioxido de azufre/piridina (4
eq), piridina (8 eq) seguido de trietilamina (6 eq). Después de 16 h, la reaccién se afiadié a cloruro sédico acuoso
saturado y el precipitado seco se sometié a cromatografia en silice usando metanol/cloroformo 5 % y que contenia
trietilamina 2 %. La sal de trietilamonio del acido sulfénico 28a-e aislada de este modo se disolvié en diclorometano
(20 ml/g). Se afiadio piridina (3,2 eq) y la mezcla se enfrié con nitrégeno en un lote de acetona con hielo seco. La
solucién se tratd en gotas con 1,1 eq de fosgeno en soluciéon de tolueno. Después de 25 min, se permitid que la
solucién se calentara a temperatura ambiente durante 20 min. La solucién se evaporé por rotacién a un aceite que
se disolvié en cloroformo y se sometié a cromatografia directamente en silice usando acetato de etilo 40 % y
hexano. El producto 29a-e obtenido en 50 % de rendimiento, se us6 para la introduccion de enlaces de sulfamida de
tipo (a). La subunidad de amino 5 de hexametilen diamina (24a-e) se desprotegid, se sulfaté y se activé de una
manera similar para proporcionar 30a-e.

Ejemplo 8: Preparacion de anclaje de disulfuro (Véase Fig. 2H)

Preparacion de disulfuro simétrico 32: Se suspendié 1,1-carbonildiimidazol (CDI) (12,402 g; 2,2 eq) en
diclorometano (5,25 ml/g) y se enfrid en un bafio de agua. Se disolvié disulfuro de hidroxietilo 31 (5,36 g; 1 eq) en
diclorometano (10 ml/g) y tetrahidrofurano (1 ml/g). La solucion de diol se afiadié a CDI lentamente de modo que la
temperatura de la mezcla se mantuvo por debajo de 4 °C durante el transcurso de la reaccion. Tras completarse la
reaccion (una vez que se completd la adicién), se afiadié agua desionizada (93,8 ul, 0,15 eq) para detener la
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reaccion. De forma independiente, se disolvio 11 (32,59 g; 2,1 eq.) en tolueno (8 ml/g de 11), diclorometano (2 ml/g
de 11) y metanol (2 ml/g de 11). Se disolvio K.CO3 (22,09 g; 4,6 eq.) en agua desionizada (10 ml/g). La solucion de
K>CO3 se afiadio a la solucion de 11; la mezcla se agité y después se separd en dos capas. La capa organica turbia
se destil6 para retirar 90 gramos; las gotas de agua resultantes se separaron y se afiadié acetona (8 ml/g de 11) ala
capa organica. Se afiadio la solucion de disulfuro diol activado por CDI a la solucién de base libre 12 y se concentrd
hasta 225 ml. Se afadié acetona (10 ml/g de 11) y la mezcla se concentrd hasta 225 ml. La mezcla se calent6 a
reflujo y el sélido comenzd a cristalizar a partir de la solucién. Tras completarse, la mezcla de reaccion se enfrid y el
solido (32) se aislo por filtracion. Rendimiento: 27,92 g; 93,1 % (basandose en el ensayo basado en peso).

Preparacion de alcohol disulfuro 33: se suspendié 32 (36,00 g; 32,1 mmol; 1 eq.) en acetona (2,8 ml/g de 32). Se
afadié disulfuro de hidroxietilo (78,51 ml; 20 eq.) seguido de acetona (1,7 ml/g de 32). Se afiadi® NaOH/metanol al
5% (2,85 ml; 0,1 eq.); el pH de la mezcla se midi6 como 10 mediante un papel indicador de pH. Se afadio
trifenilfosfina (8,42 g; 1 eq.) seguido de acetona (1,1 ml/g de 32). Todos los sélidos se pusieron en solucion y
después el producto comenzé a cristalizar. Después de dieciséis h, la mezcla de reaccién se neutralizé con acido
acético (2,4 g; 0,2 eq.). El producto en bruto se aislé6 mediante filtracion. El solido en bruto 33 se sometié a dos
resuspensiones de acetona por reflujo (5 ml/g).

Después de la filtracion el producto en bruto se suspendié en diclorometano (7,25 ml/g de 32). La mezcla se calentd
hasta que se formé una solucién transparente (35 °C). La solucién se extrajo cinco veces con un volumen igual de
agua desionizada y la capa organica final se concentré hasta 155 ml. Se afiadi6 diclorometano (4,3 ml/g de 32) y la
solucién se concentréd de nuevo hasta 155 ml. Se afadié CDI (9,17 g; 1,1 eq.) y la mezcla se agit6 a temperatura
ambiente. Tras completar la reaccion (~20 min) la mezcla de reaccion se lavd dos veces con un volumen igual de
agua desionizada, y después se afiadié etilbenceno (2,1 ml/g de 32). La solucidon se concentré hasta 65,2 g,
reduciendo el diclorometano en la solucién hasta 0,17 % y se agité en un bafio de hielo para cristalizar el producto.
El producto 34 se aisl6 por filtracion. Rendimiento: 44 %.

Ejemplo 9: Cola de trietilenglicol (Véase Fig. 21)

Preparacion de carbamato de tritil piperazina fenilo 35: A una suspension enfriada de compuesto 11 en
diclorometano (6 ml/g de 11) se afiadié una soluciéon de carbonato potasico (3,2 eq) en agua (4 ml/g de carbonato
potasico). A este mezcla de dos fases se afiadié lentamente una solucion de cloroformato de fenilo (1,03 eq) en
diclorometano (2 g/g de cloroformato de fenilo). La mezcla de reaccion se calentd hasta 20 °C. Tras completar la
reaccion (1-2 h), las capas se separaron. La capa organica se lavo con agua, y se seco sobre carbonato potasico
anhidrido. El producto 35 se aisl6 por cristalizacion de acetonitrilo. Rendimiento = 80 %.

Preparacion de alcohol de carbamato 36: Se suspendioé hidruro sodico (1,2 eq) en 1-metil-2-pirrolidinona (32 ml/g de
hidruro sédico). A esta suspension se afadieron ftrietilenglicol (10,0 eq) y compuesto 35 (1,0 eq). La suspension
resultante se calentd hasta 95 °C. Tras completar la reaccion (1-2 h), la mezcla se enfri6 hasta 20 °C. A esta mezcla
se afadio diclorometano/metil terc-butil éter al 30 % (v:v) y agua. La capa organica que contenia producto se lavé
sucesivamente con NaOH acuoso, acido succinico acuoso, y cloruro sédico acuoso saturado. El producto 36 se aisld
por cristalizacion a partir de diclorometano/metil ferc-butil éter/heptano. Rendimiento = 90 %.

Preparacion de acido de Cola 37: A una soluciéon del compuesto 36 en tetrahidrofurano (7 ml/g de 36) se afiadid
anhidrido succinico (2,0 eq) y DMAP (0,5 eq). La mezcla se calentd hasta 50 °C. Tras completar la reaccion (5 h), la
mezcla se enfrié hasta 20 °C y se ajust6 a pH 8,5 con NaHCO3; acuoso. Se afiadié metil ferc-butil éter y el producto
se extrajo a la capa acuosa. Se afiadio diclorometano, y la mezcla se ajusté hasta pH 3 con acido citrico acuoso. La
capa organica que contiene producto se lavé con una mezcla de tampon de citrato de pH = 3 y cloruro sédico
acuoso saturado. Esta solucién de diclorometano de 37 se us6 sin aislamiento en la preparacion del compuesto 38.

Preparacion de 38. A la solucidon del compuesto 37 se afadié imida de acido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-
dicarboxilico (HONB) (1,02 eq), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,34 eq) y después clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (1,1 eq). La mezcla se calent6 hasta 55 °C. Tras completar la reaccion
(4-5 h), la mezcla se enfrié hasta 20 °C y se lavé sucesivamente con acido citrico/salmuera 0,2 M y salmuera 1:1. La
solucion de diclorometano se sometié a intercambio de disolvente a acetona y después a N,N-dimetilformamida, y el
producto se aislé por precipitacion de acetona/N,N-dimetilformamida a cloruro sédico acuoso saturado. El producto
en bruto se resuspendio varias veces en agua para retirar N,N-dimetilformamida residual y sales. Rendimiento =
70 % de 38 del compuesto 36. Se realiz6 introduccion de la “Cola” activada en la resina de anclaje de disulfuro en
NMP por el procedimiento usado para incorporacién de las subunidades durante la sintesis de fase sélida.

Ejemplo 10: Preparacion del soporte sélido para sintesis de oligémeros morfolino

Ejemplo 10a: Preparacion de resina de aminometilpoliestireno-disulfuro

Este procedimiento se realizé en un vaso de péptidos revestido, silanizado (preparado a peticion por ChemGlass,
NK, Estados Unidos) con una frita de vidrio de porosidad gruesa (40-60 um), agitador superior y valvula de Teflon de
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3 vias para permitir que N2 burbujee a través de la frita o una extraccion de vacio. Se consiguié control de la
temperatura en el vaso de reaccion mediante un bafio de agua en circulacion.

Las etapas de tratamiento/lavado de resina en el siguiente procedimiento consisten en dos operaciones basicas:
fluidificacion de resina y extraccion de disolvente/solucion. Para fluidificacion de resina, la valvula se situé para
permitir que Nz fluyera hacia arriba a través de la frita y se afiadid tratamiento/lavado de resina especificado al
reactor y se permiti6 que permeara y humedeciera completamente la resina. Después se inicid la mezcla y la
suspension de resina se mezcld durante el tiempo especificado. Para extraccidon de disolvente/solucion, se
detuvieron el mezclado y el flujo de N2 y se inicio la bomba de vacio y después se situé la valvula para permitir la
evaluacion del tratamiento/lavado de resina a residuos. Todos los volimenes de tratamiento/lavado de resina fueron
de 15ml/g de resina a no ser que se indique de otro modo.

A resina de aminometilpoliestireno (malla de 100-200; sustitucion de N2 de ~1,0 mmol/g; 75 g, 1 eq, Polymer Labs,
Reino Unido parte n.° 1464-X799) en un vaso de péptidos revestido, silanizado, se afadid 1-metil-2-pirrolidinona
(NMP; 20 ml/g de resina) y se permiti6 que la resina se hinchara con mezclado durante 1-2 h. Después de
evacuacion del disolvente de hinchado, la resina se lavé con diclorometano (2 x 1-2 min), diisopropiletilamina 5 % en
isopropanol/diclorometano 25 % (2 x 3-4 min) y diclorometano (2 x 1-2 min). Después de la evacuacién del lavado
final, la resina se fluidificd co una solucion de anclaje de disulfuro 34 en 1-metil-2-pirrolidinona (0,17 M; resina 15
ml/g, ~2,5 eq) y la mezcla de resina/reactivo se calenté a 45 °C durante 60 h. Tras completar la reaccion, se detuvo
el calentamiento y la solucion de anclaje se evacud y la resina se lavé con 1-metil-2-pirrolidinona (4 x 3-4 min) y
diclorometano (6 x 1-2 min). La resina se tratdé con una solucién de dicarbonato de dietilo al 10 % (v/v) en
diclorometano (16 ml/g; 2 x 5-6 min) y después se lavé con diclorometano (6 x 1,2 min). La resina 39 se seco con
una corriente de N2 durante 1-3 h y después al vacio a peso constante (= 2 %). Rendimiento: 110-150 % del peso de
la resina original.

Ejemplo 10b: Determinacion de la carga de resina de aminometilpoliestireno-disulfuro

La carga de la resina (nimero de sitios reactivos potencialmente disponibles) se determina por un ensayo
espectrométrico con respecto al numero de grupos de trifenilmetilo (tritilo) por gramo de resina.

Se transfiere un peso conocido de resina seca (25 + 3 mg) a un matraz volumétrico de 25 ml silanizado y se afiaden
~5 ml de &cido trifluoroacético 2 % (v/v) en diclorometano. Los contenidos se mezclan por agitacion suave y
después se permite que reposen durante 30 min. El volumen se lleva hasta 25 ml con acido trifluoroacético 2 % (v/v)
adicional en diclorometano y los contenidos se mezclan exhaustivamente. Usando una pipeta de desplazamiento
positivo, se transfiere una alicuota de la solucién que contiene tritilo (500 pl) a un matraz volumétrico de 10 ml y el
volumen se lleva hasta 10 ml con acido metanosulfonico.

El contenido de cationes de tritilo en la solucion final se mide por absorbancia de UV a 431,7 nm y la carga de resina
se calcula en grupos de tritilo por gramo de resina (umol/g) usando los volumenes, las diluciones, el coeficiente de
extincion (e: 41 umol'1cm'1) y el peso de resina apropiados. El ensayo se realiza por triplicado y se calcula una carga
promedio.

El procedimiento de carga de resina en este ejemplo proporcionara resina con una carga de aproximadamente
500 ymol/g. Se obtuvo una carga de 300-400 ymol/g si la etapa de incorporacion de anclaje de disulfuro se realizd
durante 24 h a temperatura ambiente.

Ejemplo 10c: Carga de cola

Usando la misma preparacion y los mismos volumenes que para la preparacion de resina de aminometilpoliestireno-
disulfuro, la Cola puede introducirse en la molécula. Para la etapa de acoplamiento, se usé una solucion de 38 (0,2
M) en NMP que contenia 4-etilmorfolina (NEM, 0,4 M) en lugar de la solucidn de anclaje de disulfuro. Después de 2
h a 45 °C, la resina 39 se lavo dos veces con diisopropiletilamina 5 % en isopropanol/diclorometano 25 % y una vez
con DCM. A la resina se afiadié una solucion de anhidrido benzoico (0,4 M) y NEM (0,4 M). Después de 25 min, se
enfrid la camisa del reactor hasta temperatura ambiente, y la resina se lavé dos veces con diisopropiletilamina al 5 %
en isopropanol/diclorometano 25 % y ocho veces con DCM. La resina 40 se filtré y se sec6 con alto vacio. La carga
para la resina 40 se define como la carga de la resina de aminometilpoliestireno-disulfuro original 39 usada en la
carga de Cola.

Ejemplo 11: Preparacion de oligdémeros morfolino en un sintetizador automatico

Ejemplo 11a: Sintesis de fase sélida

Se prepararon oligémeros morfolino en un Sintetizador de Péptidos Automatico Gilson AMS-422 en columnas de
reaccion de polipropileno Gilson de 2 ml (Parte n.° 3980270). Se coloct un bloque de aluminio con canales para flujo
de agua alrededor de las columnas como estaban situadas en el sintetizador. El AMS-422 afiadira alternativamente
soluciones de reactivo/lavado, se mantendra durante un tiempo especificado y evacuara las columnas usando vacio.
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Para oligomeros en el intervalo de hasta 25 subunidades de longitud, se prefiere la resina de aminometilpoliestireno
disulfuro con carga cerca de 500 pmol/g de resina. Para oligbmeros mayores, se prefiere resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro con carga de 300-400 pmol/g. Si se desea una molécula con Cola 5, se elige la
resina que se ha cargado con Cola con las mismas directrices de carga.

Se prepararon las siguientes soluciones de reactivo:

Solucién de destritilacion: Acido Cianoacético 10 % (p/v) en diclorometano/acetonitrilo 4:1; Solucién de
Neutralizacion: Diisopropiletilamina 5 % en diclorometano/isopropanol 3:1; Solucién de Acoplamiento: Subunidad de
Morfolino activada 0,18 M (o 0,24 M para oligdmeros que han crecido hasta mas de 20 subunidades) de la base y el
tipo de enlace deseados y N-etil-morfolina 0,4 M en 1,3-dimetilimidazolidinona. Se us6 diclorometano (DCM) como
un lavado de transicidon que separa los diferentes lavados de solucién de reactivo.

En el sintetizador, con el bloque ajustado a 42°C, a cada columna que contenia 30 mg de resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro (o resina de Cola) se afiadieron 2 ml de 1-metil-2-pirrolidinona y se permitié que
reposara a temperatura ambiente durante 30 min. Después de lavar con 2 veces 2 ml de diclorometano, se empled
el siguiente ciclo de sintesis:

Etapa Volumen Suministro | Tiempo de mantenimiento
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
Destritilacion 1,5 ml Colector 15 segundos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos
Acoplamiento | 350 yl — 500 pl | Jeringa 40 minutos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacién | 1,5 ml Colector 30 segundos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos
DCM 1,5 ml Colector 30 segundos

Las secuencias de los oligomeros individuales se programaron en el sintetizador de modo que cada columna recibe
la solucién de acoplamiento apropiada (A,C,G,T,l) en la secuencia apropiada. Cuando el oligdmero en una columna
habia completado la incorporacion de su subunidad final, la columna se retiré del bloque y se realizé un ciclo final
manualmente con una solucién de acoplamiento comprendida por cloruro de 4-metoxitrifenilmetilo (0,32 M en DMI)
que contenia 4-etilmorfolina 0,89 M.

Ejemplo 11b: Escision de la resina y retirada de bases y grupos protectores de cadena principal

Después de la metoxitritilacion, la resina se lavo 8 veces con 2 ml de 1-metil-2-pirrolidinona. Se afadié 1 ml de una
solucion de escision que consistia en 1,4-ditiotreitol (DTT) 0,1 M vy trietilamina 0,73 M en 1-metil-2-pirrolidinona, la
columna se tapd y se permitié que reposara a temperatura ambiente durante 30 min. Después de ese tiempo, la
solucioén se extrajo a un vial Wheaton de 12 ml. La resina muy encogida se lavé dos veces con 300 pl de solucién de
escision. A la solucion se anadieron 4,0 ml de amoniaco acuoso conc (almacenado a -20 °C), el vial se tapd
estrechamente (con tapén de rosca recubierto con Teflon) y la mezcla se agité para mezclar la solucién. El vial se
colocé en un horno a 45 °C durante 16-24 h para efectuar la escision de bases y grupos protectores de cadena
principal.

Ejemplo 11c: Aislamiento de oligdmero inicial

La solucion de amonolisis en viales se retird del horno y se dejo enfriar a temperatura ambiente. La solucion se
diluyé con 20 ml de amoniaco acuoso al 0,28 % y se paso6 a través de una columna de 2,5x10 cm que contenia
resina Macroprep HQ (BioRad). Se us6 un gradiente salino (A: amoniaco 0,28 % con B: cloruro sédico 1 M en
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amoniaco 0,28 %; B 0-100 % en 60 min) para eluir el pico que contiene metoxitritilo. Las fracciones combinadas se
agruparon y se procesaron adicionalmente dependiendo del producto deseado.

Ejemplo 11d: Desmetoxitritilacién de oligdbmeros morfolinos: Oligémeros sin metoxitritilo

Las fracciones agrupadas de la purificacion de Macroprep se trataron con HzPO4 1 M para reducir el pH hasta 2,5.
Después de la mezcla inicial, las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 4 min, momento en el
cual se neutralizan hasta pH 10-11 con amoniaco/agua 2,8 %. Los productos se purificaron por extraccion de fase
solida (SPE).

Se envasé Amberchrome CG-300M (Rohm y Haas; Filadelfia, PA) (3 ml) en columnas con frita de 20 ml (Columnas
de Cromatografia Econo-Pac de BioRad (732-1011)) y la resina se aclaré con 3 ml de lo siguiente: NH,OH
0,28 %/acetonitrilo 80 %; NaOH 0,5 M/etanol 20 %; agua; H3PO4 50 mM/acetonitrilo 80 %; agua; NaOH 0,5/etanol
20 %; agua; NH4OH 0,28 %.

La solucion de la desmetoxitritilacion se cargo en la columna y la resina se aclaré tres veces con 3-6 ml de amoniaco
acuoso 0,28 %. Se coloco un vial Wheaton (12 ml) bajo la columna y el producto se eluy6 por dos lavados con 2 ml
de acetonitrilo 45 % en amoniaco acuoso 0,28 %. Las soluciones se congelaron en hielo seco y los viales se
colocaron en un liofilizador para producir un polvo blanco suave. Las muestras se disolvieron en agua, se filtraron a
través de un filtro de 0,22 micrometros (Pall Life Sciences, filtro de jeringa de 25 mm Acrodisc, con una membrana
de HT Tuffryn de 0,2 micrémetros) usando una jeringa y se midi6 la Densidad Optica (DO) en un espectrofotémetro
UV para determinar las unidades de DO de un oligdmero presente, asi como distribuir la muestra para analisis. Las
soluciones se colocaron después de vuelta en viales Wheaton para liofilizacion.

Ejemplo 11e: Analisis de Oligémeros morfolino:

Se uso6 espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar la composicién de fracciones en purificaciones asi
como proporcionar pruebas para la identidad (el peso molecular) de los oligdmeros. Las muestras se procesaron
después de dilucion con solucion de acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (acido sinapinico), 3,4,5-
trihidroxiacetofenona (THAP) o acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) como matrices.

Se realiz6 HPLC de intercambio catiénico (SCX) usando una columna Dionex ProPac SCx-10 de 4x250 mm (Dionex
Corporation; Sunnyvale, CA) usando acetato sodico pH=5 25 mM acetonitrilo 25 % (Tampon A) y acetato sodico
pH=5 25 mM acetonitrilo 25 % cloruro potasico 1,5 M (tampon B) (Gradiente 10-100 % de B en 15 min) o KH2PO4 25
mM acetonitrilo 25 % a pH=3,5 (tampdn A) y KH2PO4 25 mM acetonitrilo 25 % a pH=3,5 con cloruro potasico 1,5 M
(tampon B) (Gradiente 0-35 % de B en 15 min). El primer sistema se us6 para oligédmeros con carga positiva que no
tenian un péptido unido, mientras que el ultimo se uso6 para conjugados peptidicos.

Ejemplo 11f: Purificacién de oligémeros morfolino por cromatografia de intercambio catidnico

La muestra se disuelve en acetato sédico 20 mM, pH=4,5 (tampdn A) y se aplica a una columna de resina de
intercambio cationico Source 30 (GE Healthcare) y se eluye con un gradiente de cloruro sédico 0,5 M en acetato
soédico 20 mM y acetonitrilo 40 %, pH=4,5 (tampdn B). Las fracciones agrupadas que contienen producto se
neutralizan con amoniaco acuoso conc y se aplican a una columna SPE Amberchrome. El producto se eluye, se
congela y se liofiliza como anteriormente.

Los siguientes oligomeros ejemplifican este método:

5-(EG3) - G+TGC+TCA+TGG+TGCACGG+TC - 3-(H), [M+H]" calculado = 6860,9 daltons, [M+H]" hallado
6861,7 daltons, util para VHC

5-(EG3) - GCC+ATGGT+TTT+TTC+TC+AGG -3-(H), [M+H]" calculado = 6825,9 daltons, [M+H]" hallado
6827,1 daltons, atil para Ebola

5'-(EG3) - +TGGGT+ATG+TTGT+AGCC+AT -3'-(H), [M+H]+ calculado = 7245,2 daltons, [M+H]+ hallado = 7246,8
daltons, dtil para Ebola

5-(EG3) - CC+TGCCC+TTTGT+TCT+AGT+TG -3-(H), [M+H]" calculado = 7092,2 daltons, [M+H]" hallado =
7093,8 daltons, util para Ebola

Ejemplo 11g: Oligdmeros morfolino de 3’-metoxitritilo y 3-tritilo

Los oligomeros purificados de Macroprep se aplicaron directamente a las columnas de extraccion de fase solida, y
los oligdmeros 3-metoxitritlados se aislaron y cuantificaron de la misma manera que las especies
desmetoxitritiladas.
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Ejemplo 12: Sintesis de morfolino G N2,06-protegido (DPG) para sintesis de oligdmero a gran escala

Preparacion de 41: A una solucién enfriada de 1c¢ e imidazol (1,3 eq) en diclorometano (8 ml/g de 1) se afiadioé una
solucion de terc-butildimetilclorosilano (1,2 eq) en diclorometano. Después de la adicion, la solucion se calenté hasta
20 °C. Tras completar la reaccion (1 — 3 horas), esta solucion se lavé sucesivamente con tampdn de citrato 1 M
(ajustado a pH 3 con NaOH) y agua. La solucion organica resultante se destilé para retirar de forma azeotrépica
agua y se uso directamente la siguiente etapa.

Preparacion de 42: A una solucion enfriada a 0 °C de 41 en diclorometano se afiadieron sucesivamente trietilamina
(1,2 eq), 4-dimetilaminopiridina (0,1 eq) y cloruro de triisopropilbencenosulfonilo (1,1 eq). La solucién se calento
hasta 20 °C. Tras completar la reaccion (3-9 horas), la solucion se lavé sucesivamente con KH,POs 1 My agua. La
solucién organica resultante se destilé para retirar de forma azeotropica agua y se usé directamente en la
preparacion del compuesto 44.

Preparacion de 43: A una solucion de 4-hidroxibenzaldehido (1,0 eq) y N-metilimidazol (0,2 eq) en tolueno se afiadié
una solucion de KHCO3 (2,0 eq) en agua. A la mezcla de dos fases resultantes se afiadié cloruro de trimetilacetilo
(1,4 eq.). Tras completar la reaccion (1-2 horas), se afiadié metanol (1,0 eq) y la mezcla se agité durante 1 hora.
Después de separacion de capas, la capa organica se lavoé sucesivamente con KH,PO4 1 M y agua. La solucion
organica resultante se destil6 para retirar de forma azeotrépica agua y se diluyé con THF. A esta solucion se afadio
catalizador de Pd/C 5 % (0,004 eq, Johnson Matthey, West Deptford, NJ, Estados Unidos) y la mezcla se hidrogend
con 34,47-206,84 kPa de H,. Tras completar la reaccion (4-8 horas), la mezcla se filtré a través de una almohadilla
de Celite y se lavé con tampoén de fosfato de pH 6,5. El producto se cristalizd a partir de tolueno/heptano.
Rendimiento = 80 %.

Preparacion de 44: A una solucién enfriada de 3 en diclorometano se afiadid N-metilpirrolidina (2,0 eq). Después de
10 minutos, se afiadio 3a (1,2 eq), seguido de DBU (1,2 eq). Después de adicion del reactivo, la solucién se calentd
hasta 20 °C. Tras completar la reaccion (1-9 horas), la solucién se lavé sucesivamente con KH,PO, 1 My agua. La
solucion organica resultante se destilo para retirar de forma azeotrépica agua y se us6 directamente en la siguiente
etapa.

Preparacion de 45: A una solucidon de 44 en diclorometano se afiadié trifluorhidrato de trietilamina (2,0 eq). Tras
completar la reaccion (4-20 horas), la solucion se lavé sucesivamente con solucién de bicarbonato sédico, tampdn
de fosfato de pH 6,5 y agua. La solucion resultante se destilé para retirar diclorometano y el producto se cristalizé a
partir de THF/agua. Rendimiento = 70 % de 1c.

Preparacion de 46: El compuesto 45 se disolvio en diclorometano (6 ml/g de 45) y se enfrié hasta < 5 °C. A esta
solucioén se afiadieron 2,6-lutidina (1,6 eq), N-metilimidazol (0,3 eq) y N,N-dimetilfosforamidodiclorhidrato (1,6 eq). La
solucion se calenté hasta 20 °C. Tras completar la reaccion (6-12 horas), esta mezcla se lavé con un tampén de
citrato de pH 3. El producto en bruto se aislo por precipitacion/resuspension. El producto 46 doblemente protegido
(DPG) se purificd por cromatografia en gel de silice (gradiente de acetato de etilo/heptano) y se aislé por
precipitacion en heptano. Rendimiento = 40 — 60 %.

Ejemplo 13: Sintesis a gran escala de oligémeros morfolino

El disefio de reactor para la carga de anclaje y Cola en resina de aminometilpoliestireno se usa para sintesis a
mayor escala de oligémeros morfolino. Las directrices de carga de resina son iguales que para la sintesis a menor
escala.

Ejemplo 13a: Sintesis de fase sélida

Se prepararon oligémeros protegidos manualmente por sintesis de oligdmero de fase solida en resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro (~500 umol/g de carga) a una escala de 10 g (peso de resina de partida). Las
soluciones usadas fueron las siguientes: solucion de destritilacion: trifluoroacetato de 4-cianopirinidio (CYFTA) 2 %
(p/v) en ftrifluoroetanol/diclorometano 20 % con etanol 1 %; soluciéon de neutralizacién: diisopropiletilamina 5 % en
isopropanol/diclorometano 25 %; solucion de acoplamiento: Subunidad de Morfolino activada 0,165 M (para 46
(DPG) y 5d u otras subunidades T) 0 0,18 M (para 5a y 5b u otras subunidades A/C) y N-etilmorfolina 0,4 M en 1,3-
dimetilimidazolidinona (DMI).

Después de la transferencia de la resina al reactor de sintesis y antes de iniciar los ciclos de sintesis, se afadi6 1-
metil-2-pirrolidinona (NMP, 20 ml/g de resina) y se permitid6 que reposara durante 1-2 h. Después de lavar 2 veces
con diclorometano (10 ml/g de resina), se usé el siguiente ciclo de sintesis con la adicion de la solucion de
acoplamiento apropiada de Subunidad de Morfolino activada de la base deseada y el tipo de enlace deseado en
cada ciclo para proporcionar la secuencia apropiada.
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Etapa Volumen (ml/g de resina de partida)* Tiempo (min)
DCM 10-30 1-2
DCM 10-30 1-2
Destritilacion A 10-30 2-3
Destritilacion A 10-30 2-3
Destritilacion A 10-30 2-3
Destritilacion A 10-30 2-3
Destritilacion A 10-30 2-3
Neutralizacion A 10-30 3-4
Neutralizacion A 10-30 3-4
Neutralizacion A 10-30 3-4
Neutralizacion A 10-30 3-4
DCM 10-30 1-2
DCM 10-30 1-2
Acoplamiento 7-12** 90
Neutralizacion A 10-30 1-2
Neutralizacion A 10-30 1-2
Neutralizacion A 10-30 1-2
Neutralizacion A 10-30 1-2
DCM 10-30 1-2
*Los volumenes de lavado se aumentaron para compensar €l hinchamiento de la resina; el volumen es 10 ml/g
del volumen de resina real en cada ciclo
**Los volumenes de acoplamiento son suficientes para mantener una buena mezcla y se aumenta para
compensar el hinchamiento de resina

Después de la incorporacion de la subunidad final, se realizé un ciclo final (metoxitritilacion) con cloruro de 4-
metoxitrifenilmetilo 0,32 M y N-etilmorfolina 0,4 M en DMI. Después de la metoxitritilacion, la resina se lavo 8 veces
con NMP y se tratd entonces con solucion de escision que consistia en 1,4-ditiotreitol (DTT) 0,1 My trietilamina 0,73
M en NMP (27 ml/g de resina de partida) durante 30 min. Después de recoger la solucién de oligémero protegida, la
resina (con volumen significativamente reducido) se lavé con dos partes adicionales de solucion de escision (13 ml/g
de resina de partida durante 15 min cada una) y los lavados se combinaron con la solucién a granel. A la solucién de
oligdbmero protegida en un frasco de presion de tamafio apropiado con tapon de Teflon (Ace Glass, NJ, Estados
Unidos) se afiadié amoniaco acuoso concentrado (106 ml/g de resina de partida, previamente enfriada a -20 °C), el
frasco se selld y los contenidos se mezclaron por agitacion. El frasco se colocé en un horno a 45 °C durante 16-20 h
para retirar la base y los grupos protectores de cadena principal.

Después de la amonolisis, la solucion de oligdmero en bruto se enfria a temperatura ambiente y después se diafiltra
frente a amoniaco acuoso 0,28 % usando una membrana de Celulosa Regenerada PLBC 3kd (Millipore) para retirar
disolventes y moléculas pequerias antes de la cromatografia de intercambio i6nico.

Ejemplo 13b: Purificacién de oligémeros morfolino mediante cromatografia de intercambio anidnico

La solucién de oligdmero en bruto obtenida de diafiltracion se ajusta a pH 11-11,5 y se carga en una columna de
resina de intercambio aniénico Super-Q 650S ToyoPearl (Tosoh Bioscience). El oligémero metoxitritilado se eluyo
con un gradiente de 5-35 % de B sobre 17 volumenes de columna (Tampon A: hidréxido sédico 10 mM; Tampon B:
cloruro sédico 1 M en hidroxido sodico 10 mM) y se agruparon las fracciones de pureza aceptable (HPLC de
intercambio anidénico y espec de masas).

Ejemplo 13c: Desmetoxitritilacion de oligémeros morfolino

A las fracciones agrupadas de cromatografia de intercambio aniénico se afadié acetonitrilo (10 % en volumen)
seguido de H3PO4 2 M para ajustar el pH a 3. La solucién se mezcloé durante 45 min y después se neutralizé con
amoniaco acuoso concentrado hasta pH 7. La solucion de oligomero se diafiltré frente a acetato sédico 20 mM
usando una membrana de Celulosa Regenerada PLBC 3kd (Millipore) para intercambiar tampones antes de la
cromatografia de intercambio cationico.

Ejemplo 13d: Purificacién de oligémeros morfolino por cromatografia de intercambio catiénico

La solucion de oligémero se ajusté a pH 4,5 con acido acético y se cargé en una columna de resina de intercambio
cationico Source 30S (GE Healthcare). El oligdmero se eluy6 con un gradiente de 0-35 % de B sobre 17 voliumenes
de columna (Tampdn A: acetato de sodio 20 mM, acetonitrilo 25 %, pH 4,5; Tampon B: cloruro sédico 0,5 M, acetato
de sodio 20 mM, acetonitrilo 25 %, pH 4,5) y se agruparon fracciones de pureza aceptable (HPLC de intercambio
catidnico y espec de masas).
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Ejemplo 13e: Aislamiento de oligémeros morfolino

La solucion de oligémero purificada se diafiltré frente a amoniaco acuoso 0,028 % usando una membrana de
Celulosa Regenerada PLBC 3kd (Millipore) para retirar sal y generar la base libre de oligdmero. Después la solucion
de oligdbmero desalinizada se congeld y se liofilizé para proporcionar el oligdmero como un polvo blanco suave
(~12 % de contenido de agua). Por este método se prepararon compuestos Utiles en el tratamiento del Ebola:

5-(EG3) - GCC+ATGGT+TTT+TTC+TC+AGG - 3-(H), 8,4 g
5-(EG3) - CC+TGCCC+TTTGT+TCT+AGT+TG - 3-(H), 10,0 g
Idénticos a los compuestos preparados a pequefia escala.

Ejemplo 13f: Analisis de oligémeros morfolino por HPLC de intercambio aniénico

Se realiz6 HPLC de intercambio anionico (SAX) usando una columna Dionex DNAPac, de 4x250 mm (Dionex
Corporation; Sunnyvale, CA) usando cloruro sédico 20 mM, 10 mmol de hidréxido sédico (Tampdn A) y cloruro
sadico 1 M, 10 mmol de hidroxido sédico (tampdn B), (Gradiente 10-35 % de B en 20 min).

Ejemplo 14: Introduccién de un grupo de guanidinio en un oligémero morfolino

Ejemplo 14a: Mediante guanilacién directa de aminas:

Se disolvieron 10 ymol de un oligémero morfolino, cuya cadena principal contenia tres aminas secundarias de
piperazina en Na,CO3 0,5 M a 75 mg/ml. Se afiadieron 700 pmol de 1-H-pirazol-1-carboxamidina HCI a la solucion
de Oligémero Morfolino y la reaccion se agité a temperatura ambiente. Después de haber transcurrido tres horas, la
reaccion se diluyé con agua y se purificd por extraccion de fase solida (SPE) usando una columna Amberchrom
CG300M (Rohm y Haas; Filadelfia, PA). La purificacion por SPE implicaba cargar la muestra en la columna a 20
mg/ml, lavar la columna con 4 volumenes de columna de NaCl 1 M y después 3 voliumenes de columna de agua. El
producto se eluy6 lavando la columna con 3 voliumenes de columna de acetonitrilo/agua (1:1 v/v). El producto, como
la sal de HCI, se liofilizd después.

Puede conseguirse purificacién de intercambio cationico fuerte (SCX) a pH = 9 de oligdmeros morfolino que
contienen restos de cadena principal de guanidina cuando el oligémero contiene al menos tres grupos de guanidina
en la cadena principal y/o los extremos terminales. Antes de la liofilizacion, la solucion desalada anterior se purificd
por SCX a pH 9 para separar el producto modificado por guanidina de cualquier precursor de piperazina no
derivatizado restante. La columna de cromatografia liquida tenia dimensiones de 10 x 62 mm (Bio-Chem Valve /
Omnifit, Cambridge, Reino Unido) y contenia medio de intercambio catiénico fuerte Source 15S (GE Healthcare Bio-
Sciences Corp., Piscataway, NJ). Las composiciones de fase movil fueron A) Tris HCI 25 mM, acetonitrilo 25 % (v/v);
pH 9,0 y B) cloruro sddico 1,0 M, Tris HCI 25 mM, acetonitrilo 25 % (v/v); pH 9,0. Se us6 una velocidad lineal de 342
cm/h. Después de equilibrado de la columna con cuatro volimenes de columna de fase mévil A, la muestra de
oligébmero se cargo en fase movil A a una concentracion de aproximadamente 5 mg/ml. La columna se lavd después
durante dos minutos con fase mévil A, después de lo cual se inici6 la recogida de fracciones simultdneamente con
un gradiente lineal de 0-20 % de fase movil B durante veintidés minutos. Las fracciones se analizaron
individualmente por EM MALDI-TOF. Las fracciones seleccionadas se agruparon y se desalaron mediante extraccion
de fase solida. El grupo de fracciones se diluyé 5 veces con agua y se cargé en una columna Amberchrom CG300M.
La desalacién de SPE implicaba la carga de la muestra en la columna a 20 mg/ml y el lavado de la columna con 3
volumenes de columna de agua. El producto se eluyé después lavando la columna con 3 volimenes de columna de
acetonitrilo/agua (1:1 v/v). El producto se liofilizé y se analizé por EM MALDI-TOF y HPLC SCX.

Los siguientes oligdmeros ejemplifican este método:

5'-(EG3) - CTGGG+ATG+AG+ATCC+ATC+ACT -3-(H) se preparé usando resina con Cola. Una muestra (DO
1000) se convirtié por los métodos anteriores en:

5-(EG3) - CTGGG(Gupip)ATG(Gupip)AG(Gupip)ATCC(Gupip)ATC(Gupip)ACT -3-(Gu) [M+H]" calculado =
7421,5 daltons. El producto en bruto (DO 907) se recuper6 después de SPE,

[M+H]" hallado = 7422,6 daltons, se purificd en intercambio iénico SCX a pH = 9 para proporcionar un
producto de DO 378, [M+H]" hallado = 7420,9.

Ejemplo 14b: Introduccién de grupos de guanidinio por reaccién con sales de trifluoroacetato de aminoacido
Guanidino

Preparacion de sales de trifluoroacetato de acido de guanidino.
El acido de guanidino se disolvio en acido trifluoroacético a una concentracion de 330 mg/ml con calentamiento

suave y agitacion. Una vez completamente disuelta, la solucion se afiadié en gotas a un exceso volumétrico décuplo
de dietil éter para precipitar la sal de trifluoroacetato del acido de guanidino. La suspension se centrifugo, el
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sobrenadante se decanto y el solido se tritur6 en una parte nueva de dietil éter. La suspensién se centrifugd de
nuevo, el sobrenadante se decanto y el sélido se secé al vacio.

Conjugacion de acidos de guanidino (generales) con aminas de un oligémero morfolino

El oligdmero morfolino, que contiene grupos amino libres en la cadena principal y/o los extremos terminales, se
disolvio en DMSO a 75 mg/ml. Por separado, se prepard una solucion de acido de guanidino activado disolviendo la
sal de trifluoroacetato o clorhidrato del acido de guanidino (2 equivalentes con respecto a aminas de Oligomero
Morfolino) y HBTU (1,95 equivalentes con respecto a aminas) en NMP a 100 mg/ml (con respecto a acido de
guanidino). Después se afadié DIEA (3 equivalentes con respecto a acido de guanidino) a la solucién de acido de
guanidino. La solucién de acido de guanidino activado se mezclé brevemente y se afiadié inmediatamente a la
solucion de Oligomero Morfolino. Después de tres horas a temperatura ambiente, la reaccion se diluyé 2,33 veces
con hidroxido de amonio concentrado frio. Segun se requeria, TFE se afiadié lentamente con calentamiento suave y
mezclado para redisolver el sélido precipitado. La reaccion se calentd después a 45 °C en un vaso sellado durante
18 horas, después de lo cual se diluyé 15 veces con agua y se purifico por SPE usando una columna Amberchrom
CG300M (Rohm y Haas; Filadelfia, PA). La purificacion por SPE implico la carga de la muestra en la columna a 20
mg/ml, lavar la columna con 4 volumenes de columna de NaCl 1 M y después 3 volumenes de columna de agua. El
producto se eluy6 lavando la columna con 3 volimenes de columna de acetonitrilo/agua (1:1 v/v). El conjugado se
liofilizo y se analizdé por EM MALDI-TOF y HPLC SCX.

Los siguientes oligomeros ejemplifican este método:

5’-(H) - C+TTCGA+TAG+TG -3'-(H) se prepar6 a partir del uso de resina sin Cola. Una muestra (DO 970) se
convirti6 con acido 4-guanidinobutanoico por los métodos anteriores en: 5-(GuBu) -
C(GuBupip) TTCGA(GuBupip)TAG(GuBupip) TG -3'-(GuBu), [M+H]" calculado = 4541,2 daltons. El producto en
bruto (DO 820) recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 4541,9 daltons, se purific en intercambio iénico
SCX a pH = 9 para proporcionar producto de DO 356, [M+H]" hallado = 4542,1.

Conjugacion de acido 6-guanidinohexanoico con aminas secundarias de un oligémero morfolino

Se obtuvo acido 6-guanidinohexanoico de AlzChem; Trostberg, Alemania. El oligdmero morfolino (20 pmol), un
18mero con ocho aminas secundarias incorporadas en la cadena principal (160 umol de grupos amina), se disolvié
en dimetilsulféoxido (DMSO) a 75 mg/ml. Por separado, se prepard una solucion de acido 6-guanidinohexanoico
activada disolviendo 320 ymol (2 equivalentes molares con respecto a amina) de la sal de trifluoroacetato de acido
6-guanidinohexanoico y 312 ymol de hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilaminio (HBTU)
en 920 pl de 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) y afiadiendo 960 ul de N,N-diisopropiletilamina (DIEA). Inmediatamente
después de la adicion de DIEA, la solucién de acido de guanidino activada se afiadié a la solucién de oligémero de
morfolino. Después de agitar con nitrdgeno a temperatura ambiente durante tres horas, se afiadieron 4 ml de
hidroxido de amonio concentrado a la reaccién. Se afadieron 7 ml de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) con calentamiento
suave y mezclado para redisolver el sélido precipitado y la solucion calentada a 45 °C durante 18 horas. La solucién
se diluyod después hasta 200 ml con agua y se purificé por extraccion en fase sélida (SPE) usando una columna de
Amberchrom CG300M como se ha detallado anteriormente. El conjugado se liofilizé y se analizé por EM MALDI-TOF
y HPLC SCX.

Los siguientes oligdmeros ejemplifican este método:

5’-(H) - C+TTCGA+TAG+TG -3’-(H) se prepard usando resina sin Cola. Una muestra (DO 635) se convirtié por
los métodos anteriores en:

5'-(GuAhx) - C(GUX)TTCGA(GUX)TAG(GUX)TG -3'<(GuAhx), [M+H]" calculado = 4681,4 daltons. El producto
en bruto (DO 563) recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 4681,2 daltons, se purific en intercambio
iénico de SCX a pH = 6,5 para proporcionar un producto de DO 427 de 93,3 % de pureza por HPLC SCX,
[M+H]" hallado = 4682,4.

5'-(EG3) - CTGGG+ATG+AG+ATCC+ATC+ACT -3-(H) se preparé usando resina con Cola. Una muestra (DO
1500) se convirtié por los métodos anteriores en:

5-(EG3) - CTGGG(GUX)ATG(GUX)AG(GUX)ATCC(GUX)ATC(GUX)ACT -3-(GuAhx), [M+H]" calculado =
8100,5 daltons. El producto en bruto (DO 1486) recuperado después de SPE,

[M+H]" hallado = 8100,4 daltons, se purificé en intercambio iénico SCX a pH = 9 para proporcionar producto
de DO 700, [M+H]" hallado = 8100,6.

Este método también se uso para afiadir acidos peptidicos tales como AcRAhxRAhxB (escrito mas expansivamente
como AcNHRAhxRAhxB-OH en la Figura 20) a las aminas de cadena principal.
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Ejemplo 14c: Por conjugacion de acidos aminoalcanoicos a aminas de un oligbmero morfolino sequido de
quanilacion:

El oligdmero morfolino, que contiene grupos amino libres en la cadena principal y/o los extremos terminales, se
disolvi6 en DMSO a 75 mg/ml. Por separado, se prepar6é una solucién de acido aminoalcanoico-Fmoc activada
disolviendo el aminoacido protegido por Fmoc (2 equivalentes con respecto a aminas de oligdbmero morfolino) y
HBTU (1,95 equivalentes con aminas respectivas) en NMP a 100 mg/ml (con respecto a aminoacido). Después se
afiadié DIEA (3 equivalentes con respecto a aminoacido) a la soluciéon de aminoacido. La solucion de aminoacido
activada se mezcloé brevemente y se afiadié inmediatamente a la solucion de oligémero morfolino. Después de tres
horas de agitacion a temperatura ambiente, la reaccion se diluy6 2,33 veces con hidroxido de amonio concentrado
frio. La reaccion se calentd después a 45 °C en un vaso sellado durante 18 horas, después de lo cual se diluyé 15
veces con agua y se purificé por SPE usando una columna Amberchrom CG300M (Rohm y Haas, Filadelfia, PA). La
purificacion de SPE implicé la carga de la muestra en la columna a 20 mg/ml, lavado de la columna con 4 volimenes
de columna de NaCl 1 M y después 3 volimenes de columna de agua. El producto se eluyé por lavado de la
columna con 3 volumenes de columna de acetonitrilo/agua (1:1 v/v). El conjugado se liofilizd y se analizé6 por EM
MALDI-TOF y HPLC SCX. El producto puede guanilarse y purificarse segun los ejemplos previos.

Los siguientes oligdmeros ejemplifican este método:

5'-(EG3) - CTGGG+ATG+AG+ATCC+ATC+ACT -3-(H) se preparé usando resina con Cola. Una muestra (DO
2000) se convirtié por los métodos anteriores en:

5-(EG3) - CTGGG(Ahxpip)ATG(Ahxpip)AG(Ahxpip)ATCC(G)ATC(Ahxpip)ACT -3'-(Ahx), [M+H]" calculado =
7848,3 daltons. El producto en bruto (DO 1672) recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 7847,7
daltons. Una parte de este material (DO 800) se convirtié adicionalmente por guanilacién en

5-(EG3) - CTGGG(GUX)ATG(GUX)AG(GUX)ATCC(GUX)ATC(GUX)ACT -3-(GuAhx), [M+H]" calculado =
8100,5 daltons. El producto en bruto recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 8101,4 daltons, como se
purificé por cromatografia de SCX para proporcionar DO 320 de producto final.

Ejemplo 15: Introduccion de péptidos ricos en arginina en un oligémero morfolino

El oligdmero morfolino, que contiene grupos amino libres en la cadena principal y/o los extremos terminales, se
disolvio en DMSO a 75 mg/ml. Por separado, se preparo una solucion de péptido activada, siendo el péptido de 1-25
restos de aminoacidos de longitud, que contiene un grupo de bloqueo N-terminal, preferentemente acetilo, y
comprendido por aminoacidos con guanidinio, hidrocarburo u otras cadenas laterales no nucledfilas. El péptido (2
equivalentes con respecto a aminas de oligdmero morfolino) y HBTU (1,95 equivalentes con respecto a grupos
amina) se disolvieron en NMP a 100 mg/ml (con respecto al péptido). Después se afiadio DIEA (2 equivalentes con
respecto a péptido) a la solucién del péptido. La solucion de péptido activado se mezclé brevemente e
inmediatamente se afiadié a la solucién del oligémero morfolino. Después de tres horas de agitacion a temperatura
ambiente, la reaccion se diluy6 2,33 veces con hidroxido de amonio concentrado frio. Segun se requirio, se ahadioé
TFE lentamente con calentamiento suave y mezclado para redisolver el sélido precipitado. La reaccion se calentd
después a 45 °C en un vaso sellado durante 18 horas. Después de lo cual se diluyé 15 veces con agua y se purificd
por SPE usando una columna Amberchrom CG300M (Rohm y Haas, Filadelfia, PA). La purificacion por SPE implico
la carga de la muestra en la columna a 20 mg/ml, lavar la columna con 4 volimenes de columna de NaCl 1 My
después 3 volumenes de columna de agua. El producto se eluyé lavando la columna con 3 volimenes de columna
de acetonitrilo/agua (1:1 v/v). El conjugado se liofilizd y se analizé6 por EM MALDI-TOF y HPLC SCX. El producto
puede purificarse segun los ejemplos previos.

Ejemplo 16: Preparacion de oligdmeros morfolino que tienen un péptido rico en arginina y grupos de guanidinio de
cadena principal

Se hicieron reaccionar oligdmeros morfolino con grupos guanidinio de cadena principal, como se prepara en el
Ejemplo 1.4, con péptidos ricos en arginina como en el Ejemplo 15. Los productos se purificaron en resina de
intercambio catidnico SCX Source 15S como se ha descrito en el Ejemplo 13.

Ejemplo 17: Preparacion de oligémeros morfolino que tienen un péptido rico en arginina y grupos amina de cadena
principal

Ejemplo 17a: Proteccién de aminas secundarias de oligoémero morfolino como trifluoroacetamidas:

Se disolvieron 41 mg del oligdmero morfolino, un 11mero con tres aminas secundarias de cadena principal y 3'-tritilo
o metoxitritilo, en 0,500 ml de dimetilsulféxido (DMSO). A la solucién de oligémero se afadieron 8,2 pl (5 eq) de N,N-
diisopropiletilamina (DIEA) seguido de 44 ul (5 eq.) de una solucion 250 mg/ml de trifluoroacetato de 4-nitrofenilo en
N-metilpirrolidinona (NMP). Las adiciones de DIEA vy trifluoroacetato de 4-nitrofenilo se repitieron cuatro veces mas a
intervalos de 90 min y la reaccion se agitdé después durante 15 h a temperatura ambiente. Después se retir6 el grupo
de 3'-tritilo o metoxitritilo afiadiendo 3,76 ml (20 eq.) de una solucién 50 mM de trifluoroacetato de 4-cianopiridinio en
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2,2,2-trifluoroetanol (TFE) y agitando durante 40 min. La reaccion se diluyé después hasta 40 ml con agua y el pH se
ajusto hasta 7,5 afiadiendo tampodn de fosfato sédico 0,5 M, pH 7,5, en gotas. El producto se aislo por extraccion de
fase sdlida usando una columna Amberchrom CG300M de 2 ml. Después de cargar la mezcla de reaccién en bruto
en la columna, la columna se aclaré con dos volimenes de columna de agua, cuatro volimenes de columna de
acetonitrilo/agua al 15 % (v/v) y cuatro voliumenes de columna de acetonitrilo/agua 20 % (v/v). El producto protegido
por cadena principal con amina 3’-morfolina libre se eluyd después con tres volumenes de columna de
acetonitrilo/agua 1:1 (v/v) y se liofilizo.

Ejemplo 17b: Conjugacién de péptidos ricos en arginina con oligémero morfolino sequida de desenmascaramiento
de aminas de cadena principal de oligbmero:

Se prepar6 una solucion de péptido activado disolviendo el acido peptidico (22,6 pmol) y HBTU (22,3 pmol) en
300 yl de NMP y anadiendo DIEA (40,8 ymol). Inmediatamente después de la adicion de DIEA, la solucion de
péptido se afiadié a una solucidn del oligémero morfolino protegido por cadena principal con amina de 3’-morfolino
libre en 0,550 ml de DMSO. Después de 180 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 2 ml de hidréxido de
amonio concentrado a la reaccion. El precipitado resultante se volvié a disolver con la adicion de 4 ml de TFE y
calentamiento suave y mezclado. La reaccion se coloco en un horno a 45 °C durante 15 horas. Después se afhadio
agua, diluyendo la reaccion hasta 40 ml. Después la solucién se neutralizé afiadiendo acido fosférico 2 M en gotas
con agitacion. El producto se aislé por extraccion de fase solida usando una columna Amberchrom CG300 M de 2
ml. Después de cargar la mezcla de reaccion en bruto en la columna, la columna se aclaré con cuatro volimenes de
columna de agua. El producto se eluyé después con tres volimenes de columna de acetonitrilo/agua 1:1 (v/v) y se
liofilizo.

Los siguientes oligomeros ejemplifican este método:

5-(EG3) - G+TGC+TCA+TGG+TGCACGG+TC -3~ (AC(RAHXR)4AHXB-), [M+H]" calculado = 8789,3 daltons,
[M+H]" hallado = 8789,9 daltons util para Ebola

5'-(EG3) - C+TTCGA+TAG+TG -3'-(tritilo) se preparé usando resina con Cola. Una muestra (DO 994) se
convirtié por los métodos anteriores en:

5-(EG3) - C(TFApip)TTCGA(TFApip)TAG(TFApip)TG -3-(H), [M+H]" calculado = 4368,6 daltons. El
producto en bruto recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 4371,1 daltons. Esta muestra se
convirtié adicionalmente por acilacion con Ac(RAhXR)sAhxB para proporcionar

5-(EG3) C+TTCGA+TAG+TG -3’ - (Ac(RAhxR)4AhxB-), [M+H]" calculado = 6010,0 daltons. El producto
en bruto (DO 770) recuperado después de SPE, [M+H]" hallado = 6011,6 daltons. Esto se purificé en
intercambio idnico de SCX a pH = 6,5 para proporcionar producto de DO 478, [M+H]" hallado = 6010,7
daltons, con pureza de HPLC SCX de 84,7 %.

Ejemplo 18: Metilacién reductora de aminas de oligdémero morfolino

Se prepar6 una soluciéon de formaldehido disolviendo 0,52 g de paraformaldehido en 17 ml de tampdn de borato
sédico pH 8,5 200 mM con calentamiento y agitacion. La solucion se calenté hasta hervir suavemente, con un
condensador de reflujo unido, durante 1 hora. Después se detuvo el calentamiento, la mezcla de reaccion se enfrié a
temperatura ambiente y la solucidn se continué agitando durante el transcurso de la reaccion de metilacion.

Se preparé una soluciéon 1 M de borohidruro de sodio enfriando 10 ml de tampdén de borato sédico de pH 8,5 200
mM en un bafo de hielo y disolviendo después 0,378 g de borohidruro sédico en él. La solucion se mantuvo fria en
hielo durante el transcurso de la reaccion de metilacion.

Se pesaron 33 mg (4,6 yumol) de un oligémero morfolino de 20 unidades con cinco aminas secundarias incorporadas
en la cadena principal y una amina secundaria de morfolino libre en el extremo 3’ terminal en un vial de vidrio. El
oligébmero se disolvié después en 1 ml de tampdn de borato sédico de pH 8,5 200 mM y se enfrié hasta 0 °C en un
bafio de agua con agitacion. Se afiadieron 200 pl de la solucion de formaldehido (~43 eq.) preparada anteriormente
a la solucién de oligémero morfolino con agitacion. Inmediatamente después de la adicién de formaldehido se
afadieron 40 pl de la soluciéon de borohidruro sédico 1 M (8,7 eq.). Las adiciones de formaldehido y borohidruro
sodico se repitieron cinco veces a intervalos de 30 min. Después de las adiciones finales, la reaccion se agitd
durante 30 min y después se afiadieron 4 mg de borohidruro sédico. La reaccion se agitdé después durante 2 horas.
Se afiadié agua para diluir la reaccion hasta 5 ml y el pH se ajusté hasta 6,5 afiadiendo acido fosférico 1 M en gotas.

El producto se aislé por extraccion de fase sélida usando una columna Amberchrom CG300M de 2 ml. Después de

cargar la mezcla de reaccién en bruto en la columna, la columna se aclard con cuatro volimenes de columna de
agua. El producto se eluyd después con tres volumenes de columna de acetonitrilo/agua 1:1 (v/v) y se liofilizé.
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Los siguientes oligémeros ejemplifican este método:

5'-(EG3) - CTGGG+ATG+AG+ATCC+ATC+ACT -3-(H) se prepar6 usando resina con Cola. Una muestra (DO
885) se convirtié por los métodos anteriores en:

5-(EG3) - CTGGG(Mepip)ATG(Mepip)AG(Mepip)ATCC(Mepip)ATC(Mepip)ACT -3'-(Metilo) [M+H]" calculado
= 7253,5 daltons. El producto en bruto (DO 625) recuperado después de SPE, [M+H]" hallado 7250,5 daltons.

Ejemplo 19: Ensayo de traduccion in vitro sin células (método general)

La secuencia codificante de proteinas para luciferasa de luciérnaga, sin el codén de Met iniciador ATG, se subcloné
en el sitio de clonacion multiple del plasmido pCiNeo (Promega). Posteriormente, oligonucleétidos complementarios
para regiones de codones de inicio de VP35 (-98 a +39 bases 3020 a 3157) del virus del Ebola, (N.° de referencia de
GenBank AF086833), VP24 (-84 a +43 o bases 10261 a 10390) del virus del Ebola, o L (-80 a +49 o bases 11501 a
11632) del virus del Ebola se hicieron bicatenarios y se subclonaron en sitios Nhe 1y Sal 1. Se generé ARN a partir
del promotor de T7 con Mega script T7 (Ambion, Inc., Austin, TX).

Para experimentos que se dirigen a ARNm del gen de CYP3A2, se prepararon oligonucleotidos para la region de
codon de inicio del gen de CYP3A2 de rata (N.° de referencia de GenBank U09742; -25 a +22 o bases 44 a 90) y se
clonaron en pCiNeo como se han descrito anteriormente. Para experimentos que se dirigen a la region de codon de
inicio del virus de la hepatitis C, se prepararon oligonucleétidos que codificaban la regién de codén de inicio del VHC
(N.° de referencia de GenBank AF009606; -20 a +31 o bases 322 a 372) y se clonaron en pCiNeo como se ha
descrito anteriormente.

Los ensayos de traduccion in vitro sin células se llevaron a cabo mezclando diferentes concentraciones de PMO con
ARN 6 nM. La mezcla se afadié después a un sistema de traduccioén de reticulocitos de conejo (Promega, Inc.) y se
determind la cantidad de proteina luciferasa producida mediante emision de luz medida en luminémetro. Se generd
una curva sigmoidea para determinar los valores de CEsq a partir de la representacion de la emision de luz de
luciferasa observada (n=3 por concentraciéon de PMO) frente a la concentracion de PMO, por ejemplo como se
muestra en la Fig. 4.

Ejemplo 20: Ensayo de traduccién de correccién de corte y empalme en cultivo celular (método general)

Se transfectaron de forma estable células HelLa con plasmido pLuc/705, que tiene un gen de luciferasa interrumpido
por un intrén de B-globina humana mutado en el nucledtido 705, que provoca de este modo corte y empalme
incorrecto. Debido a que los transcritos con corte y empalme incorrecto no producen proteinas indicadoras
funcionales, no se observan sefiales indicadoras a no ser que se induzca corte y empalme de tipo silvestre con un
oligémero corrector de corte y empalme. Un oligémero antisentido que se dirige al sitio de corte y empalme 705 (que
tiene SEQ ID NO: 286), cuando se suministra eficazmente, corrige corte y empalme y permite la expresion de
luciferasa.

Este ensayo mide la capacidad de los oligdbmeros para entrar en células y nucleos, bloquear el corte y empalme
incorrecto de pre-ARNm, y provocar de este modo la expresion de un gen indicador. Debido a que los oligdmeros
deben entrar en células y nucleos celulares para producir una sefial en el ensayo, es Util medir la captacion y
eficacia de restos de suministro asi como la actividad antisentido de los oligémeros de union.

La captacion y actividad de diversos oligdmeros y conjugados de transportador-oligdmero, como se ha descrito
anteriormente, en células HelLa pLue/705 se ha estudiado por espectroscopia de fluorescencia. Los experimentos se
realizaron en general por triplicado. De acuerdo con el procedimiento general, se afiadi6 medio de cultivo que
contenia la sustancia de ensayo a una concentracion especificada a células HelLa pLuc/705 sembradas en una placa
de 48 pocillos. Después de incubacion, las células se lavaron con PBS tres veces, y se recogio el lisado celular. La
cantidad de luciferasa funcional producida se determiné mezclando 30 pl de lisado celular y 50 yl de Reactivo de
Ensayo de Luciferasa (LAR) (Promega, WI) y midiendo la produccion de luz usando un lector de
fluorescencia/luminiscencia de microplaca Fix 800 (Bio-tek, Vermont). Las unidades de luz relativas se normalizaron
a pg de proteinas determinados por el método de acido bicinconinico (BCA), siguiendo el procedimiento del
fabricante (Pierce, IL).

Ejemplo 21. Actividad antisentido aumentada usando PMO con enlaces catidnicos

Se sintetizaron dos PMO usando enlaces catidnicos para un subconjunto de los enlaces de oligdmero como se
muestra en el Listado de Secuencias para SEQ ID NO: 9 (+T+TCAACC+T+TG AAACC+T+TGCG) y 10
(GCCA+TGG+T+T+T+ T+T+TC+TCAGG). Estos oligomeros incorporaron un enlace catidnico (fosforamidato de 1-
piperazino), como se muestra en la Fig. 1B, en las posiciones indicadas con un “+”. Estos dos PMO se dirigen al
ARNmM de VP24 de EBOV. Se realizé un ensayo de traduccion sin células usando el ARNm de V24:luciferasa como
el ARN de entrada. Se compararon PMO con y sin enlaces catidnicos con respecto a su capacidad para inhibir la
expresion de luciferasa y los resultados se muestran en la Fig. 3. En comparacién con el PMO sin carga con la
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misma secuencia de bases, los PMO con entre 6 y 8 enlaces catiénicos demostraron una actividad antisentido
aumentada entre 10 y 100 veces en este ensayo.

Ejemplo 22: Infeccién por virus del Ebola de animales tratados con oligémero

Se obtuvieron ratones C57B1/6, de 8-10 semanas de edad de ambos sexos, del Instituto de Cancer Nacional,
Centro de Investigacion y Desarrollo de Cancer de Frederick (Frederick, MD). Se alojaron ratones en jaulas
microaislantes y se les proporcion6 agua esterilizada por autoclave y pienso a voluntad. Los ratones se expusieron
por inyeccién intraperitoneal a ~1000 ufp de virus del Ebola adaptado a ratones diluido en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) (Bray, Davis et al. 1998). Los ratones se trataron con un total de 100 ug de PMO o
+PMO, divididos entre dos dosis equivalentes a las 24 y 4 horas antes de la exposicién a virus del Ebola. Se
expusieron ratones C57B1/6 por via intraperitoneal a 1000 unidades formadoras de placa de virus del Ebola
adaptado a ratones (Bray, Davis et al. 1998). Los resultados se han descrito anteriormente y se presentan
graficamente en la Fig. 6.

Se trataron cobayas de Hartley por via intraperitoneal con hasta 20 mg/kg de cada uno de los VP24-AUG, L-AUG y
VP35 PMO o +PMO (SEQ ID NO: 1,5y 11 o 287, 288 y 289, respectivamente) 24 horas antes o 24 o 96 horas
después de la exposicion subcutanea a 1000 ufp de virus del Ebola adaptado a cobaya (Connolly, Steele et al.
1999).

El modelo de primate no humano para exposicién a virus del Ebola letal us6 macacos rhesus hembra de 3-4 kg de
peso que se expusieron a 1.000 ufp de EBOV-Zaire (cepa de 1995) mediante inyeccion intramuscular antes del
tratamiento con PMO. Los monos se trataron desde el dia 1 al dia 10 mediante vias parenterales. La dosis del PMO
fue de 20 mg/kg para cada uno de los dos PMO en la combinacion de dos farmacos (SEQ ID NO: 288 y 289).

Tabla de listado de secuencias

N.° de ref. de AVl | Nombre Secuencia (5 — 3) SEQ
ID
NO.
Secuencias de direccién a virus del Ebola
4539 VP35-AUG CCTGCCCTTTGTTCTAGTTG 1
06-131 VP35-2+ CCTGCCCTTTGTTCTAG+T+TG 2
06-132 VP35-4a+ CCTGCCCTTTG+T+TCTAG+T+TG 3
06-133 VP3S-4b+ CC+TGCCCHTTTGT+TCTAGT+TG 4
537 VP24-AUG GCCATGGTTTTTTCTCAGG 5
06-125 VP24-2+ GCCATGGTTTTT+TC+TCAGG 6
06-126 VP24-4a+ GCCA+TGGT+TTT+TTC+TCAGG 7
06-127 VP24-4b+ GCCATGGT+TT+TT+TC+TCAGG 8
05-166 VP24 5'trm6+ +T+TCAACC+T+TGAAACC+T+TGCG 9
05-164 VP24-8+ GCCA+TGG+T+T+T+T+T+TC+TCAGG 10
4538 L-AUG TGGGTATGTTGTGTAGCCAT 11
06-125 L-2+ TGGGTATGTTGTG+TAGCCA+T 12
06-126 L-4a+ +TGGGTA+TGTTGTG+TAGCCA+T 13
06-127 L-4b+ TGGGTATG+TTG+TG+TAGCCA+T 14
05-165 VP24 5'trm TTCAACCTTGAAACCTTGCG 15
Secuencias de control
183 DSscr AGTCTCGACTTGCTACCTCA 16
542 Scr TGTGCTTACTGTTATACTACTC 17
Secuencias de direccién a virus de la hepatitis C
4065 HCV-AUG GTGCTCATGGTGCACGGTC 18
06-0143 HCV-2a+ G+TGC+TCATGGTGCACGGTC 19
06-0144 HCV-2b+ GTGCTCATGGTGC+ACGG+TC 20
06-0145 HCV-2c+ G+TGCTCATGGTGCACGG+TC 21
06-0146 HCV-2d+ GTGCTC+ATGGTGC+ACGGTC 22
06-0147 HCV-2e+ GTGCTCA+TGG+TGCACGGTC 23
06-0148 HCV-2f+ GTGCTC+A+TGGTGCACGGTC 24
06-0149 HCV-3g+ GTGCTCATGG+TGC+ACGG+TC 25
06-0150 HCV-3h+ GTGCTC+ATGGTGC+ACGG+TC 26
06-0151 HCV-3i+ G+TGCTCATGG+TGCACGG+TC 27
06-0152 HCV-4j+ GTGCTCA+TGG+TGC+ACGG+TC 28
06-0153 HCV-4k+ G+TGCTCA+TGG+TGCACGG+TC 29
06-0154 HCV-4l+ G+TGCTC+ATGGTGC+ACGG+TC 30
06-0155 HCV-5m+ G+TGC+TCA+TGG+TGCACGG+TC 31
06-0156 HCV.5n+ G+TGCTC+ATGG+TGC+ACGG+TC 32
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N.° de ref. de AVl | Nombre Secuencia (5 — 3) SEQ
ID
NO.
06-0157 HCV-60+ G+TGC+TCA+TGG+TGC+ACGG+TC 33
06-0158 HCV-7p+ G+TGC+TC+A+TGG+TGC+ACGG+TC 34
Secuencias de direcciéon a CYP3A2
4472 CYP3A2 GAGCTGAAAGCAGGTCCATCCC 35
06-0136 CYP3A2-3a+ GAGCTGAAAGCAGG+TCC+A+TCCC 36
06-0137 CYP3A2-3b+ G+AGC+TG+AAAGCAGGTCCATCCC 37
06-0138 CYP3A2-3c+ GAGCTG+AAAGC+AGGTCC+ATCCC 38
06-0139 CYP3A2-3d+ GAGC+TGAAAGCAGG+TCCA+TCCC 39
06-0140 CYP3A2-3e+ GAGCTG+A+A+AGCAGGTCCATCCC 40
06-0141 CYP3A2-4f+ G+AGCTGA+AAGC+AGGTCC+ATCCC 41
06-0142 CYP3A2-6g+ G+AGCTG+A+A+AGC+AGGTCC+ATCCC 42
4126 c-Myc ACGTTGAGGGGCATCGTCGC 43
4SA2ex huCTLA GCAGGCTGGGCCACGTGCATTG 44
4SA2sj huCTLA CACGTGCATTGCTAGCATGG 45
4SA2bp huCTLA CTAGCATGGAAAAGCCAAAG 46
4SA2in huCTLA GGAACTCAGTGAACTCATGC 47
AUG1 huCD86 GTTACTCAGTCCCATAGTGCTG 48
AUG2 huCD86 CCATAGTGCTGTCACAAATG 49
AUG3 huCD86 GAATGTTACTCAGTCCCATAG 50
Ex6sa huCD86 GAGGCTGAGGGTCCTCAAGCT 51
Ex6sd huCD86 CACATTTATAAGAGTTGCGAGGC 52
Ex7sa huCD86 TCCCTCTCCATTGTGTTGGTTC 53
Ex7sd huCD86 CTTTTCTTGGTCTGTTCACTC 54
3’32 Picornaviridae RYGGRACCRACTACTTTGGGTGTCCGTG 55
TTTC
5'32 Picornaviridae TCCTCCGGCCCCTGAATGYGGCTAAYCY 56
YAAC '
3-CS Flaviviridae CATATTGA 57
mFlav Flaviviridae TCCCAGGTGTCAATATGCTGTT 58
Diana de c-Myc ¢c-Myc humano CGCCGCTGCCAGGACCCGCTTCTCTGAA 59
AGGCTCTCCTTGCAGCTGCTTAGACGCT
GGATTTTTTTCGGGTAGTGGAAAACCAG
CAGCCTCCCGCGACGATECCCCTCAACG
TTAGCTTCACCAA
c-MycB hu-c-Myc GGAGGCTGCTGGTTTTCCAC 60
c-MycC hu-c-Myc GGCATCGTCGCGGGAGGCTC 61
PV Poliovirus CCTGAGCACCCATTATGATAC 62
HAV Hepatitis A CCTTGTCTAGACATGTTCATTATT 63
HRV-14 Rinovirus 14 TTGAGCGCCCATGATAACAA 64
HRV-16 Rinovirus 16 TTGAGCGCCCATGATAACAA 65
HRV-1B Rinovirus 1B CTGGGCACCCATGATGCCAA 66
Pan-1a Vesivirus GAGCCATAGCTCAAATTCTC 67
Pan-1b Vesivirus TAGCTCAAATTCTCATTTAC 68
Pan-1b Vesivirus GAGCGTTTGAGCCATAGCTC 69
PEC Calicivirus porcino GACGGCAATTAGCCATCACG 70
NV Norovirus CGACGCCATCATCATTCAC 71
FCV Calicivirus felino CAGAGTTTGAGACATTGTCTC 72
HEVa Virus de la hepatitis C | CCTTAATAAACTGATGGGCCTCC 73
HEVb Virus de la hepatitis C | CTGATGGGCCTCCATGGC 74
VHC Diana de VHC AAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTC 75
GCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATA
GGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCT
CGTAGACCGTGCACCATGAGCACGAATC
CTAAACCTCAAAG
VHC-IRES VHC GGCCTTTCGCGACCCAACAC 76
8070
SLEV Virus de la Encefalitis | AGATGTTCGCGTCGGTGAGCGGAGAGGA 77

de San Luis

AACAGATTTCCT
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L
JEV Virus de la Encefalitis | AGAAGTTTATCTGTGTGAACTTCTTGGC 78
Japonesa TTAGTATCGTTG
MVEV Virus de la Encefalitis AGACGTTCATCTGCGTGAGCTTCCGATC 79
del Valle de Murray TCAGTATTGTTT
WNV Virus del Nilo | AGTAGTTCGCCTGTGTGAGCTGACAAAC 80
Occidental TTAGTAGTGTTT
YFV Virus de la fiebre AGTAMTCCTGTGTGCTAATTGAGGTGC 81
amarilla ATTGGTCTGCAA
DEN2 Dengue de Tipo 2 AGTTGT'I‘AGTCTACGTGGRCCGACMAG 82
ACAGATTCTTTG
HCV Virus de la Hepatitis C GCCAGCCCCC'IGATGGGGGCGACACTCC 83
ACCATGAATCAC
TVEV Virus de la Encefalitis | AGATTTTCTTGCACGTGCATGCGTTTGC 84
transmitida por TTCGG ACAGCAT
garrapatas )
OHFV Virus de la fiebre AGATTTTCTTGCACGTGCGTGCGCTTGC 85
hemorragica de Omsk TTCAGACAGCAA
POW Virus de Powassan AGATTTTCTTGCACGTGTGTGCGGGTGC 86
TTTAGTCAGTGT
SLEVa Virus de la Encefalitis | ACCGACGCGAACATCNNC 87
de San Luis
SLEVb Virus de la Encefalitis | TCCTCTCCGCTCACCGACGC 88
de San Luis
JEVa Virus de la Encefalitis | TCACACAGATAAACTTCT 89
japonesa
LEVY Virus de la Encefalitis | AAGCCAAGAAGTTCACACAG 90
japonesa
MVEVa Virus de la Encefalitis | TCACGCAGATGAACGTCT 91
del Valle de Murray
MVEVb Virus de la Encefalitis | GAGATCGGAAGCTCACGCAG 92
del Valle de Murray
WNVa Virus del Nilo | GCTCACACAGGCGAACTACT 93
Occidental
WNVb Virus del Nilo | TAAGTTTGTCAGCTCACACAG 94
Occidental
YFVa Virus de la fiebre | CAATTAGCACACAGGATTTACT 95
amarilla
YFVb Virus de la fiebre | TTGCAGACCAATGCACCTCA 96
amarilla
DEN2a Dengue de Tipo 2 GTCCACGTAGACTAACAACT 97
DEN2b Dengue de Tipo 2 GTCTTTGTCGGTCCACGTAG 98
HCVa Virus de la Hepatitis C | CCCATCAGGGGGCTGGC 99
HCVb Virus de la Hepatitis C | TGGAGTGTCGCCCCCATCAG 100
TVEVa Virus de la Encefalitis | ATGCACGTGCAAGAAAATCT 101
transmitida por
garrapatas
TBEVDb Virus de la Encefalitis | ATGCTGTCCGAAGCAAACGC 102
transmitida por
garrapatas
OHFVa Virus de la fiebre | CACGCACGTGCAAGAAAATCT 103
hemorragica de Omsk
OHFVb Virus de la fiebre | TGAAGCAAGCGCACGCACGT 104
hemorragica de Omsk
POWa Virus de Powassan ACACACGTGCAAGAAAATCT 105
POWb Virus de Powassan ACAGTGACTAAAGCACCCGC 106
PV Poliovirus a 107
HEV-A Enterovirus humano A | a 108
HEV-B Enterovirus humano B | a 109
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JEV-C Enterovirus humano C | a 110
HEV-D Enterovirus humano D | a 111
HEV-E Enterovirus humano E | a 112
BEV Enterovirus bovino a 113
HRV-89 Rinovirus humano 89 a 114
HRV-B Rinovirus humano B a 115
FMDV Virus de la glosopeda | a 116
HAV Hepatitis A a 117
PVa Poliovirus GGTACAACCCCAGAGCTGTTTTAA 118
PVb Poliovirus GTGGGCCTCTGGGGTGGGTA 119
HEV-A1 Enterovirus humano A | CAACCCACAGGCTGTTTTAA 120
HEV-A2 Enterovirus humano A | GTGGGCCCTGTGGGTGGGTA 121
HEV-B1 Enterovirus humano B | CAACCGACAGGCTGTTTTAA 122
HEV-B2 Enterovirus humano B | AATGGGCCTGTGGGTGGGAA 123
HEV-C1 Enterovirus humano C | CAACCCCAGAGCTGTTTTAA 124
HEV-C2 Enterovirus humano C | GTGGGCCTCTGGGGTGGGAG 125
HEV-D1 Enterovirus humano D | CAACCCCAGAGCTGTTTTAA 126
HBV-D2 Enterovirus humano D | GTGGGCCTCTGGGGTGGGAA 127
HEV-E Enterovirus humano E | CCTGTTGGGTGGGAACACTC 128
HEV-E Enterovirus humano E | AGAGTACAACACCCAGTGGG 129
BEVa Enterovirus bovino CAACCCCCAGGCTGTTTTAA 130
BEVDb Enterovirus bovino GTGGGCCCCAGGGGTGGGTA 131
HRV-89a Rinovirus humano 89 CAACCCATCCCAGTTTTAA 132
HRV-89b Rinovirus humano 89 ATGGGTGGAGTGAGTGGGAA 133
HRV-B1 Rinovirus humano B ATACCCATCCGCTGTTTTAA 134
HRV-B2 Rinovirus humano B CCAATGGGTCGAATGGTGGG 135
FMDVa Virus de la glosopeda | AACCCTAGCGCCCCCTTTCAA 136
FMDVb Virus de la glosopeda | GTTGGCATGCTAGGGGTGAA 137
HAVa Hepatitis A TCCCGGAGACCCCTCTTGAA 138
NAVb Hepatitis A CCAAGAGGGACTCCGGAAAT 139
FCV Calicivirus felino GTAAAAGAAATTTGAGACAATGTCTCAA 140
ACTC.‘TGAGCTTC
CaCv Calicivirus canino GTTAATGAGAAATGGCTTCTGCCATCGC 141
TCTCTCGAGCTC
PoCV Calicivirus entérico | GTGATCGTGATGGCTAATTGCCGTC CGT 142
poreino TGCCTATTGGGC
CVNB Cepas de Calicivirus | GTGATTTAATTATAGAGAGATAGTGACT 143
NB TTCACTTTTCTT
NV Virus de Norwalk GTGAATGATGATGGCGTCABAAGACGTC 144
GTTCCTACTGCT -
FCVa Calicivirus felino TTGTCTCAAATTTCTTTTAC 145
PCVb Calicivirus felino GAAGCTCAGAGTTTGAGACA 146
CaCVa Calicivirus canino AGAAGCCATTTCTCATTAAC 147
CaCVb Calicivirus canino GAGCTCGAGAGAGCGATGGC 148
PoCVa Calicivirus entérico | CAATTAGGCATCACGATCAC 149
porcino
PoCVb Calicivirus entérico | GGCALACGGACGGCAATTAGC 150
porcino
CVNBa Cepa de calicivirus NB | TCTCTCTATAATTAAATCAC 151
CVNBb Cepa de calicivirus NB | AAAGTCACTATCTCTCTATA 152
NVa Virus de Norwalk TTGACGCCATCATCATTCAC 153
NVb Virus de Norwalk AGCAGTAGGAACGACGTCTT 154
HEV Virus de la Hepatitis E | GCCATGGAGGCCCATCAGTTTATTAAGG 155
. CTCCTGGCATCA _
HEVa Virus de la Hepatitis E | AACTGATGGGCCTCCATGGC 156
HEVDb Virus de la Hepatitis E | TGATGCCAGGAGCCTTAATA 157
RUBV Virus de la rubeola ATGGAAGCTATCGGACCTCGCTTAGGAC 158
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TCCCATTCCCAT
EEEV Encefalitis equina | ATAGGGTACGGTGTAGAGGCAACCACCC 159
oriental TATTTCCACCTA
WEEV Encefalomielitis ACCCTACARACTAATCGATCCAATATGG 160
equina occidental AAAGAATTCACG
VEEV Encefalitis equina ATGGGCGGCGCAAGAGAGAAGCCCAAAC 161
venezolana CAATTACCTACC
RUBVa Virus de la rubeola CGAGGTCCGATAGCTTCCAT 162
RUBVb Virus de la rubeola ATGGGAATGGGAGTCCTAAG 163
EEEVa Encefalitis equina | GCCTCTACACCGTACCCTAT 164
oriental
EEEVb Encefalitis equina | TAGGTGGAAATAGGGTGGTT 165
oriental
WEEVa Encefalomielitis GATCGATTAGTTTGTAGGGT 166
equina occidental
WEEVb Encefalomielitis CGTGAATTCTTTCCATATTG 167
equina occidental
VEEVa Encefalitis equina | TTCTCTCTTGCGCCGCCCAT 168
venezolana
VEEVb Encefalitis equina | GGTAGGTAATTGGTTTGGGC 169
venezolana
SARS-CoV Coronavirus de SARS | ATATTAGGTTTTTACCTACCCAGGAAAA 170
GCCAACCAACCT
PEDV Virus de la diarrea | ACTTAAAAAGATTTTCTATCTACGGATA 171
epidémica porcina GTTAGCTCTTTT :
TGEV Gastroenteritis ACTTTTAAAGTAAAGTGAGTGTAGCGTG 172
transmisible GCTATATCTCTT
BCoV Coronavirus bovino GATTGCGAGCGATTTGCGTGCGTGCATC 173
CCGCTTCACTGA _
UCoV-229E Coronavirus humano | ACTTAAGTACCTTATCTATCTACAGATA 174
229E GAAAAGTTGCTT _
MHV Hepatitis murina TATAAGAGTGATTGGCGTCCGTACGTAC 175
CCTCTCAACTCT _
PRRSV Virus del sindrome ! 176
respiratorio porcino TGGCATTTGTAT
SARS-CoVa Coronavirus de SARS | GGTAGGTAAAAACCTAATAT 177
SARS-CoVb Coronavirus de SARS | AGGTTGGTTGGCTTTTCCTG 178
PEDVa Virus de la diarrea | GATAGAAAATCTTTTTAAGT 179
epidémica porcina
PEDVb Virus de la diarrea | AAAAGAGCTAACTATCCGTA 180
epidémica porcina
TGEVa Gastroenteritis ACTCACTTTACTTTAAAAGT 181
transmisible
TGEVb Gastroenteritis GCCACGCTACACTCACTTTA 182
transmisible
BCoVa Coronavirus bovino CACGCAAATCGCTCGCAATC 183
BCoVb Coronavirus bovino TCAGTGAAGCGGGATGCACG 184
HCoV-229Ea Coronavirus humano | GATAGATAAGGTACTTAAGT 185
229E
HCoV-229Eb Coronavirus humano | AAGCAACTTTTCTATCTGTA 186
229E
MHVa Hepatitis murina CGGACGCCAATCACTCTTATA 187
MHVb Hepatitis murina GAGTTGAGAGGGTACGTACGGA 188
PRRSVa Virus del sindrome | CATAGAGCCAACACCTATACG 189
reproductor y
respiratorio porcino
PRRSVb Virus del sindrome | ATACAAATGCCAAGGCATAG 190
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reproductor y
respiratorio porcino
HAstV Astrovirus humano CCAAGAGGGGGGTGGTGATTGGCCTTTG 191
GCTTATCAGTGT _
EAV Arteritis equina GCTCGAAGTGTGTATGGTGCCATATACG 192
GCTCACCACCAT
HAstVa Astrovirus humano AATCACCACCCCCCTCTTGG 193
HAstVb Astrovirus humano GCCAAAGGCCAATCACCACC 194
EAVa Arteritis equina GCACCATACACACTTCGAGC 195
EAVb Arteritis equina ATGGTGGTGAGCCGTATATG 196
8063
Vif-AUGc Diana de Vif de VIH-1 GACTATGGAAAACAGATGGCAGGTGAT 197
GATTGT :
TARc Diana de TARf de | GACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCT 198
VIH-1 GGCTAAC
U3Rc Diana de U3R de VIH- | CCTGTACTGGGTCTCTCTGG 199
1
Vif-AUG4 VIH-1 CCTGCCATCTGTTTTCCATAATC 200
Vif AUG56 VIH-1 CACCTGCCATCTGTTTTCCATA 201
Vif-AUG4+ VIH-1 CCTGCC+HATC+TGT+TTTCC+ATA+ATC 202
Vif AUG56+ VIH-1 CACCTGCCATCTGT+T+TTCC+A+TA 203
Tar1 VIH-1 GCTCCCAGGCTCAGATCTGGTC 204
Tar2 VIH-1 GTTAGCCAGAGAGCTCCCAGGC 205
U3R VIH-1 CCAGAGAGACCCAGTACAGG 206
8064
HCoV-229Ec Diana de HCoV-229E | ICUACUUUUCUCAACUAAACGAAAU 207
HCoV-OC43c Diana de HCoV-0C43 | GAUCUUUUUGUAAUCUAAACUUUA 208
SARS-CoVc Diana de SARS-CoV GAUCUGUUCUCUAAACGAACUUUA 209
HCoV-229Ea HCoV-229E TRS ATTTCGTTTAGTTGAGAAAAG 210
HCoV-229Eb HCoV-229E TRS GTTTAGTTGAGAAAAGTAG 211
HCoV-0OC43 HCoV-OC43 TRS TAAAGTTTAGATTACAAAAAG 212
SARS-CoVa SARS-CoV TRS TAAAGTTCGTTTAGAGAACAG 213
SARS-CoVb SARS-CoVTRS GTTCGTTTAGAGAACAGATC 214
8065

ARNm de CD86 | | CD86 humano

| AGGAGCCTTAGGAGGTACGGGGAGCTCG

215
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Z5[3
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CARATACTCCTTTTGGTTTATTCTTATT
ACCTTGCTTCTGTGTTCCTTGGGAATGC
TGCTGTGCTTATGCATCTGGTCTCTTTT
TGGAGCTACAGTGGACAGGCATTTGTGA
CAGCACTATGGGACTGAGTAACATTCTC
TTTGTGATGGCCTTCCTGCTCTCTGGTG
CTGCTCCTCTGAAGATTCAAGCTTATTT
CAATGAGACTGCAGACCTGCCATGCCAA
TTTGCAAACTCTCAAAACCARAGCCTGA
GTGAGCTAGTAGTATTTTGGCAGGACCA
GGAAAACTTGGTTCTGAATGAGGTATAC
TTAGGCAAAGAGAAATTTGACAGTGTTC
ATTCCAAGTATATGGGCCGCACAAGTTT
TGATTCGGACAGTTGGACCCTGAGACTT
CACAATCTTCAGATCAAGGACAAGGGCT
TGTATCAATGTATCATCCATCACAAARA

GCCCACAGGAATGATTCGCATCCACCAG
ATGAATTCTGAACTGTCAGTGCTTGCTA

ACTTCAGTCAACCTGARATAGTACCAAT
TTCTAATATAACAGAAAATGTGTACATA

AATTTGACCTGCTCATCTATACACGGTT

ACCCAGAACCTAAGAAGATGAGTGTTTT
GCTAAGAACCAAGAATTCAACTATCGAG
TATGATGGTATTATGCAGAAATCTCARG
ATAATGTCACAGAACTGTACGACGTTTC
CATCAGCTTGTCTGTTTCATTCCCTGAT
GTTACGAGCAATATGACCATCTTCTGTA
TTCTGGARACTGACAAGACGCGGCTTTT
ATCTTCACCTTTCTCTATAGAGCTTGAG
GACCCTCAGCCTCCCCCAGACCACATTC

CTTGGATTACAGCTGTACTTCCAACAGT
TATTATATGTGTGATGGTTTTCTGTCTA
ATTCTATGGAAATGGAAGAAGAAGAAGC
GGCCTCGCAACTCTTATAAATGTGGAAC
CAACACAATGGAGAGGGAAGAGAGTGAA
CAGACCAAGAAAAGAGAAAAAATCCATA
TACCTGARAGATCTGATGAAGCCCAGCG

_TGTTTTTAAAAGTTCGAAGACATCTTca

TGCGACAAAAGTGATACATGTTTTTAAT
TAAAGAGTAAAGCCCATACAAGTATTCA

TTTTTTCTACCCTTTCCTTTGTAAGTTC
CTGGGCAACCTTTTTGATTTCTTCCAGA
AGGCAAAAAGACATTACCATGAGTAATA
AGGGGGCTCCAGGACTCCCTCTAAGTGG
AATAGCCTCCCTGTAACTCCAGCTCTGC
TC CGTATGCCMGAGGAGACTTTAATTC
TCTTACTGCTTCTTTTCACTTCAGAGCA
CACTTATGGGCCAAGCCCAGCTTAATGG
CTCATGACCTGGAAATAAAATTTAGGAC
CAATACCTCCTCCAGATCAGATTCTTCT
CTTAATTTCATAGATTGTGTTTTTTTTT
AAA‘I‘AGACCTCTCAATTTCTGGAAA}\CT
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GCCTTTTATCTGCCCAGAATTCTARGCT
GGTGCCCCACTGAATCTTGTGTACCTGT
GACTAAACAACTACCTCCTCAGTCTGGG
TCGGACTTATGTATTTATGACCTTATAG
TGTTAATATCTTGAAACATAGAGATCTA
TGTACTGTAATAGTGTGATTACTATGCT
CTAGAGAAAAGTCTACCCCTGCTAAGGA
GTTCTCATCCCTCTGTCAGGGTCAGTAA
GGAAAACGGTGGCCTAGGGTACAGGCAA
CAATGAGCAGACCAACCTAMATTTGGGG
AAATTAGGAGAGGCAGAGATAGAACCTG
GAGCCACTTCTATCTGGGCTGTTGCTAA
TATTGAGGAGGCTTGCCCCACCCAACAA
GCCATAGTGGAGAGAACTGAATAAACAG
GAAAATGCCAGAGCTTGTGAACCCTGTT
TCTCTTGAAGAACTGACTAGTGAGATGG
CCTGGGGAAGCTGTGAAAGAACCAAARG
AGATCACAATACTCAAAAGAGAGAGAGA
GAGAAAAAAGAGAGATCTTGATCCACAG
AAATACATGAAATGTCTGGTCTGTCCAC
CCCATCAACAAGTCTTGAAACAAGCAAC
AGATGGATAGTCTGTCCAAATGGACATA

AGACAGACAGCAGTTTCCCTGGTGGTCA

GGGAGGGGTTTTGGTGATACCCAAGTTA
TTGGGATGTCATCTTCCTGGAAGCAGAG
CTGGGGAGGGAGAGCCATCACCTTGATA
ATGGGATGAATGGAAGGAGGCTTAGGAC
TTTCCACTCCTGGCTGAGAGAGGAAGAG
CTGCAACGGAATTAGGAAGACCAAGACA
CAGATCACCCGGGGCTTACTTAGCCTAC
AGATGTCCTACGGGAACGTGGGCTGGCC
CAGCATAGGGCTAGCAAATTTGAGTTGG
ATGATTGTTTTTGCTCAAGGCARCCAGA
GGAAACTTGCATACAGAGACAGATATAC
TGGGAGAAATGACTTTGAAAACCTGGCT
CTAAGGTGGGATCACTAAGGGATGGGGC
AGTCTCTGCCCAAACATAAAGAGAACTC
TGGEGAGCCTCAGCCACAAAAATGTTCC
TTTATTTTATGTAAACCCTCAAGGGTTA
TAGACTGCCATGCTAGACAAGCTTGTCC
ATGTAATATTCCCATGTTTTTACCCTGC
CCCTGCCTTGATTAGACTCCTAGCACCT
GGCTAGTTTCTAACATGTTTTGTGCAGC
ACAGTTTTTAATAAATGCTTGTTACATT
c
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AUG de CD86 Diana de AUG de | CATTTGTGACAGCACTATGGGACTGAGT 216
CD86 Humano AACATTCTCTTTGTGATG

Ex6sa Diana de Ex6 de | AGCTTGAGGACCCTCAGCCTC 217
huCD86

Ex6sd Diana de Ex6 de | GCCTCGCAACTCTTATAAATGTG 218
huCD86

Ex7sa Diana de Ex7 de | GAACCAACACAATGGAGAGGGA 219
huCD86

Ex7sd Diana de Ex7 de | GAGTGAACAGACCAAGAAAAG 220
huCD86

8071

PB1-AUG Diana de AUG de PB1 | "AGCGAAAGCAGGCAAACCAUUUGAAUGG 221
de FIuA AUGUCAAUCCGACCUUACUUUU

NP-v3’ Diana de extremo 3’ AGTGATTATCTACCCTGCTTTTGCT 222
de NP de FIuA

AVI-4164 Extremo 3’ de NP AGCAAAAGCAGGGTAGATAATC 223

AVI-4235 PB1-AUG GACATCCATTCAAATGGTTTG 224

8073
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ARN de
miostatina

ARN de miostatina
humana

()
M
(s}

Z_
|Qb|

AGATTCACTGGTGTGGCAAGTTGTCTCT
CAGACTGTACATGCATTAARARATTTTGCT
TGGCATTACTCARAAGCAAAAGAAAAGT
AAAAGGAAGAAACAAGAACAAGARARAR

GATTATATTGATTTTAAAATCATGCAAA
AACTGCAACTCTGTGTTTATATTTACCT"
GTTTATGCTGATTGTTGCTGGTCCAGTG

GATCTAAATGAGAACAGTGAGCAAAAAG
AAAATGTGGAAARAGAGGGGCTGTGTAA
TGCATGTACTTGGAGACAARACACTAAA
TCTTCAAGAATAGAAGCCATTAAGATAC
AAATCCTCAGTAAACTTCGTCTGGAAAC
AGCTCCTAACATCAGCAAAGATGTTATA
AGACAACTTTTACCCARAGCTCCTCCAC
TCCGGGAACTGATTGATCAGTATGATGT
CCAGAGGGATGACAGCAGCGATGGCTCT
TTGGARGATGACGATTATCACGCTACAA

'CGGAAACAATCATTACCATGCCTACAGA

GTCTGATTTTCTAATGCAAGTGGATGGA
AAACCCAAATGTTGCTTCTTTAAATTTA
GCTCTAAAATACAATACAATAAAGTAGT
AAAGGCCCAACTATGGATATATTTGAGA
CCCGTCGAGACTCCTACAACAGTGTTTG
TGCAAATCCTGAGACTCATCAAACCTAT
GARAGACGGTACAAGGTATACTGGAATC
CGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAG
GCACTGGTATTTGGCAGAGCATTGATGT
GAAGACAGTGTTGCAAAATTGGCTCARA
CAACCTGAATCCAACTTAGGCATTGAAA
TAAAAGCTTTAGATGAGAATGGTCATGA
TCTTGCTGTAACCTTCCCAGGACCAGGA
GAAGATGGGCTGAATCCGTTTTTAGAGG
TCAAGGTAACAGACACACCAARAAGATC
CAGAAGGGATTTTGGTCTTGACTGTGAT
GAGCACTCAACAGAATCACGATGCTGTC
GTTACCCTCTAACTGTGGATTTTGARGC
TTTTGGATGGGATTGGATTATCGCTCCT
AAAAGATATAAGGCCAATTACTGCTCTG
GAGAGTGTGAATTTGTATTTTTACAAAA
ATATCCTCATACTCATCTGGTACACCAA
GCARACCCCAGAGGTTCAGCAGGCCCTT
GCTGTACTCCCACAAAGATGTCTCCAAT

TAATATGCTATATTTTAATGGCAAAGAA

N
N
o
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CAAATAATATATGGGAPAATTCCAGCGR
TGGTAGTAGACCGCTGTGGGTGCTCATG
AGATTTATATTAAGCGTTCATAACTTCC
TAAAACATGGAAGGTTTTCCCCTCAACA
ATTTTGAAGCTGTGAAATTAAGTACCAC
AGGCTATAGGCCTAGAGTATGCTACAGT
CACTTAAGCATAAGCTACAGTATGTAAA
CTAAAAGCGGGAATATATGCAATGGTTG
GCATTTAACCATCCAAACARAATCATACA
AGAAAGTTTTATGATTTCCAGAGTTTTT
GAGCTAGAAGGAGATCAARTTACATTTA
TGTTCCTATATATTACAACATCGGCGAG
GAAATGAAAGCGATTCTCCTTGAGTTCT
GATGAATTAAAGGAGTATGCTTTARAGT
CTATTTCTTTAAAGTTTTGTTTAATATT
TACAGAAAAATCCACATACAGTATTGGT
AAAATGCAGGATTGTTATATACCATCAT
TCGAATCATCCTTAAACACTTGAATTTA
TATTGTATGGTAGTATACTTGGTAAGAT
AAAATTCCACAAAAATAGGGATGGTGCA
GCATATGCAATTTCCATTCCTATTATAA
TTGACACAGTACATTAACAATCCATGCC
AACGGTGCTAATACGATAGGCTGAATGT
CTGAGGCTACCAGGTTTATCACATARAA
AACATTCAGTAAARATAGTAAGTTTCTCT
TTTCTTCAGGGGCATTTTCCTACACCTC
CAAATGAGGAATGGATTTTCTTTAATGT
AAGAAGAATCATTTTTCTAGAGGTTGGC
TTTCAATTCTGTAGCATACTTGGAGAAA
CTGCATTATCTTARAAGGCAGTCAAATG
_GTGTTTGTTTTTATCAAAATGTCAAAAT
' AACATACTTGGAGAAGTATGTAATTTTG
TCTTTGGAARATTACAACACTGCCTTTG

TAGARAATGATCGACTCTATCAATATTIGT
| ATAAAAAGACTGAAACAATGCATTTATA
TAATATGTATACAATATTGTTTTGTAAA
TAAGTGTCTCCTTTTTTATTTACTTTGG
TATATTTTTACACTAAGGACATTTCAAA
| TTAAGTACTAAGGCACAARGACATGTCA
TGCATCACAGAAAAGCAACTACTTATAT
| TTCAGAGCAAATTAGCAGATTARATAGT
GGTcTTAAAACTCCATATGTTAATGATT
|AsamGGTTATATTACAATCATTTTATAT
TTTTTTACATGATTAACATTCACTTATG
| GATTCATGATGGCTGTATAAAGTGAATT
lTGA&ATTTCAATGGTTTACTGTCATTGT
| GTTTAAATCTCAACGTTCCATTATTTTA
lATACTTGCAAAAACATTACTAAGTATAC
CAAAATAATTGACTCTATTATCTGAAAT
GAAGAATAAACTGATGCTATCTCAACAA
TAACTGTTACTTTTATTTTATAATTTGA

CAACACTGCAGTTTTTATGGTAAARTAA
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TAATGAATATATTTCTGCATTTATTTAC
TTCTGTTTTGTAAATTGGGATTTTGTTA
ATCAAATTTATTGTBCTATGACTAAATG
AAMATTATTTCTTACATCTAATTTGTAGA
AACAGTATAAGTTATATTAAAGTGTTTT
CACATTTTTTTGAAAGACAAAAA
Diana de MSTN- | Diana de miostatina | ACAATCATTACCATGCCTACAGAGT/GT 226
SD1 SDT humana AAGTAGTCCTATTAGTGTATATC
Diana de MSTN- | Diana de miostatina CTTTTCTTTTCTTKTTCATTTATRG/CT 227
sbz SD2 humana GATTTTCTAATGCAAGTGGATGG
Diana de MSTN- | Diana de miostatina CCCAGGACCAGGAGMGATGGGCTG/GT 228
SA2 SA2h ) .
Jmana AAGTGATAACTGAAAATAACATT
Diana de MSTN- | Miostatina SA3 | TGATTGTTCTTTCCTTTTCAAACAG/AA 229
SA3 humana TCCGTTTTTAGAGGTCAAGGTAA
MSTN-SD1 Miostatina SD1 | ACTCTGTAGGCATGGTAATG 230
humana
MSTN-SD2 Miostatina SD2 | CAGCCCATCTTCTCCTGG 231
humana
MSTN-SA2 Miostatina SA2 | CACTTGCATTAGAAAATCAG 232
humana
MSTN-SA3 Miostatina SA3 | CTTGACCTCTAAAAACGGATT 233
humana
8077 y 8078
5-32 Diana de 32 IRES %’ GTTGGGRTTRGCCGCATTCAGGGGCCGG 234
AGGA -
PV444 PMO de 32 IRES 5’ CCGCATTCAGGGGCCGGAGG. 235
PV449 PMO de 32 IRES 5’ GGATTAGCCGCATTCAGGGGCC 236
PV454 PMO de 32 IRES 5’ GTTGGGATTAGCCGCATTCAG 237
3-37 Diana de 37 IRES 3’ AAAANGARACACGGACACCCAAAGTAGT | 238
CGGTTCCGC
PV533 PMO de 32 IRES 5’ CACCCAAAGTAGTCGGTTCC 239
PV539 PMO de 32 IRES 5’ CACGGACACCCAAAGTAGTC 240
PV544 PMO de 32 IRES 5’ GGAAACACGGACACCCAAAG 241
PV548 PMO de 32 IRES &’ AAAAGGAAACACGGACACCC 242
CVB3-548 PMO de 32 IRES 5’ ATGAAACACGGACACCCAAAG 243
EnteroX PMO de 32 IRES 5’ GAAACACGGACACCCAAAGTAG 244
HRV14-IRES PMO de 32 IRES 5’ GAGAAACACGGACACCCAAAGTAG 245
8079
huCTLA-4SA2s;j Region diana de punto | GCATGAGTTCACTGAGTTCCCTTTGGCT 246
de union de corte v | qprCCATGCTAGCAATGCACGTGGCCCA
empalme de CTLA-4
GGCATCGCCAGCTTTG
TGF-B [8039]
GAGGGCGGCA TGGGGGAGGC 247
GACCCATGGC AGCCCCCGTC G 248
GCAGCAGTTC TTCTCCGTGG 249
8072
EBOV VP35- | Diana de VP35-AUG ARUGAUGAAGAUURAAACCUUCAUCAUC 250
AUG CUUACGUCAAUUGARUUCUCUAGCACUC

GAAGCUUAUUGUCUUCAAUGUAAARGAA
AAGCUGGUCUAACAAGAUGACAACUAGA
ACARAGGGCAGGG
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EBOV VP24- | Diana de VP24-AUG CGUUCCAACAAUCGAGCGCAAGGUUUCA 251

AUG AGGUUGAACUGAGAGUGUCUAGACAACA
AAAUAUUGAUACUCCAGACACCAAGCAA
GACCUGAGAAAAAACCAUGGCUAAAGCU
ACGGGACGAUACA

EBOV L-AUG Diana de L-AUG GUAGAUUAAGAAAAAAGCCUGAGGAAGA 252
UUAAGAAAAACUGCUUAUUGGGUCUUUC
CGUGUUUUAGAUGAAGCAGUUGAAAUUC
UUCCUCUUGAUAUUAAAUGGCUACACAA
CAUACCCAAUAC

MARV VP35- | Diana de VP35-AUG CUAAAAAUCGAAGAAUAWAAAGGMU 253

AUG CUUUAAUAUUCAGAAAAGGUUUUUUAUU
CUCUUCUUUCUUUUUGCAAACAUAUUGA
AAUAAUAAUUUUCACAAUGUGGGACUCA
UCAUAUAUGCAAC

MARV VP24- | Diana de VP24-AUG UUCAUUCAAACACCCCAAAUUUUCAAUC 254

AUG AUACACAUAAUAACCAUUUUAGUAGCGU
UACCUUUCMUACAAUCUAG_GUGAUUGU
GARAAAGACUUC CAAACAUGGCAGBAUUA
UCAACGCGUUACA

MARV L-AUG Diana de L-AUG UCAUUCUCUUCGAUACACGUUAUAUCUU 255
UAGCAAAGUAAUGAAAAUAGCCUUGUCA
UGUUAGACGCCAGUUAUCCAUC_UUMGU
GAAUCCUWCUUCAAUAU_GCAGCAUCCA
ACUCAAUAUCCUG

VP35-AUG MARYV 2932-2952 GTCCCACATTGTGAAAATTAT 256

VP35+7-AUG MARYV 2950-2971 CTTGTTGCATATATGATGAGTC 257

VP24+5-AUG MARV 10209-10231 GTTGTAACGCGTTGATAATTCTG 258

L-AUG 11467-11485 GCTGCATATTGAAGAAAGG 259

L+7-AUG 11485-11506 CATCAGGATATTGAGTTGGATG 260

Arenavirus

(8080)

ARNv de CGC ACM GDG GAT CCTAGG C 261

Arenavirus

CL-trm NC_005080 CGC CTAGGATCC CCG GTG CG 262

Us-trim NC_ 005080 TGC CTAGGA TCC CCG GTG CGC 263

SS-trm NC_ 005081 GCC TAG GAT CCACTG TGC GC 264

PanCL N/D GCC TAG GATCCICIGTGC G 265

PanLS N/D CGC CTAGGATCCICIGTG CG 266

Flavivirus 5CSy3CS

(8059)

Encefalitis de GUCAAUAUGCUAAAACGCGG 267

San Luis;

encefalitis del

Valle de Murray;

Nilo Occidental;

Kunjin

Encefalitis AUCAAUAUGCUGAAACGCGG 268

japonesa

Fiebre amarilla GUCAAUAUGGUACGACGAGG 269

Dengue de Tipo 1 CUUUCAAUAUGCUGAAACGCG 270

Dengue de Tipo 2

Dengue de Tipo 4

Dengue de Tipo 3 CUAUCAAUAUGCUGAAACGCG 271

Encefalitis CAGCUUAGGAGAACAAGAGCUG 272
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N.° de ref. de AVl | Nombre Secuencia (5 — 3) SEQ
ID
L

transmitida  por

garrapatas

Nilo Occidental GGCUGUCAAUAUGCUAAAAC 273

Encefalitis de AACAGCAUAUUGACACCUGGGA 274

San Luis;

encefalitis

japonesa,

encefalitis del

Valle de Murray;

Nilo Occidental;

Kunjin

Fiebre amarilla UGGGACCAUAUUGACGCCAGGGA 275

Dengue de Tipo 1 AAACAGCAUAUUGACGCUGGGA 276

Dengue de Tipo 2

Dengue de Tipo 3

Dengue de Tipo 4

Encefalitis CGGUUCUUGUUCUCCCUGAGCC 277

transmitida  por

garrapatas

Transportadores

peptidicos
(RRAhx)4B RRAhxRRAhxRRAhxRRAhxB 278
(AhxRR)4AhxB AhxRRAhXxRRAhxRRAhxRRAhxB 280
(RAhx)eB RAhxRAhxRAhxRAhxRAhxRAhxB 281
(RAhx)sB RAhXxRAhXRAhXxRAhxRAhxRAhxRAhx 282

B f

(RAhxR)3AhxB RAhxRRAhxRRAhxR AhxB 283
(RAhXRRBR),Ahx B RAhxRRBRRAhxRRBRAhxB 284
((RB)3RANX)2XB RBRBRBRAhxRBRBRBRAhxB 285

Secuencia de | 705 CCTCTTACCTCAGTTACA 286

ensayo de

correccion de

corte y empalme

06-0648 EBOV-L(+5) +TGGGT+ATG+TTGTGT+AGCC+AT 287

06-0649 EBOV-VP35'(+5) CC+TGCCCHTTTGT+TCT+AGT+TG 288

06-0647 EBOV-VP24(+5) GCC+ATGGT+TTT+TTC+TC+AGG 289
CYP3A4 GTCTGGGATGAGAGCCATCAC 290
CYP3A4 CTGGGATGAGAGCCATCAC 291
CYP3A4 CTGGGATGAGAGCCATCACT 292

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AVI BIOPHARMA, INC.

<120> Analogos de oligonucleodtidos que tienen enlaces intersubunitarios catiénicos

<130> 120178.406EP1

<140> EP 13186973.7

<141> 01-10-2013

<150> EP 07 86 1308.0

<151> 10-05-2007

<150> US 11/432.216

<151> 10-05-2006

<150> US 11/432.031
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<151> 10-05-2006

<150> US 11/432.155
<151> 10-05-2006

<150> US 11/431.968
<151> 10-05-2006

<150> US 11/433.257
<151> 11-05-2006

<150> US 60/799.976
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.145
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.213
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.214
<151> 11-05-2006

<150> US 11/432.033
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.840
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.724
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.076
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.120
<151> 11-05-2006

<150> US 11/518.058
<151> 08-09-2006

<150> US 11/517.757
<151> 08-09-2006

<150> US 11/595.161
<151> 08-11-2006

<150> US 11/715.712
<151> 07-03-2007

<160> 302

ES 2645410713

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 1
cctgcececttt gttctagttg

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

20
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<400> 2
cctgcececttt gttctagttg

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 3
cctgceeccttt gttctagttg

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 4
cctgceccttt gttctagttg

<210>5

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 5
gccatggttt tttctcagg

<210> 6

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 6
gccatggttt tttctcagg

<210>7

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400>7
gccatggttt tttctcagg

<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 8
gccatggttt tttctcagg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 9
ttcaaccttg aaaccttgcg

<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 10
gccatggttt tttctcagg

20

20

19

19

19

19

20

ES 2645410713
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<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 11
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 12
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 13
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 14
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 15
ttcaaccttg aaaccttgcg

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

<223> /nota - ‘Descripcion de secuencia artificial: oligdmero sintético”

<400> 16

agtctcgact tgctacctca 20

<210> 17
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligébmero sintético

<400> 17
tgtgcttact gttatactac tc

<210> 18
<211>19
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

20

20

20

20

20

22

ES 2645410713
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<400> 18
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 19
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 20
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 21

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 21
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 22

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 22
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 23
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 24

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 24
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 25
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 26
gtgctcatgg tgcacggtc

19

19

19

19

19

19

19

ES 2645410713
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<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 27
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 28
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 29
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 30
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 31

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 31
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 32
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 33

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 33
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 34
gtgctcatgg tgcacggtc

19

19

19

19

19

19

19

ES 2645410713
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<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 35
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 36
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligébmero sintético
<400> 37

gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 38
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 39
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 40
gagctgaaag caggtccatc cc

ES 2645410713

22

22

22

22

22

22
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<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 41
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 42

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 42
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 43
acgttgaggg gcatcgtcge

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 44
gcaggctggg ccacgtgcat tg

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 45
cacgtgcatt gctagcatgg

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 46
ctagcatgga aaagccaaag

22

22

20

22

20

20

ES 2645410713
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<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 47
ggaactcagt gaactcatgc

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 48
gttactcagt cccatagtgc tg

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 49
ccatagtgct gtcacaaatg

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 50
gaatgttact cagtcccata g

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 51
gaggctgagg gtcctcaage t

<210> 52

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> .0ligémero sintético

<400> 52
cacatttata agagttgcga ggc

ES 2645410713

20
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23
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<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 53
tcccteteca ttgtgttggt tc

<210> 54

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 54
cttttcttgg tctgttcact c

<210> 55
<211> 32
<212> ADN

ES 2645410713

22

21

<213> Regidn no traducida 5’ de picornavirus

<400> 55

ryggraccra ctactttggg tgtccgtgtt tc 32

<210> 56
<211> 32
<212> ADN

<213> Regidn no traducida 5’ de picornavirus

<400> 56

tcetccggec cetgaatgyg getaaycyya ac 32

<210> 57
<211>8
<212> ADN

<213> ARN gendmico de cadena positiva de flavivirus

<400> 57
catattga

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 58
tcccaggtgt caatatgctg tt

<210> 59
<211> 125
<212> ADN

22

<213> ARNm de c-myc humano
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<400> 59

cgccgctgcc aggacccgct tctctgaaag gctctecttg cagcectgetta gadgctggat
ttttttcggg tagtggaaaa ccagcagcct cccgegacga tgeccctcaa cgttagette

accaa

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 60
ggaggctgct ggttttccac 20

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 61
ggcatcgtcg cgggaggctc 20

<210> 62

<211> 21

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 62
cctgagcacc cattatgata ¢ 21

<210> 63

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis A

<400> 63
ccttgtctag acatgttcat tatt 24

<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

<400> 64
ttgagcgcecc atgataacaa 20

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

<400> 65
ttgagcgcecc atgataacaa 20

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

ES 2645410713

90

.60
120
125



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 66
ctgggcaccc atgatgccaa

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 67
gagccatagc tcaaattctc

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 68
tagctcaaat tctcatttac

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 69
gagcgtttga gccatagctc

<210> 70
<211> 20
<212> ADN

<213> Calicivirus porcino

<400> 70
gacggcaatt agccatdacg

<210> 71
<211>19
<212> ADN
<213> Norovirus

<400> 71
cgacgccatc atcattcac

<210> 72

<211> 21

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 72
cagagtttga gacattgtct ¢

<210> 73
<211> 23
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 73

ccttaataaa ctgatgggcc tcc

<210> 74
<211> 18
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 74
ctgatgggcc tccatgge

20

20

20

20

19

21

18

ES 2645410713
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<210> 75

<211> 125

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 75

aagactgcta gccgagtagt gttgggtcge gaaaggectt gtggtactge ctgatagggt 60
gcttgecgagt gccccgggag gtctcgtaga ccgtgcacca tgagcacgaa tcctaaacct 120

10

15

20

25

30
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40
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50
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caaag . 125

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 76
ggcctttcgc gacccaacac 20

<210> 77

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis

<400> 77
agatgttcgc gtcggtgagc ggagaggaaa cagatttcct 40

<210> 78

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 78
agaagtttat ctgtgtgaac ttcttggctt agtatcgttg 40

<210> 79

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray

<400> 79
agacgttcat ctgcgtgagc ttccgatctc agtattgttt 40

<210> 80

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 80
agtagttcgc ctgtgtgagc tgacaaactt agtagtgttt 40

<210> 81

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 81
agtaaatcct gtgtgctaat tgaggtgcat tggtctgcaa 40

<210> 82

<211> 40

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2
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<400> 82
agttgttagt ctacgtggac cgacaaagac agattctttg 40

<210> 83

<211>40

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 83
gccagccccc tgatggggge gacactccac catgaatcac 40

<210> 84

<211>40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 84
agattttctt gcacgtgceat gegtttgett cggacagceat 40

<210> 85

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 85
agattttctt gcacgtgegt gegcettgctt cagacagcaa 40

<210> 86

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 86
agattttctt gcacgtgtgt gcgggtgctt tagtcagtgt 40

<210> 87

<211> 18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) ... (18)
<223>n=A,T,CoG

<400> 87
accgacgcga acatcnnc 18

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis

<400> 88
tccteteege tcaccgacge 20

<210> 89

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 89
tcacacagat aaacttct 18
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ES 2645410713

<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 90
aagccaagaa gttcacacag 20

<210> 91

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray

<400> 91
tcacgcagat gaacgtct 18

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray

<400> 92
gagatcggaa gctcacgcag 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 93
gctcacacag gcgaactact 20

<210> 94

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 94
taagtttgtc agctcacaca g 21

<210> 95

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 95
caattagcac acaggattta ct 22

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 96
ttgcagacca atgcacctca 20

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2

<400> 97
gtccacgtag actaacaact 20
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<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2

<400> 98
gtctttgtcg gtccacgtag 20

<210> 99

<211> 17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 99
cccatcaggg ggctggc 17

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 100
tggagtgtcg cccccatcag 20

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 101
atgcacgtgc aagaaaatct 20

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 102
atgctgtccg aagcaaacgce 20

<210> 103

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 103
cacgcacgtg caagaaaatc t 21

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 104
tgaagcaagc gcacgcacgt 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 105
acacacgtgc aagaaaatct 20
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<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 106
acactgacta aagcacccgc 20

<210> 107
<211> 40

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 107
ttaaaacagc tctggggttg tacccacccc agaggceccac

<210> 108

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 108
ttaaaacagc ctgtgggttg tacccaccca cagggcccac

<210> 109

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 109
ttaaaacagc ctgtgggttg ttcccaccca caggcccatt

<210> 110

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 110
ttaaaacagc tctggggttg ctcccaccce agaggcccac

<210> 111

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 111
ttaaaacagc tctggggttg ctcccaccce agaggcccac

<210> 112

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 112
gagtgttccc acccaacagg cccactgggt gttgtactct

<210> 113

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 113

ttaaaacagc ctggggattg tacccacccc tggggeccac 40

40

40

40

40

40

40
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<210> 114

<211> 40

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 114
ttaaaactgg gagtgggttg ttcccactca ctccacccat 40

<210> 115

<211> 40

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 115
ttaaaacagc ggatgggtat cccaccattc gacccattgg 40

<210> 116

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 116
ttgaaagggg gcgctagggt ttcaccecta gecatgeccaac 40

<210> 117
<211> 40

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 117
ttcaagaggg gtctccggga atttccggag tecctettgg 40

<210> 118
<211> 24

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 118
ggtacaaccc cagagctgtt ttaa 24

<210> 119
<211> 20

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 119
gtgggcctct ggggtgggta 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 120
caacccacag gctgttttaa 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 121
gtgggccctg tgggtgggta 20
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<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 122
caacccacag gctgttttaa

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 123
aatgggcctg tgggtgggaa

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 124
caaccccaga gctgttttaa

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 125
gtgggectct ggggtgggag

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 126
caaccccaga gctgttttaa

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 127
gtgggectct ggggtgggaa

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 128
cctgttgggt gggaacactc

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 129
agagtacaac acccagtggg

20

20

20

20

20

20

20

20
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<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 130
caacccccag gctgttttaa 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 131
gtgggcccca ggggtgggta 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 132
caacccactc ccagttttaa 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 133
atgggtggag tgagtgggaa 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 134
atacccatcc gctgttttaa 20

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 135
ccaatgggtc gaatggtggg 20

<210> 136

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 136
aaccctagcg ccccctttca a 21

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 137
gttggcatgc taggggtgaa 20
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<210> 138
<211> 20

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 138
tcccggagac ccctcttgaa 20

<210> 139
<211> 20

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 139
ccaagaggga ctccggaaat 20

<210> 140

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 140
gtaaaagaaa tttgagacaa tgtctcaaac tctgagcttc 40

<210> 141

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 141
gttaatgaga aatggcttct gccatcgctc tetcgagcete 40

<210> 142

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 142
gtgatcgtga tggctaattg ccgtcegttg cctattggge 40

<210> 143

<211> 40

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 143
gtgatttaat tatagagaga tagtgacttt cacttttctt 40

<210> 144

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 144
gtgaatgatg atggcgtcaa aagacgtcgt tcctactget 40

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 145
ttgtctcaaa tttcttttac 20
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<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 146
gaagctcaga gtttgagaca 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 147
agaagccatt tctcattaac 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 148
gagctcgaga gagcgatggce 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 149
caattagcca tcacgatcac 20

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 150
ggcaacggac ggcaattagc 20

<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 151
tctctctata attaaatcac 20

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 152
aaagtcacta tctctctata 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 153
ttgacgccat catcattcac 20

ES 2645410713
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<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 154
agcagtagga acgacgtctt 20

<210> 155

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 155
gccatggagg cccatcagtt tattaaggct cctggcatca 40

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 156
aactgatggg cctccatgge 20

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 157
tgatgccagg agccttaata 20

<210> 158

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 158
atggaagcta tcggacctcg cttaggactc ccattcccat 40

<210> 159

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 159
atagggtacg gtgtagaggc aaccacccta tttccaccta 40

<210> 160

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 160
accctacaaa ctaatcgatc caatatggaa agaattcacg 40

<210> 161

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 161
atgggcggceg caagagagaa gcccaaacca attacctacce 40
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<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 162
cgaggtccga tagcttccat 20

<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 163
atgggaatgg gagtcctaag 20

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 164
gcctctacac cgtaccctat 20

<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 165
taggtggaaa tagggtggtt 20

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 166
gatcgattag tttgtagggt 20

<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 167
cgtgaattct ttccatattg 20

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 168
ttctetettg cgecgeccat 20

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 169
ggtaggtaat tggtttgggc 20
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<210> 170

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 170
atattaggtt tttacctacc caggaaaagc caaccaacct 40

<210> 171

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 171
acttaaaaag attttctatc tacggatagt tagctctttt 40

<210> 172

<211> 40

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 172
acttttaaag taaagtgagt gtagcgtggc tatatctctt 40

<210> 173

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 173
gattgcgagc gatttgcgtg cgtgcatccce gettcactga 40

<210> 174

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 174
acttaagtac cttatctatc tacagataga aaagttgctt 40

<210> 175

<211> 40

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 175
tataagagtg attggcgtcc gtacgtaccc tctcaactct 40

<210> 176

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 176
atgacgtata ggtgttggct ctatgccttg gcatttgtat 40

<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 177
ggtaggtaaa aacctaatat 20
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<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 178
aggttggttg gcttttcctg 20

<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 179
gatagaaaat ctttttaagt 20

<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 180
aaaagagcta actatccgta 20

<210> 181

<211> 20

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 181
actcacttta ctttaaaagt 20

<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 182
gccacgctac actcacttta 20

<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 183
cacgcaaatc gctcgcaatc 20

<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 184
tcagtgaagc gggatgcacg 20

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 185
gatagataag gtacttaagt 20
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<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 186
aagcaacttt tctatctgta 20

<210> 187

<211> 21

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 187
cggacgccaa tcactcttat a 21

<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 188
gagttgagag ggtacgtacg ga 22

<210> 189

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 189
catagagcca acacctatac g 21

<210> 190

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 190
atacaaatgc caaggcatag 20

<210> 191

<211> 40

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 191
ccaagagggg ggtggtgatt ggcctttggc ttatcagtgt 40

<210> 192

<211>40

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 192
gctcgaagtg tgtatggtgc catatacggc tcaccaccat 40

<210> 193

<211> 20

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 193
aatcaccacc cccctcttgg 20
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<210> 194

<211> 20

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 194
gccaaaggcc aatcaccacc 20

<210> 195

<211> 20

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 195
gcaccataca cacttcgagc 20

<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 196
atggtggtga gccgtatatg 20

<210> 197

<211> 33

<212> ADN

<213> Diana Vif de VIH-1

<400> 197
gactatggaa aacagatggc aggtgatgat tgt 33

<210> 198

<211> 34

<212> ADN

<213> Diana TAR de VIH-1

<400> 198
gaccagatct gagcctggga gctctctgge taac 34

<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Diana U3R de VIH-1

<400> 199
cctgtactgg gtctctctgg 20

<210> 200
<211> 23
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 200
cctgccatct gttttccata atc 23

<210> 201
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 201
cacctgccat ctgttttcca ta 22
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<210> 202
<211> 23
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 202
cctgccatct gttttccata atc 23

<210> 203
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 203
cacctgccat ctgttttcca ta 22

<210> 204
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 204
gctceccaggce tcagatetgg tc 22

<210> 205
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 205
gttagccaga gagctcccag gc 22

<210> 206
<211> 20
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 206
ccagagagac ccagtacagg 20

<210> 207

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN genomico de cadena positiva de nidovirus

<400> 207
cuacuuuucu caacuaaacg aaau 24

<210> 208

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN genodmico de cadena positiva de nidovirus

<400> 208
gaucuuuuug uaaucuaaac uuua 24

<210> 209

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN gendmico de cadena positiva de nidovirus

<400> 209
gaucuguucu cuaaacgaac uuua 24
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<210> 210

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 210
atttcgttta gttgagaaaa g

<210> 211

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 211
gtttagttga gaaaagtag

<210> 212

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 212
taaagtttag attacaaaaa g

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 213
taaagttcgt ttagagaaca g

<210> 214

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 214
gttcgtttag agaacagatc

<210> 215
<211> 2717
<212> ADN

ES 2645410713
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<213> Transcrito procesado de CD-86 humano

<400> 215
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aggagcctta
tgcttctgtg
cagtggacag
ttecetgetcet
ctgeccatgee
caggaccagg
gttcatteca
cacaatcttc
acaggaatga
caacctgaaa
tcatctatac
tcaactatcg
gacgtttcca
tgtattctgg
gaccctcage
atatgtgtga
aactcttata
agagaaaaaa
aagacatctt
agtattcatt
cagaaggcaa
aatagcctcc
actgcttett
ctggaaataa
gattgtgttt
gaattctaag
agtctgggtg
tctatgtact
gttctcatce
gagcagacca
tctatcetggg
agaactgaat
ctagtgagat
gagagagaga
ccaccccate
agacagacag
gatgtcatct
aatggaagga
taggaagacc
cgtgggctgg
caaccagagg
ggctctaagg
tggggagcct
ctgecatget
tgattagact
aaatgcttgt

<210> 216
<211> 46
<212> ADN
<213> Transcrito procesado de CD-86 humano

<400> 216
catttgtgac agcactatgg gactgagtaa cattctcttt gtgatg 46

<210> 217
<211> 21
<212> ADN
<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 217
agcttgagga ccctcagect ¢ 21

<210> 218
<211> 23
<212> ADN
<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

ggaggtacgg
ttccttggga
gcatttgtga
ctggtgectge
aatttgcaaa
aaaacttggt
agtatatggg
agatcaagga
ttcgecatcceca
tagtaccaat
acggttaccece
agtatgatgg
tcagcttgte
aaactgacaa
ctcccccaga
tggttttctg
aatgtggaac
tccatatacc
catgcgacaa
ttttctacce
aaagacatta
ctgtaactcc
ttcacttcecag
aatttaggac
ttttttaaat
ctggtgeece
ggacttatgt
gtaatagtgt
ctetgtecagg
acctaaattt
ctgttgctaa
aaacaggaaa
ggcectgggga
gaaaaaagagqg
aacaagtctt
cagtttcecct

‘tectggaage

ggettaggac
aagacacaga
cccagcatag
aaacttgecat
tgggatcact
gagccacaaa
agacaagctt
cctagcacct
tacattc

ES 2645410 T3

ggagctcgca
atgctgetgt
cagcactatg
tectctgaag
ctctcaaaac
tctgaatgag
ccgecacaagt
caagggcttg
ccagatgaat
ttctaatata
agaacctaag
tattatgcag
tgtttcattc
gacgcggett
ccacattecct
tctaattcta
caacacaatg
tgaaagatct
aagtgataca
tttecetttgt
ccatgagtaa
agctctgetce
agcacactta
caatacctcce
agacctctca
actgaatctt
atttatgacc
gattactatg
gtcagtaagg
ggggaaatta
tattgaggag
atgccagagce
agctgtgaaa
agatcttgat
gaaacaagca
ggtggtcagg
agagctgggg
tttececactee
tcaccegggg
ggctagcaaa
acagagacag
aagggatggg
aatgttcctt
gtccatgtaa
ggctagtttc

aatactcctt
gcttatgeat
ggactgagta
attcaagctt
caaagcctga
gtatacttag
tttgattcgg
tatcaatgta
tctgaactgt
acagaaaatg
aagatgagtg
aaatctcaag
cctgatgtta
ttatcttcac
tggattacag
tggaaatgga
gagagggaag
gatgaagccce
tgtttttaat
aagttcctgg
taagggggct
cgtatgccaa
tgggccaage
tccagatcag
atttctggaa
gtgtacctgt
ttatagtgtt
ctctagagaa
aaaacggtgg
ggagaggcag
gcttgcccecca
ttgtgaacce
gaaccaaaag
ccacagaaat
acagatggat
gaggggtttt
agggagagcc
tggctgagag
cttacttage
tttgagttgg
atatactggg
gcagtctctg
tattttatgt
tattcccatg
taacatgttt
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ttggtttatt
ctggtctcett
acattctctt
atttcaatga
gtgagctagt
gcaaagagaa
acagttggac
tcatccateca
cagtgcttgce
tgtacataaa
ttttgctaag
ataatgtcac
cgagcaatat
ctttctectat
ctgtacttce
agaagaagaa
agagtgaaca
agcgtgtttt
taaagagtaa
gcaacctttt
ccaggactcce
gaggagactt
ccagcttaat
attcttectet
aactgceccttt
gactaaacaa
aatatcttga
aagtctaccc

‘cctagggtac

agatagaacc
cccaacaagce
tgtttctett
agatcacaat
acatgaaatg
agtctgtceca
ggtgataccc
atcaccttga
aggaagagct
ctacagatgt
atgattgttt
agaaatgact
cccaaacata
aaaccctcaa
tttttaccet
tgtgcagcac

cttaccacct
tttggagcta
tgtgatggcece
gactgcagac
agtattttgg
atttgacagt
cctgagactt
caaaadagccc
taacttcagt
tttgacctge
aaccaagaat
agaactgtac
gaccatectte
agagcttgag

aacagttatt

gcggectege
gaccaagaaa
taaaagttcg
agcccataca
tgatttette
ctctaagtgg
taattctett
ggctcatgac
taatttcata
tatectgccca
ctaccteccte
aacatagaga
ctgctaagga
aggcaacaat
tggagccact
catagtggag
gaagaactga
actcaaaaga
tctggtetgt
aatggacata
aagttattgg
taatgggatg
gcaacggaat
cctacgggaa
ttgctcaagg
ttgaaaacct
aagagaactc
gggttataga
gccectgect
agtttttaat
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<400> 218
gcctcgcaac tettataaat gtg 23

<210> 219

<211> 22

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 219
gaaccaacac aatggagagg ga 22

<210> 220

<211> 21

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 220
gagtgaacag accaagaaaa g 21

<210> 221

<211>50

<212> ADN

<213> Cadena positiva de la gripe A

<400> 221
agcgaaagca ggcaaaccau uugaauggau gucaauccga ccuuacuuuu 50

<210> 222

<211> 25

<212> ADN

<213> Cadena menos de la gripe A

<400> 222
agtgattatc taccctgctt ttgct 25

<210> 223

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 223
agcaaaagca gggtagataa tc 22

<210> 224

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 224
gacatccatt caaatggttt g 21

<210> 225

<211> 2823

<212> ADN

<213> Transcrito procesado de miostatina humana

<400> 225

111



10

15

agattcactg
attactcaaa
tgattttaaa
tgttgetggt
ggggctgtgt
taagatacaa
tataagacaa
ccagagggat
aacaatcatt

‘atgttgctte

atggatatat
catcaaacct
gaacccaggc
caaacaacct
tcttgctgta
ggtaacagac
aacagaatca
ttggattatc
atttttacaa
aggcccttgce
agaacaaata
agatttatat
tgaagctgtag
cataagctac
ccaaacaaat
aaattacatt
tgagttctga
tatttacaga
tcgaatcatc
ttccacaaaa
gtacattaac
ggtttatcac
ttcctacace
aggttggett
aatggtgttt
tctttggaaa
aatgatcgac
atacaatatt
ctaaggacat
aactacttat
taatgattag
tatggattca
gtttaaatct
ataattgact
acttttattt
aattgggatt
ctaatttgta
aaa

<210> 226
<211> 50

<212> ADN
<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 226
acaatcatta ccatgcctac agagtgtaag tagtcctatt agtgtatatc 50

<210> 227
<211> 50

<212> ADN
<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 227
cttttctttt cttattcatt tatagctgat ttictaatgc aagtggatgg 50

gtgtggcaag
agcaaaagaa
atcatgcaaa
ccagtggatc
aatgcatgta
atcctcagta
cttttacceca
gacagcagcg
accatgccta
tttaaattta
ttgagacccg
atgaaagacg
actggtattt
gaatccaact
accttccecag
acaccaaaaa
cgatgctgtc

gctectaaaa

aaatatccte
tgtactececa
atatatggga
taagcgtteca
aaattaagta
agtatgtaaa
catacaagaa
tatgttccta
tgaattaaag
aaaatccaca
cttaaacact
atagggatgg
aatccatgcc
ataaaaaaca
tccaaatgag
tcaattctgt
gtttttatca
attacaacac
tctatcaata
gttttgtaaa
ttcaaattaa

atttcagagc’

atggttatat
tgatggctgt
caacgttcca
ctattatctg
tataatttga
ttgttaatca
gaaacagtat

ES 2645410 T3

ttgtctetca
aagtaaaagg
aactgcaact
taaatgagaa
cttggagaca
aacttegtcet
aagctcctce
atggctettt
cagagtctga
gctetaaaat
tcgagactce
gtacaaggta
ggcagagcat
taggcattga
gaccaggaga
gatccagaag
gttaccctct
gatataagge
atactcatct
caaagatgtc
aaattccagce
taacttccta
ccacaggcta
ctaaaagggg
agttttatga
tatattacaa
gagtatgett
tacagtattg
tgaatttata
tgcagcatat
aacggtgcta
ttcagtaaaa
gaatggattt
agcatacttg
aaatgtcaaa
tgecetttgea
ttgtataaaa
taagtgtctce
gtactaagge
aaattagcag
tacaatcatt
ataaagtgaa
ttattttaat
aaatgaagaa
taatgaatat

aatttattagt.

aagttatatt

gactgtacat
aagaaacaag
ctgtgtttat
cagtgagcaa
aaacactaaa
ggaaacagct
actccgggaa
ggaagatgac
ttttctaatg
acaatacaat
tacaacagtg
tactggaatc
tgatgtgaag
aataaaagct
agatgggctg
ggattttggt
aactgtggat
caattactgc
ggtacaccaa
tccaattaat
gatggtagta
aaacatggaa
taggcctaga
gaatatatgc
tttccagagt
catcggcgag
taaagtctat
gtaaaatgca

ttgtatggta’

gcaatttcca
atacgatagg
tagtaagttt
tctttaatgt
gagaaactgc
ataacatact

‘acactgcagt

agactgaaac
cttttttatt
acaaagacat
attaaatagt
ttatattttt
tttgaaattt
acttgcaaaa
taaactgatg
atttctgcat
actatgacta
aaagtgtttt
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gcattaaaat
aacaagaaaa
atttacctgt
aaagaaaatg
tcttcaagaa
cctaacatca
ctgattgatc
gattatcacg
caagtggatg
aaagtagtaa
tttgtgcaaa
cgatctctga
acagtgttgc
ttagatgaga
aatccgtttt
cttgactgtg
tttgaagctt
tctggagagt
gcaaacccca
atgctatatt
gaccgetgtyg
ggttttecece
gtatgctaca
aatggttgge
ttttgagcta
gaaatgaaag
ttctttaaag
ggattgttat
gtatacttgg
ttectattat
ctgaatgtct
ctcttttett

aagaagaatc:

attatcttaa
tggagaagta
ttttatggta
aatgcattta
tactttggta
gtcatgcatc
ggtcttaaaa
ttacatgatt
caatggttta
acattactaa
ctatctcaac
ttatttactt
aatgaaatta
cacatttttt

tttgcttgge
aagattatat
ttatgctgat
tggaaaaaga
tagaagccat
gcaaagatgt
agtatgatgt
ctacaacgga
gaaaacccaa
aggcccaact
tcctgagact
aacttgacat
aaaattggct
atggtcatga
tagaggtcaa
atgagcactc
ttggatggga
gtgaatttgt
gaggttcagc
ttaatggcaa
ggtgctcatg
tcaacaattt
gtcacttaag
atttaaccat
gaaggagatc

cgattctect.

ttttgtttaa
ataccatcat
taagataaaa
aattgacaca
gaggctacca
caggggcatt
atttttctag
aaggcagtca
tgtaattttyg
aaataataga
tataatatgt
tatttttaca
acagaaaagc
ctccatatgt
aacattcact
ctgtcattgt
gtataccaaa
aataactgtt
ctgttttgta
tttcttacat
tgaaagacaa
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<210> 228

<211>50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 228
cccaggacca ggagaagatg ggctggtaag tgataactga aaataacatt 50

<210> 229

<211> 50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 229
tgattgttct ttccttttca aacagaatcc gtttttagag gtcaaggtaa 50

<210> 230

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 230
actctgtagg catggtaatg 20

<210> 231

<211>18

<212> ADN

<2133> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 231
cagccecatct tctcctgg 18

<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 232
cacttgcatt agaaaatcag 20

<210> 233

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 233
cttgacctct aaaaacggat t 21

<210> 234

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 234
gttgggrttr gccgeattca ggggecggag ga 32

<210> 235

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 235
ccgcattcag gggccggagg 20

<210> 236

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 236
ggattagccg cattcagggg cc 22

<210> 237

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 237
gttgggatta gccgcattca g 21

<210> 238

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(37)
<223>n=A,T,CoG

<400> 238
aaaangaaac acggacaccc aaagtagtcg gttccge 37

<210> 239

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 239
cacccaaagt agtcggttcc 20
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<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 240
cacggacacc caaagtagtc

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 241
ggaaacacgg acacccaaag

<210> 242

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 242
aaaaggaaac acggacaccc

<210> 243

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 243
atgaaacacg gacacccaaa g

<210> 244

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 244

gaaacacgga cacccaaagt ag

<210> 245

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 245

ES 2645410713

20

20

20

21

22

gagaaacacg gacacccaaa gtag 24
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<210> 246
<211> 100
<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de antigeno 4 de células T humanas

<400> 246

gcatgagttc actgagttcc ctttggcttt tccatgetag caatgcacgt ggccécagect
gctgtggtac tggccagecag ccgaggcate gecagetttg

<210> 247

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 247
gagggcggca tgggggagge

<210> 248

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 248
gacccatggc agcccccgtec g

<210> 249

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 249
gcagcagttc ttctccgtgg

<210> 250
<211> 125
<212> ARN

ES 2645410713

<213> Regién AUG de VP35 del virus del Ebola

<400> 250

aaugaugaag auuaaaaccu ucaucauccu uacgucaauu gaauucucua-gcacucgaag
cuuauugucu ucaauguaaa agaaaagcug gucuaacaag augacaacua gaacaaaggg

caggg

<210> 251
<211> 125
<212> ADN

<213> Regién AUG de VP24 del virus del Ebola

<400> 251

cguuccaaca aucgagcgca agguuucaag. guugaacuga gagugucuag acaacaaaau
auugauacuc cagacaccaa gcaagaccug agaaaaaacc auggcuaaag cuacgggacg

auaca

<210> 252
<211> 124
<212> ARN

<213> Regién AUG de L del virus del Ebola
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<400> 252

guagauuaag aaaaaagccu gaggaagauu aagaaaaacu gcuuauuggg ucuuuccgug
uuuuagauga ageaguugaa auucuuccuc uugauauuaa auggcuacac aacauaccca
auvac

<210> 253

<211> 125

<212> ARN

<213> Region AUG de VP35 del virus de Marburg

<400> 253

cuaaaaaucg aagaauauua aagguuuucu uuaauauuca gaaaagguuu uuuauucucu
ucuuucuuuu ugcaaacaua uugaaauaau aauuuucaca augugggacu caucauauau
gcaac

<210> 254

<211> 125

<212> ARN

<213> Region AUG de VP24 del virus de Marburg

<400> 254

uucauucaaa caccccaaau uuucaaucau acacauaaua accauuuuag uageguuace
uuucaauaca aucuagguga uugugaaaag acuuccaaac auggcagaau uaucaacgcg
uuaca

<210> 255

<211> 125

<212> ARN

<213> Regiéon AUG de L del virus de Marburg

<400> 255

ucauucucuu cgauacacgu uauaucuuua gcaaaguaau gaaaauagcc uugucauguu
agacgccagu uauccaucuu aagugaaucc uuucuucaau augcagcaucd caacucaaua
uccug

<210> 256

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 256
gtcccacatt gtgaaaatta t 21

<210> 257

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 257
cttgttgcat atatgatgag tc 22

117

60
120
124

60
120
125

60
120
125

60
120
125



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 258

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 258
gttgtaacgc gttgataatt ctg

<210> 259

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 259
. gctgcatatt gaagaaagg

<210> 260

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 260
catcaggata ttgagttgga tg

<210> 261

<211>19

<212> ADN

<213> ARNv de arenavirus

<400> 261
cgcacmgdgg atcctagge

<210> 262

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 262
cgcctaggat ccceggtgeg

<210> 263

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<400> 263
cgcctaggat ccceggtgeg ¢

ES 2645410713
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<210> 264

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 264
gcctaggatc cactgtgcge

<210> 265

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (12)...(12)
<223> n = Inosina

<220>

<221> modified_base
<222> (14)...(14)
<223> n = Inosina

<400> 265
gcctaggatc cnengtgcg

<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (13)...(13)
<223> n = Inosina

<220>

<221> modified_base
<222> (15)...(5)
<223> n = Inosina

<400> 266
cgcctaggat ccnengtgeg

<210> 267
<211> 20
<212> ARN

20

19

20

ES 2645410713

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 267
gucaauaugc uaaaacgcgg

<210> 268
<211> 20
<212> ARN

20

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus
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<400> 268
aucaauaugc ugaaacgcgg 20

<210> 269

<211> 20

<212> ARN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 269
gucaauaugg uacgacgagg 20

<210> 270

<211> 21

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 270
cuuucaauau gcugaaacgc g 21

<210> 271

<211> 21

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 271
cuaucaauau gcugaaacgc g 21

<210> 272

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 272
cagcuuagga gaacaagagc ug 22

<210> 273

<211> 20

<212> ADN

<2i3> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 273
ggcugucaau augcuaaaac 20

<210> 274

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 274

aacagcauau ugacaccugg ga = 22

<210> 275

<211>23

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 275
ugggaccaua uugacgccag gga 23

<210> 276

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 276
aaacagcaua uugacgcugg ga 22
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<210> 277

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 277
cgguucuugu ucucccugag cc 22

<210> 278

<211>13.

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222>(1)...(13)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 278

Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Xaa:
1 5. 10 '

<210> 279

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 279

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5. ' 10

<210> 280

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)

<223> Xaa="acido 6-amino hexanoico”

<400> 280

Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Xaa
1 . 5 10 "
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<210> 281

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(13)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 281

- Arqg ‘Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa
“1 Co 5 - ) ) 10

<210> 282

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ... 15)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 282

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa-
1 "5 10 o ST 18

<210> 283

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(11)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 283
Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Afg Xaa Xaa
1 s . 10
<210> 284
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 284

o |

<210> 285

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(17)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 285

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa

1 5
Xaa

<210> 286

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 286
cctcttacct cagttaca 18

<210> 287

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 287
tgggtatgtt gtgtagccat 20

<210> 288

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 288
cctgceccttt gttctagttg 20

<210> 289

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 289
gccatggttt tttctcagg 19

ES 2645410713

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
5 , 10 ’

10
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<210> 290

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 290
gtctgggatg agagccatca ¢

<210> 291

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 291
ctgggatgag agccatcac

<210> 292

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 292
ctgggatgag agccatcact

<210> 293

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 293
tgggtatgtt gtagccat

<210> 294

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 294
ctgggatgag atccatcact

<210> 295

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

21

19

20

18

20

ES 2645410713
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<220>

<221> modified_base

<222> (5) ... (5)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8) ... (8)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10) ... (10)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (14) ... (14)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<400> 295
ctgggatgag atccatcact 20

<210> 296

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 296
cttcgatagt g 11

<210> 297

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (6) ... (6)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1
<220>

<221> modified_base

<222> (9)...(9)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1

<400> 297 cticgatagt g 11
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<210> 298

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (6)...(6)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (9)...(9)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 298 cttcgatagt g 11

<210> 299

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8) ... (8)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (14)...(14)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 299
ctgggatgag atccatcact 20

<210> 300

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8)...(8)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (18)...(18)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 300
ctgggatgag atccgatcac t 21

<210> 301

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (6)...(6)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (9)...(9)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<400> 301 cttcgatagt g 11

<210> 302

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>
<221> modified_base
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<222> (8)...(8)
<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10) ... (10)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (14)...(14)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<400> 302
ctgggatgag atccatcact 20
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<130> 120178.406EP1

<140> EP 13186973.7
<141>2013-10-01

<150> EP 07 86 1308.0
<151>2007-05-10

<150> US 11/432.216
<151> 10-05-2006

<150> US 11/432.031
<151> 10-05-2006

<150> US 11/432.155
<151> 10-05-2006

<150> US 11/431.968
<151> 10-05-2006

<150> US 11/433.257
<151> 11-05-2006

<150> US 60/799.976
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.145
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.213
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.214
<151> 11-05-2006

<150> US 11/432.033
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.840
<151> 11-05-2006

<150> US 11/433.724
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.076
<151> 11-05-2006

<150> US 60/800.120
<151> 11-05-2006

<150> US 11/518.058
<151> 08-09-2006

<150> US 11/517.757
<151> 08-09-2006

<150> US 11/595.161
<151> 08-11-2006
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<150> US 11/715.572
<151> 07-03-2007

<160> 302

ES 2645410713

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 1
cctgcececttt gttctagttg

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 2
cctgcececttt gttctagttg

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 3
cctgceccttt gttctagttg

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 4
cctgceeccttt gttctagttg

<210>5

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 5
gccatggttt tttctcagg

<210> 6

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 6
gccatggttt tttctcagg

<210>7

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400>7
gccatggttt tttctcagg

<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

20

20

20

20

19

19

19
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<400> 8
gccatggttt tttctcagg

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 9
ttcaaccttg aaaccttgcg

<210> 10

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 10
gccatggttt tttctcagg

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 11
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 12
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 13
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 14
tgggtatgtt gtgtagccat

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 15
ttcaaccttg aaaccttgcg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

19

20

19

20

20

20

20

20
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<223> /nota - ‘Descripcion de secuencia artificial: oligémero sintético”

<400> 16
agtctcgact tgctacctca

<210> 17

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 17
tgtgcttact gttatactac tc

<210> 18

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 19

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 19
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 20
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 21

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 21
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 22

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 22
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 23

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 23
gtgctcatgg tgcacggtc

20

22

19

19

19

19

19
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<210> 24

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 24
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 25
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 26
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 27
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 28
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 29
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 30

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 30
gtgctcatgg tgcacggtc

<210> 31

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 31
gtgctcatgg tgcacggtc

19

19

19

19

19

19

19
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133



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2645410713

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 32
gtgctcatgg tgcacggtc 19

<210> 33

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 33
gtgctcatgg tgcacggtc 19

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 34
gtgctcatgg tgcacggtc 19

<210> 35

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 35
gagctgaaag caggtccatc cc 22

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 36
gagctgaaag caggtccatc cc 22

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 37
gagctgaaag caggtccatc cc 22

<210> 38

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético
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<400> 38
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 39
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 40
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 41

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 41
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 42

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 42
gagctgaaag caggtccatc cc

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 43
acgttgaggg gcatcgtcge

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

22

22

22

22

22

20
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<400> 44
gcaggctggg ccacgtgcat tg

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 45
cacgtgcatt gctagcatgg

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 46
ctagcatgga aaagccaaag

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 47
ggaactcagt gaactcatgc

<210> 48

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 48
gttactcagt cccatagtgc tg

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 49
ccatagtgct gtcacaaatg

<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

22

20

20

20

22

20
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<400> 50
gaatgttact cagtcccata g 21

<210> 51

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 51
gaggctgagg gtcctcaage t 21

<210> 52

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 52
cacatttata agagttgcga ggc 23

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 53
tcecteteca ttgtgttggt tc 22

<210> 54

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 54
cttttcttgg tctgttcact ¢ 21

<210> 55

<211> 32

<212> ADN

<213> Regidn no traducida 5’ de picornavirus

<400> 55
ryggraccra ctactttggg tgtccgtgtt tc 32

<210> 56

<211> 32

<212> ADN

<213> Regidn no traducida 5’ de picornavirus

<400> 56
tcetceggece cetgaatgyg getaaycyya ac 32
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<211>8
<212> ADN

ES 2645410713

<213> ARN genoémico de cadena positiva de flavivirus

<400> 57 catattga 8

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 58
tcccaggtgt caatatgctg tt 22

<210> 59

<211> 125

<212> ADN

<213> ARNm de c-myc humano

<400> 59

cgecegetgee aggacccget tctetgaaag getcecteccttg cagetgetta gacgetggat
tttttteggg tagtggaaaa ccagcagccet cccgegacga tgcccctcaa cgttagette

accaa

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 60
ggaggctgct ggttttccac 20

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<400> 61
ggcatcgtcg cgggaggctc 20

<210> 62

<211> 21

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 62
cctgagcacc cattatgata c 21

<210> 63

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis A

<400> 63
ccttgtctag acatgttcat tatt 24

138
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<210> 64
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

<400> 64
ttgagcgccc atgataacaa

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

<400> 65
ttgagcgccc atgataacaa

<210> 66
<211> 20
<212> ADN
<213> Rinovirus

<400> 66
ctgggcaccc atgatgccaa

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 67
gagccatagc tcaaattctc

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 68
tagctcaaat tctcatttac

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Vesivirus

<400> 69
gagcgtttga gccatagctc

<210> 70
<211> 20
<212> ADN

<213> Calicivirus porcino

<400> 70
gacggcaatt agccatcacg

<210> 71
<211>19
<212> ADN
<213> Norovirus

<400> 71
cgacgccatc atcattcac

20

20

20

20

20

20

20

19
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<210> 72

<211> 21

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 72
cagagtttga gacattgtct ¢ 21

<210>73

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 73
ccttaataaa ctgatgggcc tcc 23

<210> 74

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 74
ctgatgggcc tccatgge 18

<210> 75

<211> 125

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 75

aagactgcta gccgagtagt gttgggtcgc gaaaggcctt gtggtactge ctgatagggt 60
gcttgcgagt gccccgggag gtctcecgtaga ccgtgcacca tgagcacgaa tcctaaacct 120
caaag 125
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<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 76
ggcctttcgc gacccaacac 20

<210> 77

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis

<400> 77
agatgttcgc gtcggtgagc ggagaggaaa cagatttcct 40

<210>78

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 78
agaagtttat ctgtgtgaac ttcttggctt agtatcgttg 40

<210>79

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray
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<400> 79
agacgttcat ctgcgtgagc ttccgatctc agtattgttt 40

<210> 80

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 80
agtagttcgc ctgtgtgagce tgacaaactt agtagtgttt 40

<210> 81

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 81
agtaaatcct gtgtgctaat tgaggtgcat tggtctgcaa 40

<210> 82

<211> 40

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2

<400> 82
agttgttagt ctacgtggac cgacaaagac agattctttg 40

<210> 83

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 83
gccagccccc tgatggggge gacactccac catgaatcac 40

<210> 84

<211>40

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 84
agattttctt gcacgtgcat gegtttgett cggacagceat 40

<210> 85

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 85
agattttctt gcacgtgegt gegcettgctt cagacagcaa 40

<210> 86

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 86
agattttctt gcacgtgtgt gcgggtgctt tagtcagtgt 40

<210> 87

<211> 18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(18)
<223>n=A,T,CoG

<400> 87
accgacgcga acatcnnc 18

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis de San Luis

<400> 88
tccteteege tcaccgacge 20

<210> 89

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 89
tcacacagat aaacttct 18

<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis japonesa

<400> 90
aagccaagaa gttcacacag 20

<210> 91

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray

<400> 91
tcacgcagat gaacgtct 18

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis del valle de Murray

<400> 92
gagatcggaa gctcacgcag 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 93
gctcacacag gcgaactact 20

<210> 94

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus del Nilo occidental

<400> 94
taagtttgtc agctcacaca g 21
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<210> 95

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 95
caattagcac acaggattta ct 22

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre amarilla

<400> 96
ttgcagacca atgcacctca 20

<210> 97

<211> 20

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2

<400> 97
gtccacgtag actaacaact 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Dengue de tipo 2

<400> 98
gtctttgtcg gtccacgtag 20

<210> 99

<211> 17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 99
cccatcaggg ggctggc 17

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 100
tggagtgtcg cccccatcag 20

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 101
atgcacgtgc aagaaaatct 20

<210> 102

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

<400> 102
atgctgtccg aagcaaacgce 20
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<210> 103

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 103
cacgcacgtg caagaaaatc t 21

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la fiebre hemorragica de Omsk

<400> 104
tgaagcaagc gcacgcacgt 20

<210> 105

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 105
acacacgtgc aagaaaatct 20

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Powassan

<400> 106
acactgacta aagcacccgc 20

<210> 107
<211> 40

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 107
ttaaaacagc tctggggttg tacccacccc agaggceccac 40

<210> 108

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 108
ttaaaacagc ctgtgggttg tacccaccca cagggcccac 40

<210> 109

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 109
ttaaaacagc ctgtgggttg ttcccaccca caggceccatt 40

<210> 110

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 110
ttaaaacagc tctggggttg ctcccaccee agaggceccac 40
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<210> 111

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 111
ttaaaacagc tctggggttg ctcccaccece agaggeccac 40

<210> 112

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 112
gagtgttccc acccaacagg cccactgggt gttgtactct 40

<210> 113

<211> 40

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 113
ttaaaacagc ctgggggttg tacccacccc tggggceccac 40

<210> 114

<211> 40

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 114
ttaaaactgg gagtgggttg ttcccactca ctccacccat 40

<210> 115

<211> 40

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 115
ttaaaacagc ggatgggtat cccaccattc gacccattgg 40

<210> 116

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 116
ttgaaagggg gcgctagggt ttcaccecta gecatgeccaac 40

<210> 117
<211> 40

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 117
ttcaagaggg gtctccggga atttccggag tecctettgg 40

<210> 118
<211> 24

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 118
ggtacaaccc cagagctgtt ttaa 24
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<210> 119
<211> 20

<212> ADN
<213> Poliovirus

<400> 119
gtgggcctct ggggtgggta 20

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 120
caacccacag gctgttttaa 20

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano A

<400> 121
gtgggccctg tgggtgggta 20

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 122
caacccacag gctgttttaa 20

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano B

<400> 123
aatgggcctg tgggtgggaa 20

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 124
caaccccaga gctgttttaa 20

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano C

<400> 125
gtgggectct ggggtgggag 20

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 126
caaccccaga gctgttttaa 20

ES 2645410713
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<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano D

<400> 127
gtgggcctct ggggtgggaa 20

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 128
cctgttgggt gggaacactc 20

<210> 129

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus humano E

<400> 129
agagtacaac acccagtggg 20

<210> 130

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 130
caacccccag gctgttttaa 20

<210> 131

<211> 20

<212> ADN

<213> Enterovirus bovino

<400> 131
gtgggcccca ggggtgggta 20

<210> 132

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 132
caacccactc ccagttttaa 20

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano 89

<400> 133
atgggtggag tgagtgggaa 20

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 134
atacccatcc gctgttttaa 20
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<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Rinovirus humano B

<400> 135
ccaatgggtc gaatggtggg 20

<210> 136

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 136
aaccctagcg ccccctttca a 21

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la glosopeda

<400> 137
gttggcatgc taggggtgaa 20

<210> 138
<211> 20

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 138
tcccggagac ccctcttgaa 20

<210> 139
<211> 20

<212> ADN
<213> Hepatitis A

<400> 139
ccaagaggga ctccggaaat 20

<210> 140

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 140
gtaaaagaaa tttgagacaa tgtctcaaac tctgagcttc 40

<210> 141

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 141
gttaatgaga aatggcttct gccatcgctc tetcgagcete 40

<210> 142

<211> 40

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 142
gtgatcgtga tggctaattg ccgteegttg cctattggge 40
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<210> 143

<211> 40

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 143
gtgatttaat tatagagaga tagtgacttt cacttttctt 40

<210> 144

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 144
gtgaatgatg atggcgtcaa aagacgtcgt tcctactget 40

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 145
ttgtctcaaa tttcttttac 20

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus felino

<400> 146
gaagctcaga gtttgagaca 20

<210> 147

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 147
agaagccatt tctcattaac 20

<210> 148

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus canino

<400> 148
gagctcgaga gagcgatggce 20

<210> 149

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 149
caattagcca tcacgatcac 20

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Calicivirus entérico porcino

<400> 150
ggcaacggac ggcaattagc 20
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<210> 151

<211> 20

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 151
tctctctata attaaatcac 20

<210> 152

<211>20

<212> ADN

<213> Cepa de calicivirus NB

<400> 152
aaagtcacta tctctctata 20

<210> 153

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 153
ttgacgccat catcattcac 20

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de Norwalk

<400> 154
agcagtagga acgacgtctt 20

<210> 155

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 155
gccatggagg cccatcagtt tattaaggct cctggcatca 40

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 156
aactgatggg cctccatgge 20

<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis E

<400> 157
tgatgccagg agccttaata 20

<210> 158

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 158
atggaagcta tcggacctcg cttaggactc ccattcccat 40
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<210> 159

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 159
atagggtacg gtgtagaggc aaccacccta tttccaccta 40

<210> 160

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 160
accctacaaa ctaatcgatc caatatggaa agaattcacg 40

<210> 161

<211> 40

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 161
atgggcggceg caagagagaa gcccaaacca attacctacce 40

<210> 162

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 162
cgaggtccga tagcttccat 20

<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la rubeola

<400> 163
atgggaatgg gagtcctaag 20

<210> 164

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 164
gcctctacac cgtaccctat 20

<210> 165

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina oriental

<400> 165
taggtggaaa tagggtggtt 20

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 166
gatcgattag tttgtagggt 20
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<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalomielitis equina occidental

<400> 167
cgtgaattct ttccatattg 20

<210> 168

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 168
ttctetettg cgecgeccat 20

<210> 169

<211> 20

<212> ADN

<213> Encefalitis equina venezolana

<400> 169
ggtaggtaat tggtttgggc 20

<210> 170

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 170
atattaggtt tttacctacc caggaaaagc caaccaacct 40

<210> 171

<211> 40

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 171
acttaaaaag attttctatc tacggatagt tagctctttt 40

<210> 172

<211> 40

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 172
acttttaaag taaagtgagt gtagcgtggc tatatctctt 40

<210> 173

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 173
gattgcgagc gatttgcgtg cgtgcatccce gettcactga 40

<210> 174

<211> 40

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 174
acttaagtac cttatctatc tacagataga aaagttgctt 40
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<210> 175

<211> 40

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 175
tataagagtg attggcgtcc gtacgtaccc tctcaactct 40

<210> 176

<211>40

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 176
atgacgtata ggtgttggct ctatgccttg gcatttgtat 40

<210> 177

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 177
ggtaggtaaa aacctaatat 20

<210> 178

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus de SARS

<400> 178
aggttggttg gcttttcctg 20

<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 179
gatagaaaat ctttttaagt 20

<210> 180

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400> 180
aaaagagcta actatccgta 20

<210> 181

<211> 20

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 181
actcacttta ctttaaaagt 20

<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Gastroenteritis transmisible

<400> 182
gccacgctac actcacttta 20
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<210> 183

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 183
cacgcaaatc gctcgcaatc 20

<210> 184

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus bovino

<400> 184
tcagtgaagc gggatgcacg 20

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 185
gatagataag gtacttaagt 20

<210> 186

<211> 20

<212> ADN

<213> Coronavirus humano 229E

<400> 186
aagcaacttt tctatctgta 20

<210> 187

<211> 21

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 187
cggacgccaa tcactcttat a 21

<210> 188

<211> 22

<212> ADN

<213> Hepatitis murina

<400> 188
gagttgagag ggtacgtacg ga 22

<210> 189

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 189
catagagcca acacctatac g 21

<210> 190

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus reproductor y respiratorio porcino

<400> 190
atacaaatgc caaggcatag 20
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<210> 191

<211> 40

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 191
ccaagagggg ggtggtgatt ggcctttggc ttatcagtgt 40

<210> 192

<211>40

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 192
gctcgaagtg tgtatggtgc catatacggc tcaccaccat 40

<210> 193

<211> 20

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 193
aatcaccacc cccctcttgg 20

<210> 194

<211> 20

<212> ADN

<213> Astrovirus humano

<400> 194
gccaaaggcc aatcaccacc 20

<210> 195

<211> 20

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 195
gcaccataca cacttcgagc 20

<210> 196

<211> 20

<212> ADN

<213> Arteritis equina

<400> 196
atggtggtga gccgtatatg 20

<210> 197

<211> 33

<212> ADN

<213> Diana Vif de VIH-1

<400> 197
gactatggaa aacagatggc aggtgatgat tgt 33

<210> 198

<211> 34

<212> ADN

<213> Diana TAR de VIH-1

<400> 198
gaccagatct gagcctggga gctctctgge taac 34
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<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Diana U3R de VIH-1

<400> 199
cctgtactgg gtctctctgg

<210> 200
<211> 23
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 200
cctgccatct gttttccata atc

<210> 201
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 201
cacctgccat ctgttttcca ta

<210> 202
<211> 23
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 202
cctgccatct gttttccata atc

<210> 203
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 203
cacctgccat ctgttttcca ta

<210> 204
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 204
gctcccaggce tcagatctgg tc

<210> 205
<211> 22
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 205
gttagccaga gagctcccag gc

<210> 206
<211> 20
<212> ADN
<213> VIH-1

<400> 206
ccagagagac ccagtacagg

20

23

22

23

22

22

22

20

ES 2645410713
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<210> 207

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN genodmico de cadena positiva de nidovirus

<400> 207
cuacuuuucu caacuaaacg aaau 24

<210> 208

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN genomico de cadena positiva de nidovirus

<400> 208
gaucuuuuug uaaucuaaac uuua 24

<210> 209

<211> 24

<212> ARN

<213> ARN genodmico de cadena positiva de nidovirus

<400> 209
gaucuguucu cuaaacgaac uuua 24

<210> 210

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 210
atttcgttta gttgagaaaa g 21

<210> 211

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 211
gtttagttga gaaaagtag 19

<210> 212

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 212
taaagtttag attacaaaaa g 21

<210> 213

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético
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20

<400> 213
taaagttcgt ttagagaaca g

<210> 214

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 214
gttcgtttag agaacagatc

<210> 215
<211> 2717
<212> ADN

ES 2645410713

21

20

<213> Transcrito procesado de CD-86 humano

<400> 215

158



10

15

aggagcctta
tgcttcetgtg
cagtggacag
ttecetgetet
ctgeccatgece
caggaccagg
gttcattcca
cacaatcttc
acaggaatga
caacctgaaa
tcatctatac
tcaactatcg
gacgtttcca
tgtattctgg
gaccctcage
atatgtgtga
aactcttata
agagaaaaaa
aagacatctt
agtattcatt
cagaaggcaa
aatagcctcc
actgcttett
ctggaaataa
gattgtgttt
gaattctaag
agtctgggtg
tctatgtact
gttctcatce
gagcagacca
tctatctggg
agaactgaat
ctagtgagat
gagagagaga
ccaccccatc
agacagacag
gatgtcatct
aatggaagga
taggaagacc
cgtgggetgg
caaccagagg
ggctctaagg
tggggagect
ctgececatget
tgattagact
aaatgcttgt

<210> 216
<211> 46
<212> ADN
<213> Transcrito procesado de CD-86 humano

<400> 216
catttgtgac agcactatgg gactgagtaa cattctcttt gtgatg 46

<210> 217
<211> 21
<212> ADN
<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 217
agcttgagga ccctcagect ¢ 21

ggaggtacgg
ttcettggga
gcatttgtga
ctggtgctge
aatttgcaaa
aaaacttggt
agtatatggg
agatcaagga
ttegcatcca
tagtaccaat
acggttaccce
agtatgatgg
tcagettgte
aaactgacaa
ctcececcaga
tggttttectg
aatgtggaac
tccatatacc
catgcgacaa
ttttctacce
aaagacatta
ctgtaactce
ttcacttcag
aatttaggac
ttttttaaat
ctggtgececcee
ggacttatgt
gtaatagtgt

ctctgtcagg
acctaaattt

ctgttgctaa
aaacaggaaa
ggcctgggga
gaaaaaagag
aacaagtctt
cagtttccact
tecctggaage
ggcttaggac
aagacacaga
cccagcatag
aaacttgcat
tgggatcact
gagccacaaa
agacaagctt
cctagecacct
tacattc

ES 2645410 T3

ggagctcgeca
atgctgetgt
cagcactatg
tcectctgaag
ctctcaaaac
tctgaatgag
ccgcacaagt
caagggcttg
ccagatgaat
ttctaatata
agaacctaag
tattatgcag
tgtttcatte
gacgcggctt
ccacattcct
tctaattcta
caacacaatg
tgaaagatct
aagtgataca
tttecetttgt
ccatgagtaa
agctctgcete
agcacactta
caatacctcce
agacctctca
actgaatctt
atttatgacc
gattactatg
gtcagtaagg
ggggaaatta
tattgaggag
atgccagagce
agctgtgaaa
agatcttgat
gaaacaagca
ggtggtcagg
agagctgggg
tttccactcece
tcaccecgggg
ggctagcaaa
acagagacag
aagggatggg
aatgttecett
gtccatgtaa
ggctagtttc

aatactcctt
gcttatgcecat
ggactgagta
attcaagctt
caaagcctga
gtatacttag
tttgattcgg
tatcaatgta
tctgaactgt
acagaaaatg
aagatgagtg
aaatctcaag
cctgatgtta
ttatcttecac
tggattacag
tggaaatgga
gagagggaag
gatgaagccc
tgtttttaat
aagttcctgg
taagggggct
cgtatgccaa
tgggccaagce
tccagatcag
atttctggaa
gtgtacctgt
ttatagtgtt
ctctagagaa

aaaacggtgg
ggagaggcag
gcttgceeca
ttgtgaaccc
gaaccaaaag
ccacagaaat
acagatggat
gaggggtttt
agggagagcc
tggctgagag
cttacttagce
tttgagttgg
atatactggg
gcagtctcetg
tattttatgt
tattccecatg
taacatgttt
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ttggtttatt
ctggtctctt
acattctctt
atttcaatga
gtgagctagt
gcaaagagaa
acagttggac
tcatccatca
cagtgcttge
tgtacataaa
ttttgctaag
ataatgtcac
cgagcaatat
ctttetetat
ctgtacttce
agaagaagaa
agagtgaaca
agcgtgtttt
taaagagtaa
gcaacctttt
ccaggactce
gaggagactt
ccagcttaat
attcttctcet
aactgccttt
gactaaacaa
aatatcttga
aagtctaccc
cctagggtac
agatagaacc
cccaacaagce
tgtttctett
agatcacaat
acatgaaatg
agtctgtcca
ggtgataccc
atcaccttga
aggaagagct
ctacagatgt
atgattgttt
agaaatgact
cccaaacata
aaaccctcaa
tttttaccect
tgtgcagcac

cttaccacct
tttggagcta
tgtgatggce
gactgcagac
agtattttgg
atttgacagt
cctgagactt
caaaaagccc
taacttcagt
tttgacctgce
aaccaagaat
agaactgtac
gaccatctte
agagcttgag
aacagttatt
gcggectege
gaccaagaaa
taaaagttcg
agcccataca
tgatttettce
ctctaagtgg
taattctctt
ggctcatgac
taatttcata
tatctgccca
ctacctecte
aacatagaga
ctgctaagga
aggcaacaat
tggagccact
catagtggag
gaagaactga
actcaaaaga
tectggtectgt
aatggacata
aagttattgg
taatgggatg
gcaacggaat
cctacgggaa
ttgctcaagg
ttgaaaacct
aagagaactc
gggttataga
gcececctgect
agtttttaat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2717
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<210> 218

<211> 23

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 218
gcctcgcaac tettataaat gtg 23

<210> 219

<211> 22

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 219
gaaccaacac aatggagagg ga 22

<210> 220

<211> 21

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de CD-86 humano

<400> 220
gagtgaacag accaagaaaa g 21

<210> 221

<211>50

<212> ADN

<213> Cadena positiva de la gripe A

<400> 221
agcgaaagca ggcaaaccau uugaauggau gucaauccga ccuuacuuuu 50

<210> 222

<211> 25

<212> ADN

<213> Cadena menos de la gripe A

<400> 222
agtgattatc taccctgctt ttgct 25

<210> 223

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 223
agcaaaagca gggtagataa tc 22

<210> 224

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 224
gacatccatt caaatggttt g 21

<210> 225

<211> 2823

<212> ADN

<213> Transcrito procesado de miostatina humana

160
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<400> 225
agattcactg gtgtggcaag ttgtctctca gactgtacat gcattaaaat tttgcttgge 60
attactcaaa agcaaaagaa aagtaaaagg aagaaacaag aacaagaaaa aagattatat 120
tgattttaaa atcatgcaaa aactgcaact ctgtgtttat atttacctgt ttatgctgat 180
tgttgctggt ccagtggatc taaatgagaa cagtgagcaa aaagaaaatg tggaaaaaga 240
ggggctgtgt aatgcatgta cttggagaca aaacactaaa tcttcaagaa tagaagccat 300
taagatacaa atcctcagta aacttcgtet ggaaacagct cctaacatca gcaaagatgt 360
tataagacaa cttttaccca aagctcctce actccgggaa ctgattgatc agtatgatgt 420
ccagagggat gacagcagcg atggctcttt ggaagatgac gattatcacg ctacaacgga 480
aacaatcatt accatgccta cagagtctga ttttctaatg caagtggatg gaaaacccaa 540
atgttgecttc tttaaattta gctctaaaat acaatacaat aaagtagtaa aggcccaact 600
atggatatat ttgagacccg tcgagactcc tacaacagtg tttgtgcaaa tcctgagact 660
catcaaacct atgaaagacg gtacaaggta tactggaatc cgatctctga aacttgacat 720
gaacccaggc actggtattt ggcagagcat tgatgtgaag acagtgttge aaaattggcet 780
caaacaacct gaatccaact taggcattga aataaaagct ttagatgaga atggtcatga 840
tcttgctgta accttcccag gaccaggaga agatgggctg aatccgtttt tagaggtcaa 900
ggtaacagac acaccaaaaa gatccagaag ggattttggt cttgactgtg atgagcactc 960
aacagaatca cgatgctgtc gttaccctcect aactgtggat tttgaagctt ttggatggga 1020
ttggattatc gctcctaaaa gatataaggc caattactgc tctggagagt gtgaatttgt 1080
atttttacaa aaatatcctc atactcatct ggtacaccaa gcaaacccca gaggttcage 1140
aggcccttge tgtactccca caaagatgtc tccaattaat atgctatatt ttaatggcaa 1200
agaacaaata atatatggga aaattccagc gatggtagta gaccgctgtg ggtgctcatg 1260
agatttatat taagcgttca taacttccta aaacatggaa ggttttccecc tcaacaattt 1320
tgaagctgtg aaattaagta ccacaggcta taggcctaga gtatgctaca gtcacttaag 1380
cataagctac agtatgtaaa ctaaaagggg gaatatatgc aatggttggc atttaaccat 1440
ccaaacaaat catacaagaa agttttatga tttccagagt ttttgagcta gaaggagatc 1500
aaattacatt tatgttccta tatattacaa catcggcgag gaaatgaaag cgattctcct 1560
tgagttctga tgaattaaag gagtatgctt taaagtctat ttctttaaag ttttgtttaa 1620
tatttacaga aaaatccaca tacagtattg gtaaaatgca ggattgttat ataccatcat 1680
tcgaatcatc cttaaacact tgaatttata ttgtatggta gtatacttgg taagataaaa 1740
ttccacaaaa atagggatgg tgcagcatat gcaatttcca ttcctattat aattgacaca 1800
gtacattaac aatccatgcc aacggtgcta atacgatagg ctgaatgtct gaggctacca 1860
ggtttatcac ataaaaaaca ttcagtaaaa tagtaagttt ctcttttett caggggeatt 1920
ttcctacacce tccaaatgag gaatggattt tctttaatgt aagaagaatc atttttctag 1980
aggttggctt tcaattctgt agcatacttg gagaaactgec attatcttaa aaggcagtca 2040
aatggtgttt gtttttatca aaatgtcaaa ataacatact tggagaagta tgtaattttg 2100
tctttggaaa attacaacac tgcctttgca acactgcagt ttttatggta aaataataga 2160
aatgatcgac tctatcaata ttgtataaaa agactgaaac aatgcattta tataatatgt 2220
atacaatatt gttttgtaaa taagtgtctc cttttttatt tactttggta tatttttaca 2280
ctaaggacat ttcaaattaa gtactaaggc acaaagacat gtcatgcatc acagaaaagc 2340
aactacttat atttcagagc aaattagcag attaaatagt ggtcttaaaa ctccatatgt 2400
taatgattag atggttatat tacaatcatt ttatattttt ttacatgatt aacattcact 2460
tatggattca tgatggctgt ataaagtgaa tttgaaattt caatggttta ctgtcattgt 2520
gtttaaatct caacgttcca ttattttaat acttgcaaaa acattactaa gtataccaaa 2580
ataattgact ctattatctg aaatgaagaa taaactgatg ctatctcaac aataactgtt 2640
acttttattt tataatttga taatgaatat atttctgcat ttatttactt ctgttttgta 2700
aattgggatt ttgttaatca aatttattgt actatgacta aatgaaatta tttcttacat 2760
ctaatttgta gaaacagtat aagttatatt aaagtgtttt cacatttttt tgaaagacaa 2820
aaa 2823

<210> 226

<211>50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 226

acaatcatta ccatgcctac agagtgtaag tagtcctatt agtgtatatc 50

<210> 227

<211> 50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 227
cttttctttt cttattcatt tatagctgat ttictaatgc aagtggatgg 50
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<210> 228

<211> 50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 228
cccaggacca ggagaagatg ggctggtaag tgataactga aaataacatt 50

<210> 229

<211> 50

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de miostatina humana

<400> 229
tgattgttct ttccttttca aacagaatcc gtttttagag gtcaaggtaa 50

<210> 230

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 230
actctgtagg catggtaatg 20

<210> 231

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 231
cagccecatct tctcctgg 18

<210> 232

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 232
cacttgcatt agaaaatcag 20

<210> 233

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 233
cttgacctct aaaaacggat t 21

<210> 234

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 234
gttgggrttr gccgeattca ggggecggag ga 32

<210> 235

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 235
ccgcattcag gggccggagg 20

<210> 236

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 236
ggattagccg cattcagggg cc 22

<210> 237

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 237
gttgggatta gccgcattca g 21

<210> 238

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)...(37)
<223>n=A,T,CoG

<400> 238
aaaangaaac acggacaccc aaagtagtcg gttccge 37

<210> 239

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 239
cacccaaagt agtcggttcc 20
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<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 240
cacggacacc caaagtagtc

<210> 241

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 241
ggaaacacgg acacccaaag

<210> 242

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 242
aaaaggaaac acggacaccc

<210> 243

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 243
atgaaacacg gacacccaaa g

<210> 244

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 244
gaaacacgga cacccaaagt ag

<210> 245

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 245

20

20

20

21

22

gagaaacacg gacacccaaa gtag 24

ES 2645410713
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<210> 246

<211> 100

<212> ADN

<213> Sitio de corte y empalme de transcrito preprocesado de antigeno 4 de células T humanas

<400> 246

gcatgagttc actgagttcc ctttggcttt tccatgectag caatgcacgt ggcccagecct
gctgtggtac tggccagcag ccgaggcatce geccagetttg

<210> 247

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 247

gagggcggca tgggggagge 20
<210> 248

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 248
gacccatggc agcccccgtc g 21

<210> 249

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 249
gcagcagttc ttctcegtgg 20

<210> 250

<211> 125

<212> ARN

<213> Regién AUG de VP35 del virus del Ebola

<400> 250

aaugaugaag auuaaaaccu ucaucauccu uacgucaauu gaauucucua gcacucgaag
cuuauugucu ucaauguaaa agaaaagcug gucuaacaag augacaacua gaacaaaggg

caggg

<210> 251

<211> 125

<212> ADN

<213> Regién AUG de VP24 del virus del Ebola

<400> 251

cguuccaaca aucgagcgca agguuucaag guugaacuga gagugucuag acaacaaaau
auugauacuc cagacaccaa gcaagaccug agaaaaaacc auggcuaaag cuacgggacg
auaca

<210> 252

<211> 124

<212> ARN

<213> Regién AUG de L del virus del Ebola

<400> 252
guagauuaag aaaaaagccu gaggaagauu aagaaaaacu gcuuauuggg ucuuuccgug

uuuuagauga agcaguugaa auucuuccuc uugauauuaa auggcuacac aacauaccca
auac
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<210> 253

<211> 125

<212> ARN

<213> Region AUG de VP35 del virus de Marburg

<400> 253

cuaaaaaucg aagaauauua aagguuuucu uuaauauuca gaaaagguuu uuuauucucu
ucuuucuuuu ugcaaacaua uugaaauaau aauuuucaca augugggacu caucauauau
gcaac

<210> 254

<211> 125

<212> ARN

<213> Region AUG de VP24 del virus de Marburg

<400> 254

uucauucaaa cacccCaaau uuucaaucau acacauaaua accauuuuag uagcguuacce
uuucaauaca aucuagguga uugugaaaag acuuccaaac auggcagaau uaucaacgcg
uuaca

<210> 255

<211> 125

<212> ARN

<213> Regiéon AUG de L del virus de Marburg

<400> 255

ucauucucuu cgauacacgu uauaucuuua gcaaaguaau gaaaauagcc uugucauguu
agacgccagu uauccaucuu aagugaaucc uuucuucaau augcagcauc caacucaaua
uccug

<210> 256

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 256
gtcccacatt gtgaaaatta t 21

<210> 257

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 257
cttgttgcat atatgatgag tc 22

<210> 258

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 258
gttgtaacgc gttgataatt ctg 23
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<210> 259

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 259
gctgcatatt gaagaaagg

<210> 260

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 260
catcaggata ttgagttgga tg

<210> 261

<211>19

<212> ADN

<213> ARNv de arenavirus

<400> 261
cgcacmgdgg atcctagge

<210> 262

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 262
cgcctaggat ccceggtgeg

<210> 263

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 263
cgcctaggat ccceggtgeg ¢

<210> 264

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 264
gcctaggatc cactgtgcge

ES 2645410713

19

22

19

20

21

20
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<210> 265

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (12)...(12)
<223> n = Inosina

<220>

<221> modified_base
<222> (14)...(14)
<223> n = Inosina

<400> 265
gcctaggatc cnengtgcg 19

<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (13)...(13)
<223> n = Inosina

<220>

<221> modified_base
<222> (15)...(5)
<223> n = Inosina

<400> 266
cgcctaggat ccnengtgeg 20

<210> 267

<211> 20

<212> ARN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 267
gucaauaugc uaaaacgcgg 20

<210> 268

<211> 20

<212> ARN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 268
aucaauaugc ugaaacgcgg 20

<210> 269

<211> 20

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 269
gucaauaugg uacgacgagg 20
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<210> 270

<211> 21

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 270
cuuucaauau gcugaaacgc g 21

<210> 271

<211> 21

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 271
cuaucaauau gcugaaacgc g 21

<210> 272

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 272
cagcuuagga gaacaagagc ug 22

<210> 273

<211> 20

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 273
ggcugucaau augcuaaaac 20

<210> 274

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 274
aacagcauau ugacaccugg ga = 22

<210> 275

<211>23

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 275
ugggaccaua uugacgccag gga 23

<210> 276

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 276
aaacagcaua uugacgcugg ga 22

<210> 277

<211> 22

<212> ADN

<213> ARN de cadena positiva de flavivirus

<400> 277
cgguucuugu ucucccugag cc 22
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<210> 278

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(13)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 278

Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Xaa
1 5 10

<210> 279

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 279
Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10
<210> 280
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<220>
<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)
<223> Xaa="acido 6-amino hexanoico”

<400> 280
Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Xaa
1 5 10
<210> 281
<211>13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(13)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 281

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10

<210> 282

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(15)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 282

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10 15

<210> 283

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(11)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 283

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10

<210> 284

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(14)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 284

Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Arg Xaa Arg Xaa Xaa
1 5 10
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<210> 285

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(17)

<223> Xaa ="acido 6-amino hexanoico”

<400> 285

Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa Arg Xaa
1 5 10 15
Xaa

<210> 286

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 286
cctcttacct cagttaca 18

<210> 287

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 287
tgggtatgtt gtgtagccat 20

<210> 288

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 288
cctgeccttt gttctagttg 20

<210> 289

<211> 19

<212> ADN

<213> Virus del Ebola

<400> 289
gccatggttt tttctcagg 19

<210> 290

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<400> 290
gtctgggatg agagccatca ¢ 21
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<210> 291

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 291
ctgggatgag agccatcac 19

<210> 292

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 292
ctgggatgag agccatcact 20

<210> 293

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 293
tgggtatgtt gtagccat 18

<210> 294

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<400> 294
ctgggatgag atccatcact 20

<210> 295

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8)...(8)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1
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<220>

<221> modified_base

<222> (14)...(14)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de guarilpiperacina de tipo b1

<400> 295
ctgggatgag atccatcact 20

<210> 296

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<400> 296
cttcgatagt g 11

<210> 297

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (6) ... (6)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222>(9)...(9)

<223> Enlace de 4-guanidinobutanoilpiperacina de tipo b1

<400> 297
cttcgatagt g 11

<210> 298

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1
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<220>

<221> modified_base

<222> (6) ... (6)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222>(9)...(9)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 298
cttcgatagt g 11

<210> 299

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligémero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8)...(8)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (14)...(14)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de 6-guanidinohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 299
ctgggatgag atccatcact 20

<210> 300

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>
<221> modified_base
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<222> (8)...(8)
<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (18)...(18)

<223> Enlace de 6-aminohexanoilpiperacina de tipo b1

<400> 300
ctgggatgag atccgatcac t 21

<210> 301

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligébmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (1)...(1)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222>(6)...(6)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222>(9)...(9)

<223> Enlace de trifluoracetilpiperacina de tipo b1

<400> 301
cttcgatagt g 11

<210> 302

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligbmero sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (5)...(5)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (8)...(8)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (10)...(10)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1
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<220>

<221> modified_base

<222> (14)...(14)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<220>

<221> modified_base

<222> (17)...(17)

<223> Enlace de 4-metilpiperacina de tipo b1

<400> 302
ctgggatgag atccatcact 20

177



ES 2645410713

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente estructura:

O

S

¥

N
5 Tr .
en la que:
Y es -OH,
10
B
+Si—0-§- ! ‘
| o AN ,
en la que X es Cl, el nitrégeno de anillo de morfolino de una subunidad de morfolino en un oligémero morfolino o
un enlace con un soporte solido; y
15 Tr es tritilo.
2. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente estructura:
O .
>
0
& 20
H-o}ojN NN
N
1
Tr
20

3. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente estructura:
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S

o)

N
|

Tr

4. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente estructura:

O

5. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que X es un enlace con un soporte sdélido.

6. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que X es el nitrégeno de anillo de una subunidad de morfolino en un
oligébmero morfolino.

7. Uso del compuesto de la reivindicacion 2 o 3 en un método para la preparacion del compuesto de la reivindicacion
4 05.

8. Uso del compuesto de la reivindicacion 4 o 5 para sintesis de un oligémero morfolino.

9. Un método para la preparacion de un oligdmero morfolino, comprendiendo el método hacer reaccionar el
compuesto de la reivindicacion 5 con una subunidad de morfolino activada.

10. Un método para la preparacion de un oligémero morfolino, comprendiendo el método hacer reaccionar una
subunidad de morfolino con soporte de fase sélida, que tiene un nitrégeno de anillo desprotegido con el compuesto
de la reivindicacion 4.

11. Un método para destritilacion de un oligdmero morfolino, comprendiendo el método poner el oligémero morfolino
obtenido por el método de la reivindicacion 9 o 10 con una solucién que comprende trifluoroacetato de 4-
cianopiridinio y trifluoroetanol.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que la solucion comprende trifluoroacetato de 4-cianopiridinio 2 % (p/v)
en trifluoroetanol/diclorometano 20 % con etanol 1 %.
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Car ‘b1a

- 0=d=N_. NH q...lll,,l._o___n_.. aoe|uz

A

apodsues) sp opndad

181






ES 2645410713

'
- P
HO [0} Pi . 1. Nal O4; metanol acuoso ] HO \ Q. !
2. (NH4)2B4O7 :
) .~ 3. Borano-trietilamina .
HO H - 4. Acido metanodlico (p-TsOH o HCI) N
2a-d,f _ S . .3a-d,f, donde X:
o o o .
a= HO—-"—"——-O e

o

o - HO— o IV .
1. Trietilamina/DMF . o g - :
" 2. Cloruro de tritilo \[Qj .
3. Dietilamina Coe . N~ .

. W -

1. Imidazol/TBDMS-CI/DCM
2. Ko.COs/Pivalato

de clorometilo/THF

3. Etz:N-3HF/THF

‘Fig. 2B
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I'p Succinato

O

N\

Piperazina

V-Ol-%'—a

6a-d

H Y
N. N

SR eIN
odo0io
2 NS

13 CFCOOCHLCH;
13> HCFLCOOCH3
13 CHCF00CHLCH;
13d  (CF9,CHCOOCH,

HCI

POCl4

v-{( JeHel

' 15a-d
aY=COCF

bY=COC

cY =COCFLH3

dY =COCH(CF3),

Fig. 2D
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Oxidacion de Swem

16a-e N
CHINH2

_ piridina-borano

202eY=H . 17aeY=H

212 Y=FMOC 18a-¢ Y = FMOC
20a-¢ Y = POCIOEt ~ 192-¢ Y=POCIOEt
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Clorurb de tosilo
N-metilimidazol

 27a.eY=POCIOEt = 243eY=FMOC
. o 252-6Y =POCIOEt

Fig. 2F .
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* EtNH O3SN Fi
Triéxido de azufrelpiridina o n N :

Trietilamina
DMF
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KO Sag A~ PH 1 carbonildiimidazol

31 212
/'laOH. 31
. Trifenilfosfina

1,1-Carbonildiimidazol
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NaH/NMP

Trietilenglicol

95C

Anhidrido succinico/DMAP
THF; 55C

37

w— Fig. 21 ”
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Yj - **“’wfj g

TBDMS-CI . A
r ‘ Diclorometano Tr 41

TIPS-CI

.. Trietilamina
DMAP

Yan S IL
-l—-';i-o—\:o%I";;\uu I Y j

Diclorometano

. 2,6-lutidina . S N = .
. : : ; NN [« B
~ N-metilimidazol - Z ] IR @ |
N,N-dimetilfosforamidodicloridato : c....."-o o N N/ NH™ -
el ““—\(j . "
i 46

Fig. 2K
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° N
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Unidades de luz relativas
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B L-AUG (SEQIDNO:11) |
Sin carga (CE5;=203,6 nM)

‘A L-2+(SEQ IDNO:12)

Carga +2 (§E50=76,6 nh)
v L-4a+ (SEQIDNO:13) - .
- Carga +4 (CEgp=21,7 nM)

* L-4b+ (SEQID NO:14)

- Carga +4 (CEgy=7,1 nM)

,_o.l_ .. .-l - T T
0,0 0,5 ) 1,0 15

~ log[PMO] "M

20 25 3,0

Fig. 4.
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—=L-AUG (SEQIDNO:11)
Sin carga (CE5(=203,6 nM)

L2+ (SEQ D NO:12)

Carga +2 (CE5=76,6 nM)
—v— L-4a+ (SEQ ID NO:13)
Carga +4 (CEgy=21,7 nM)

—— L-4b+ (SEQ ID NO: 14)
Carga +4 (CE5=7,1 nM)
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Supervivencia
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Unidades de luz relativas
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