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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para modular la expresion del factor B del complemento
Campo

La presente solicitud se refiere a procedimientos, compuestos y composiciones para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento administrando un inhibidor
especifico del factor B del complemento (CFB) a un sujeto.

Antecedentes

El sistema del complemento es parte del sistema inmunitario innato del huésped implicado en lisar células
exodgenas, potenciar la fagocitosis de antigenos, aglutinar agentes portadores de antigenos y atraer macréfagos y
neutrofilos. El sistema del complemento se divide en tres vias de iniciacion, las vias clasica, de lectina y alternativa,
que convergen en el componente C3 para generar un complejo enzimatico conocido como C3 convertasa, que
escinde C3 en C3a y C3b. C3b se asocia con C3 convertasa mediada por CFB y da como resultado la generacién
de C5 convertasa, que escinde C5 en C5a y C5b, lo que inicia la via de ataque a la membrana que da como
resultado la formacién del complejo de ataque a la membrana (CAM) que comprende los componentes C5b, C6,
C7, C8 y C9. El complejo de ataque a la membrana (CAM) forma canales transmembranarios y altera la bicapa
fosfolipidica de las células diana, dando lugar a la lisis celular.

En el estado homeostatico, la via alternativa se activa continuamente a un nivel bajo de "marcha" ("tickover") como
resultado de la activacion de la via alternativa por hidrélisis espontanea de C3 y la produccién de C3b, que genera
la C5 convertasa.

El documento US7696344 B2 se refiere a maximizar la generacion de un reactivo de silenciamiento génico eficaz
seleccionando ARNip particulares por un disefio racional, asi como procedimientos para silenciar genes.

El documento US2004/249178 A1 se refiere a conjugados, conectores degradables, composiciones,
procedimientos de sintesis y aplicaciones de los mismos, incluyendo conjugados derivados de colesterol, folato,
galactosa, galactosamina, N-acetilgalactosamina, PEG, fosfolipido, péptido y seroalbumina humana (HSA) de
compuestos biolégicamente activos.

El documento WO2012/177947 A2 se refiere a un acido ribonucleico bicatenario (ARNbc) dirigido a un gen APOC3
y procedimientos de uso del ARNbc para inhibir la expresion de APOC3.

El documento WO2013/166121 A1 se refiere a conjugados que contienen tetraGalNAc y procedimientos para el
suministro de oligonucledtidos.

M. Maier et al. (2003) se refiere a un motivo de reconocimiento de carbohidrato multivalente para el receptor de
asialoglucoproteina, disefiado para el suministro especifico de célula y tejido de farmacos antisentido a células
hepaticas parenquimatosas.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado monocatenario y
un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en de 16 a 30 nucledsidos unidos y tiene una
secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 455, 237, 448, 453, 444, 450, 598, 198,
549 y 228 en el que el oligonucledétido modificado tiene:

un segmento de hueco que consiste en desoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consiste en nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se sitia entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3' y en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glucido modificado;

en el que el grupo conjugado comprende:
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y en el que el compuesto puede inhibir la expresion de CFB.

La presente invencion también proporciona una composicion que comprende el compuesto de la invencién o una
sal del mismo y al menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona el compuesto o la composiciéon de la invencién para su uso en el
tratamiento de una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un
sujeto.

Sumario de la divulgacion

El sistema del complemento media en la inmunidad innata y desempefia un papel importante en la respuesta
inflamatoria normal a la lesion, pero su regulacion incorrecta puede provocar lesiones graves. La activacion de la
via alternativa del complemento mas alla de su nivel constitutivo de "marcha" puede dar lugar a una hiperactividad
incontrolada y manifestarse como enfermedades de regulacion incorrecta del complemento. Las referencias a
procedimientos de tratamiento en los parrafos posteriores de la presente descripcidon se deben interpretar como
referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso
en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) por tratamiento.

Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren a procedimientos para tratar, prevenir o mejorar
una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto por la
administracion de un inhibidor especifico del factor B del complemento (CFB). Varios modos de realizacion de la
divulgacion se refieren a un procedimiento para inhibir la expresion de CFB en un sujeto que tiene, o esta en riesgo
de tener, una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento
administrando un inhibidor especifico de CFB al sujeto. En determinados modos de realizacion de la divulgacion,
un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion de depésitos de C3 en el ojo de un sujeto que tiene, o esta
en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento
comprende administrar un inhibidor especifico de CFB al sujeto. En varios modos de realizacion de la divulgacion,
un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacién de depdsitos de C3 en el rifidn de un sujeto que tiene, o
estd en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del
complemento comprende administrar un inhibidor especifico de CFB al sujeto.

Descripcion detallada

Se debe entender que tanto la descripcidon general anterior como la siguiente descripcién detallada son solo
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invencion, como se reivindica. En el presente documento, el
uso del singular incluye el plural a menos que se establezca especificamente de otro modo. Como se usa en el
presente documento, el uso de "o" quiere decir "y/0" a menos que se establezca de otro modo. Ademas, el uso del
término "incluyendo"”, asi como otras formas, tales como "incluye" e "incluido”, no es limitante. Ademas, términos
tales como "elemento"” o "componente" engloban tanto elementos como componentes que comprenden una unidad
y elementos y componentes que comprenden mas de una subunidad, a menos que se establezca especificamente
de otro modo.

Los encabezados de seccion usados en el presente documento solo son por motivos de organizacion y no se
deben entender como limitantes de la materia objeto descrita.

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura usada en relaciéon con, y los
procedimientos y técnicas de, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica
descritas en el presente documento son los bien conocidos y cominmente usados en la técnica. Se pueden usar
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técnicas estandar para la sintesis quimica y el analisis quimico. Determinadas de dichas técnicas y procedimientos
se pueden encontrar, por ejemplo, en "Carbohydrate Modifications in Antisense Research" editado por Sangvi and
Cook, American Chemical Society, Washington D.C., 1994; "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 21.2 edicidon, 2005; y "Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and
Applications" editado por Stanley T. Crooke, CRC Press, Boca Raton, Florida; y Sambrook et al., "Molecular
Cloning, A laboratory Manual", 2.2 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

A menos que se indique de otro modo, los siguientes términos tienen los siguientes significados:

"2'-F nucledsido" se refiere a un nucledsido que comprende un glucido que comprende fldor en la posicion 2'. A
menos que se indique de otro modo, el flior en un 2'-F nucledésido esta en la posicién ribo (reemplazando el OH
de una ribosa natural).

"2'-O-metoxietilo" (también 2'-MOE y 2'-O(CH2)2-OCHs) se refiere a una modificacion de O-metoxi-etilo en la
posicion 2' de un anillo furanosa. Un glucido 2'-O-metoxietilo modificado es un glucido modificado.

"2'-MOE nucledsido" (también 2'-O-metoxietilo-nucledsido) quiere decir un nucledsido que comprende un resto
glucidico 2'-MOE modificado.

"Nucledsido 2'-sustituido" quiere decir un nucledsido que comprende un sustituyente en la posicién 2' del anillo
furanosilo distinto de H u OH. En determinados modos de realizacion, los nucleésidos 2'-sustituidos incluyen
nucledsidos con modificaciones glucidicas biciclicas.

"Sitio diana 3" se refiere al nucledtido de un acido nucleico diana que es complementario al nucledtido mas hacia
3' de un compuesto antisentido particular.

"Sitio diana 5™ se refiere al nucleétido de un acido nucleico diana que es complementario al nucleétido mas hacia
5' de un compuesto antisentido particular.

"5-metilcitosina" quiere decir una citosina modificada con un grupo metilo unido a la posicion 5'. Una 5-metilcitosina
es una nucleobase modificada.

"Aproximadamente" quiere decir dentro de +10 % de un valor. Por ejemplo, si se establece, "los compuestos
afectaron a al menos aproximadamente un 70 % de la inhibicion de CFB", denota que los niveles de CFB se inhiben
dentro de un intervalo de un 60 % y 80 %.

"Administracion" o "administrar" se refiere a vias para introducir un compuesto antisentido proporcionado en el
presente documento a un sujeto para realizar su funcién prevista. Un ejemplo de una via de administracion que se
puede usar incluye, pero no se limita a, administracion parenteral, tal como inyeccién o infusién subcutéanea,
intravenosa o intramuscular.

"Alquilo", como se usa en el presente documento, quiere decir un radical hidrocarburo lineal o ramificado saturado
que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, sin limitacion, metilo,
etilo, propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. Los grupos alquilo tipicamente incluyen
de 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono
(alquilo C1-C12) siendo mas preferente de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, "alquenilo" quiere decir un radical de cadena hidrocarbonada lineal o
ramificado que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un doble enlace carbono-
carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen sin limitacion, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-
ilo, dienos tales como 1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo tipicamente incluyen de 2 a
aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo
mas preferentes de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo como se usa en el presente
documento pueden incluir opcionalmente uno o mas de otros grupos sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "alquinilo" quiere decir un radical hidrocarburo lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los
ejemplos de grupos alquinilo incluyen, sin limitacion, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo y similares. Los grupos alquinilo
tipicamente incluyen de 2 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente
12 atomos de carbono, siendo mas preferentes de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquinilo
como se usa en el presente documento pueden incluir opcionalmente uno o mas de otros grupos sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "acilo" quiere decir un radical formado por la retirada de un grupo hidroxilo
de un acido organico y tiene la féormula general -C(O)-X donde X es tipicamente alifatico, aliciclico o aromatico. Los
ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos
alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Los grupos acilo como se usa en el presente
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documento pueden incluir opcionalmente otros grupos sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "aliciclico” quiere decir un sistema de anillo ciclico en el que el anillo es
alifatico. El sistema de anillo puede comprender uno o mas anillos en el que al menos un anillo es alifatico. Los
aliciclicos preferentes incluyen anillos que tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 atomos de carbono
en el anillo. Aliciclico como se usa en el presente documento puede incluir opcionalmente otros grupos
sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "alifatico” quiere decir un radical hidrocarburo lineal o ramificado que
contiene hasta veinticuatro atomos de carbono en el que la saturacién entre dos atomos de carbono cualesquiera
es un enlace simple, doble o triple. Un grupo alifatico contiene preferentemente de 1 a aproximadamente 24 atomos
de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferente de 1 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. La cadena lineal o ramificada de un grupo alifatico se puede interrumpir
con uno 0 mas heteroatomos que incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre y fésforo. Dichos grupos alifaticos
interrumpidos por heteroatomos incluyen sin limitacion, polialcoxis, tales como polialquilenglicoles, poliaminas y
poliiminas. Los grupos alifaticos como se usa en el presente documento pueden incluir opcionalmente otros grupos
sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "alcoxi" quiere decir un radical formado entre un grupo alquilo y un atomo
de oxigeno en el que el atomo de oxigeno se usa para unir el grupo alcoxi a una molécula original. Los ejemplos
de grupos alcoxi incluyen sin limitacion, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, n-
pentoxi, neopentoxi, n-hexoxi y similares. Los grupos alcoxi como se usa en el presente documento pueden incluir
opcionalmente otros grupos sustituyentes.

Como se usa en el presente documento, "aminoalquilo" quiere decir un radical alquilo C1-C12 sustituido con amino.
La porcion de alquilo del radical forma un enlace covalente con una molécula original. El grupo amino se puede
localizar en cualquier posicidon y el grupo aminoalquilo puede estar sustituido con otro grupo sustituyente en las
porciones alquilo y/o amino.

Como se usa en el presente documento, "aralquilo" y "arilalquilo" quieren decir un grupo aromatico que esta
enlazado covalentemente a un radical alquilo C1-C12. La porcién de radical alquilo del grupo aralquilo (o arilalquilo)
resultante forma un enlace covalente con una molécula original. Los ejemplos incluyen sin limitacion, bencilo,
fenetilo y similares. Los grupos aralquilo como se usa en el presente documento pueden incluir opcionalmente
otros grupos sustituyentes unidos al alquilo, al arilo 0 a ambos grupos que forman el grupo radical.

Como se usa en el presente documento, "arilo" y "aromatico" quieren decir radicales de sistema de anillo
carbociclico mono o policiclico que tiene uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos arilo incluyen sin
limitacion, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, idenilo y similares. Los sistemas de anillo arilo preferentes tienen
de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Los grupos arilo como se
usa en el presente documento pueden incluir opcionalmente otros grupos sustituyentes.

"Mejoria" se refiere a una disminucién de al menos un indicador, signo o sintoma de una enfermedad, trastorno o
afeccion asociados. En determinados modos de realizacion, la mejora incluye un retraso o ralentizaciéon en la
progresion de uno o mas indicadores de una afeccion o enfermedad. La gravedad de los indicadores se puede
determinar por medidas subjetivas u objetivas, que son conocidas para los expertos en la técnica.

"Animal" se refiere a un animal humano o no humano, incluyendo, pero sin limitarse a, ratones, ratas, conejos,
perros, gatos, cerdos y primates no humanos, incluyendo pero sin limitarse a, monos y chimpanceés.

"Actividad antisentido" quiere decir cualquier actividad detectable o medible atribuible a la hibridaciéon de un
compuesto antisentido a su acido nucleico diana. En determinados modos de realizacion, la actividad antisentido
es una disminucion en la cantidad o expresion de un acido nucleico diana o proteina codificada por dicho acido
nucleico diana.

"Compuesto antisentido" quiere decir un compuesto oligomérico que puede experimentar hibridacion a un acido
nucleico diana a través de enlaces de hidrégeno. Los ejemplos de compuestos antisentido incluyen compuestos
monocatenarios y bicatenarios, tales como oligonucleétidos antisentido, ARNip, ARNhc, ARNmc y compuestos
basados en ocupacion.

"Inhibicién antisentido" quiere decir la reduccién de los niveles de acido nucleico diana en presencia de un
compuesto antisentido complementario a un acido nucleico diana en comparacion con los niveles de acido nucleico
diana en ausencia del compuesto antisentido.

Los "mecanismos antisentido" son todos los mecanismos que implican la hibridaciéon de un compuesto con el acido
nucleico diana, en los que el resultado o efecto de la hibridacién es la degradacion de la diana o bien la ocupacion
de la diana con el estancamiento concomitante de la maquinaria celular que implica, por ejemplo, la transcripciéon
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o el empalme.

"Oligonucledtido antisentido" quiere decir un oligonucleétido monocatenario que tiene una secuencia de
nucleobases que permite la hibridaciéon a una regiéon o segmento correspondiente de un acido nucleico diana.

La "complementariedad de bases" se refiere a la capacidad para el emparejamiento de bases preciso de
nucleobases de un oligonucleétido antisentido con las correspondientes nucleobases en un acido nucleico diana
(es decir, hibridacidn), y estd mediada por la union de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inversa
entre las correspondientes nucleobases.

"Resto glucidico biciclico" quiere decir un resto glucidico modificado que comprende un anillo de 4 a 7 miembros
(incluyendo pero sin limitarse a un furanosilo) que comprende un puente que conecta dos atomos del anillo de 4 a
7 miembros para formar un segundo anillo, lo que da como resultado una estructura biciclica. En determinados
modos de realizacion, el anillo de 4 a 7 miembros es un anillo glucidico. En determinados modos de realizacion, el
anillo de 4 a 7 miembros es un furanosilo. En determinados de dichos modos de realizacién, el puente conecta el
carbono 2'y el carbono 4' del furanosilo.

"Acido nucleico biciclico" o "BNA" o "nucleésidos BNA" quiere decir monémeros de &cido nucleico que tienen un
puente que conecta dos atomos de carbono entre la posiciéon 4'y 2' de la unidad glucidica nucleosidica, formando
de este modo un glucido biciclico. Los ejemplos de dichos glucidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a A) a-L-
metilenoxi (4’-CH2-0-2’) LNA, (B) B-D-metilenoxi (4’-CH2-O-2") LNA, (C) etilenoxi (4’-(CH2)2-O-2’) LNA, (D) aminooxi
(4’-CH2-O-N(R)-2’) LNA y (E) oxiamino (4’-CH2-N(R)-O-2’) LNA, como se representa a continuacion.

: Bx _ _
U‘T s ¢ YOy B o B E
3 %7
s d (/]
TS

(A) (B

(E)

Como se usa en el presente documento, los compuestos de LNA incluyen, pero no se limitan a, compuestos que
tienen al menos un puente entre la posicion 4' y la 2' del glicido en los que cada uno de los puentes comprende
independientemente 1 o de 2 a 4 grupos enlazados seleccionados independientemente de —[C(R1)(Rz2)]n—,
-C(R1)=C(R2) -, -C(R1)=N-, -C(=NR1) -, =C(=0)-, -C(=S) —, —O-, -Si(R1)2—, =S(=O)x— y “N(R1) —; en los que: x
es0,102;nes 1,2, 304;cada Ry Rz es, independientemente , H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C1-C1z2,
alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-C12, alquenilo C2-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C+2 sustituido,
arilo Cs-Coo, arilo Cs-C2o sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo
sustituido, radical aliciclico Cs-Cyz, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COQOJ1, acilo
(C(=0)-H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); y cada J1y J2 es, independientemente,
H, alquilo C1-C12, alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-C12, alquenilo C2-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo
C2-C12 sustituido, arilo Cs-C20, arilo Cs-C2o sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, un radical heterociclo, un
radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C1-C12 sustituido o un grupo protector.

Los ejemplos de grupos puente 4'- 2' englobados dentro de la definicidn de LNA incluyen, pero no se limitan a una
de las férmulas: -[C(R1)(Rz2)]n—, -[C(R1)(R2)]-O-, —C(R1R2)-N(R1)-O- 0 —~C(R1R2)-O-N(R1)-. Ademas, otros grupos
puente englobados con la definicién de LNA son los puentes 4'-CH2-2', 4'-(CH2)2-2', 4'-(CH2)3-2', 4'-CH2-O-2'", 4'-
(CH2)2-0-2', 4'-CH2-O-N(R1)-2' y 4'-CH2-N(R1)-O-2'-, en los que cada R1y Rz es, independientemente, H, un grupo
protector o alquilo C4-C12.

También se incluyen dentro de la definicion de LNA de acuerdo con la invencion LNA en los que el grupo 2'-
hidroxilo del anillo glucidico ribosilo esta conectado al atomo de carbono 4' del anillo glucidico, formando de este
modo un puente metilenoxi (4’-CH2-O-2’) para formar un resto glucidico biciclico. El puente también puede ser un
grupo metileno (—CHz2-) que conecta el atomo de oxigeno 2'y el atomo de carbono 4', para el que se usa el término
metilenoxi (4’-CH2-O-2") LNA. Ademas; en el caso del resto glucidico biciclico que tiene un grupo puente etileno
en esta posicion, se usa el término etilenoxi (4’-CH2CH2-O-2’) LNA, a —L- metilenoxi (4’-CH2-O-2’), un isébmero de
metilenoxi (4’-CH2-O-2’) LNA también se engloba dentro de la definicion de LNA, como se usa en el presente
documento.

"Estructura de caperuza" o "resto de caperuza terminal" quiere decir modificaciones quimicas que se han
incorporado en cualquier extremo de un compuesto antisentido.

"Carbohidrato" quiere decir un carbohidrato natural, un carbohidrato modificado o un derivado de carbohidrato.

"Agrupacion de carbohidrato" quiere decir un compuesto que tiene uno o mas residuos de carbohidrato unidos a
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un andamio o grupo conector. (véanse, por ejemplo, Maier et al., "Synthesis of Antisense Oligonucleotides
Conjugated to a Multivalent Carbohydrate Cluster for Cellular Targeting", Bioconjugate Chemistry, 2003, (14): 18-
29, o Rensen et al., "Design and Synthesis of Novel N-Acetylgalactosamine-Terminated Glycolipids for Targeting
of Lipoproteins to the Hepatic Asiaglycoprotein Receptor"”, J. Med. Chem. 2004, (47): 5798-5808, para ejemplos de
agrupaciones de conjugados de carbohidratos).

"Derivado de carbohidrato" quiere decir cualquier compuesto que se puede sintetizar usando un carbohidrato como
material de partida o intermedio.

"cEt" o "etilo restringido" quiere decir un resto glucidico biciclico que comprende un puente que conecta el carbono
4'y el carbono 2', en el que el puente tiene la férmula: 4’-CH(CH3)-0O-2".

"Modificacién quimica" quiere decir una diferencia quimica en un compuesto cuando se compara con su homélogo
natural. Las modificaciones quimicas de oligonucleétidos incluyen modificaciones nucleosidicas (incluyendo
modificaciones de restos glucidicos y modificaciones de nucleobases) y modificaciones de enlaces
internucleosidicos. En referencia a un oligonucleétido, la modificacién quimica no incluye diferencias solo en la
secuencia de nucleobases.

"Enlace escindible" quiere decir cualquier enlace quimico que se puede dividir. En determinados modos de
realizacién, un enlace escindible se selecciona de entre: una amida, una poliamida, un éster, un éter, uno o ambos
ésteres de un fosfodiéster, un éster de fosfato, un carbamato, un disulfuro o un péptido.

"Resto escindible" (CM) quiere decir un enlace o grupo que se puede escindir en condiciones fisiolégicas. En
determinados modos de realizacion, un resto escindible se escinde dentro de una célula o compartimentos
subcelulares, tales como un lisosoma. En determinados modos de realizacion, un resto escindible se escinde por
enzimas enddgenas, tales como nucleasas. En determinados modos de realizacién, un resto escindible comprende
un grupo de atomos que tienen uno, dos, tres, cuatro o mas de cuatro enlaces escindibles.

"Conjugado" o "grupo conjugado” quiere decir un atomo o grupo de atomos unido a un oligonucleétido o compuesto
oligomérico. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades del compuesto al que se unen,
incluyendo, pero sin limitarse a, propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas, de unién, absorcion, distribucion
celular, captacion celular, carga y/o eliminacion.

"Conector conjugado” o "conector" en el contexto de un grupo conjugado quiere decir una porcién de un grupo
conjugado que comprende cualquier atomo o grupo de atomos y que enlaza covalentemente (1) un oligonucleétido
a otra porcion del grupo conjugado o (2) dos 0 mas porciones del grupo conjugado.

Los grupos conjugados se muestran en el presente documento como radicales, proporcionando un enlace para
formar una unién covalente a un compuesto oligomérico tal como un oligonucleétido antisentido. En determinados
modos de realizacion, el punto de unidn en el compuesto oligomérico es el atomo de oxigeno 3' del grupo hidroxilo
3' del nucledsido terminal 3' del compuesto oligomérico. En determinados modos de realizacién, el punto de unién
en el compuesto oligomérico es el atomo de oxigeno 5' del grupo hidroxilo 5' del nucledsido terminal 5' del
compuesto oligomérico. En determinados modos de realizacién, el enlace para formar la unién al compuesto
oligomérico es un enlace escindible. En determinados de dichos modos de realizacion, dicho enlace escindible
constituye todo o parte de un resto escindible.

En determinados modos de realizacion, los grupos conjugados comprenden un resto escindible (por ejemplo, un
enlace escindible o nucledsido escindible) y una porcién de agrupacion de carbohidrato, tal como una porcién de
agrupacion de GalNAc. Dicha porcion de agrupacién de carbohidrato comprende: un resto dirigido v,
opcionalmente, un conector conjugado. En determinados modos de realizacién, la porcién de agrupacion de
carbohidrato se identifica por el nimero e identidad del ligando. Por ejemplo, en determinados modos de
realizacion, la porcion de agrupacién de carbohidrato comprende 3 grupos GalNAc y se denomina "GalNAc3". En
determinados modos de realizacion, la porcidon de agrupacién de carbohidrato comprende 4 grupos GalNAc y se
denomina "GalNAc4". Las porciones de agrupaciones de carbohidratos especificos (que tienen grupos conectores
conjugados, de ramificacion y de anclaje especificos) se describen en el presente documento y se designan por
numeros romanos seguidos del subindice "a". En consecuencia, "GalNac3-1a" se refiere a una porciéon de
agrupacioén de carbohidrato especifica de un grupo conjugado que tiene 3 grupos GalNac y grupos de anclaje,
ramificaciéon y de enlace especificamente identificados. Dicho fragmento de agrupacion de carbohidrato se une a
un compuesto oligomérico por medio de un resto escindible, tal como un enlace escindible o nucledsido escindible.

"Compuesto conjugado” quiere decir cualquier atomo, grupo de atomos o grupo de atomos enlazados adecuado
para su uso como grupo conjugado. En determinados modos de realizacion, los compuestos conjugados pueden
poseer o impartir una o mas propiedades, incluyendo, pero sin limitarse a, propiedades farmacodinamicas,
farmacocinéticas, de union, absorcion, distribucién celular, captacion celular, carga y/o eliminacion.

"Nucleodsido de etilo restringido" (también nucledsido cEt) quiere decir un nucledsido que comprende un resto
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glucidico biciclico que comprende un puente 4'-CH(CHs)-O-2'.

"Factor B del complemento (CFB)" quiere decir cualquier acido nucleico o proteina de CFB. "Acido nucleico de
CFB" quiere decir cualquier acido nucleico que codifica CFB. Por ejemplo, en determinados modos de realizacion,
un acido nucleico de CFB incluye una secuencia de ADN que codifica CFB, una secuencia de ARN transcrita a
partir de ADN que codifica CFB (incluyendo ADN gendmico que comprende intrones y exones), incluyendo una
secuencia de ARN que no codifica proteinas (es decir, no codificante) y una secuencia de ARNm que codifica CFB.
"ARNm de CFB" quiere decir un ARNm que codifica una proteina de CFB.

"Inhibidor especifico de CFB" se refiere a cualquier agente que puede inhibir especificamente la actividad o
expresion de ARN de CFB y/o proteina de CFB a nivel molecular. Por ejemplo, los inhibidores especificos de CFB
incluyen acidos nucleicos (incluyendo compuestos antisentido), péptidos, anticuerpos, moléculas pequefias y otros
agentes que pueden inhibir la expresién de ARN de CFB y/o proteina de CFB.

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

"Compuestos antisentido quiméricos" quiere decir compuestos antisentido que tienen al menos 2 regiones
quimicamente distintas, teniendo cada posicion una pluralidad de subunidades.

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

Se entendera que "comprender"”, "comprende" y "comprendiendo” implican la inclusién de una etapa o elemento o
grupo de etapas o elementos establecidos, pero no la exclusién de cualquier otra etapa o elemento o grupo de
etapas o elementos.

"Nucleobases contiguas" quiere decir nucleobases inmediatamente adyacentes entre si.

"Desoxinucledsido” quiere decir un nucledsido que comprende un resto glucidico 2'-H furanosilo, como se
encuentra en desoxirribonucledsidos (ADN) naturales. En determinados modos de realizacién, un 2'-
desoxinucledsido puede comprender una nucleobase modificada o puede comprender una nucleobase de ARN
(por ejemplo, uracilo).

"Desoxirribonucledtido” quiere decir un nucleétido que tiene un hidrégeno en la posicion 2' de la porcién glucidica
del nucleétido. Los desoxirribonucleétidos se pueden maodificar con cualquiera de una variedad de sustituyentes.

"Disefio" o "diseflado para" se refiere al proceso de disefio de un compuesto oligomérico que se hibrida
especificamente con una molécula de acido nucleico seleccionada.

"Modificado de manera diferente" quiere decir modificaciones quimicas o sustituyentes quimicos que son diferentes
entre si, incluyendo ausencia de modificaciones. Por tanto, por ejemplo, un nucleésido MOE y un nucledsido de
ADN no modificado estan "modificados de manera diferente", aunque el nucledsido de ADN no esté modificado.
Asimismo, ADN y ARN estan "modificados de manera diferente", aunque ambos son nucledsidos no modificados
naturales. Los nucledsidos que son iguales pero que comprenden diferentes nucleobases no estan modificados de
manera diferente. Por ejemplo, un nucleésido que comprende un glucido 2'-OMe modificado y una nucleobase de
adenina no modificada y un nucleésido que comprende un glucido 2'-OMe modificado y una nucleobase de timina
no modificada no estan modificados de manera diferente.

"Bicatenario" se refiere a dos compuestos oligoméricos separados que se hibridan entre si. Dichos compuestos
bicatenarios pueden tener uno o mas nucleésidos no hibridantes en uno o ambos extremos de una o0 ambas hebras
(protuberancias) y/o uno o méas nucledsidos no hibridantes internos (emparejamientos erréneos) siempre que
exista suficiente complementariedad para mantener la hibridacion en condiciones fisiol6gicamente pertinentes.

"Cantidad eficaz" quiere decir la cantidad de agente farmacéutico activo suficiente para efectuar un resultado
fisiologico deseado en un individuo que necesita el agente. La cantidad eficaz puede variar entre individuos
dependiendo de la salud y el estado fisico del individuo que se va a tratar, el grupo taxonémico de los individuos
que se van a tratar, la formulacion de la composicidn, evaluacion de la afeccion médica del individuo y otros factores
pertinentes.

"Eficacia" quiere decir la capacidad para producir un efecto deseado.

"Expresion" incluye todas las funciones por las que la informacién codificada de un gen se convierte en estructuras
presentes y funcionales en una célula. Dichas estructuras incluyen, pero no se limitan a los productos de
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transcripcion y traduccion.

"Totalmente complementario” o "100 % complementario" quiere decir que cada nucleobase de un primer acido
nucleico tiene una nucleobase complementaria en un segundo acido nucleico. En determinados modos de
realizacion, un primer acido nucleico es un compuesto antisentido y un &acido nucleico diana es un segundo acido
nucleico.

"Furanosilo" quiere decir una estructura que comprende un anillo de 5 miembros que comprende cuatro dtomos
de carbono y un atomo de oxigeno.

"Gapmero" quiere decir un compuesto antisentido quimérico en el que una regién interna que tiene una pluralidad
de nucledsidos que soportan la escision por RNasa H se sitla entre regiones externas que tienen uno o mas
nucledsidos, en el que los nucledsidos que comprenden la region interna son quimicamente distintos del nucledsido
o nucledsidos que comprenden las regiones externas. La regién interna se puede denominar "hueco" y las regiones
externas se pueden denominar "alas".

"Halo" y "halégeno" quieren decir un atomo seleccionado de fltor, cloro, bromo y yodo.

"Heteroarilo" y "heteroaromatico" quieren decir un radical que comprende un anillo, sistema de anillo o sistema de
anillo fusionado mono o policiclico aromatico en el que al menos uno de los anillos es aromatico e incluye uno o
mas heteroatomos. Heteroarilo también pretende incluir sistemas de anillo fusionado que incluyen sistemas donde
uno o mas de los anillos fusionados no contienen heteroatomos. Los grupos heteroarilo tipicamente incluyen un
atomo en el anillo seleccionado de azufre, nitrdgeno u oxigeno. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen sin
limitacién, piridinilo, piracinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo,
tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo, benzooxazolilo, quinoxalinilo
y similares. Los radicales heteroarilo se pueden unir a una molécula original directamente o a través de un resto
de enlace tal como un grupo alifatico o heteroatomo. Los grupos heteroarilo como se usa en el presente documento
pueden incluir opcionalmente otros grupos sustituyentes.

"Hibridacion" quiere decir la hibridacion de moléculas de acido nucleico complementarias. En determinados modos
de realizacioén, las moléculas de acido nucleico complementarias incluyen, pero no se limitan a, un compuesto
antisentido y una diana de acido nucleico. En determinados modos de realizacién, las moléculas de acido nucleico
complementarias incluyen, pero no se limitan a, un oligonucleétido antisentido y una diana de acido nucleico.

"Identificar a un animal que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad, trastorno y/o afecciéon" quiere decir
identificar a un animal que se ha diagnosticado con la enfermedad, trastorno y/o afeccién o identificar a un animal
predispuesto a desarrollar la enfermedad, trastorno y/o afeccién. Dicha identificacidon se puede lograr por cualquier
procedimiento, incluyendo evaluar los antecedentes médicos de un individuo y las pruebas o evaluaciones clinicas
estandar.

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

"Individuo" quiere decir un animal humano o no humano seleccionado para un tratamiento.

"Inhibir la expresion o actividad" se refiere a una reduccion, bloqueo de la expresiéon o actividad y no indica
necesariamente una eliminacion total de expresién o actividad.

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

"Grupo de enlace neutro internucleosidico" quiere decir un grupo de enlace neutro que enlaza directamente dos
nucledsidos.

"Grupo de enlace de fésforo internucleosidico" quiere decir un grupo de enlace de fésforo que enlaza directamente
dos nucledsidos.

Oligonucledtidos antisentido "alargados" son los que tienen uno o mas nucledsidos adicionales en relacion con un
oligonucleétido antisentido divulgado en el presente documento.

"Motivo de enlace" quiere decir un patrén de modificaciones de enlace en un oligonucleétido o regiéon del mismo.
Los nucledsidos de dicho oligonucledétido pueden estar modificados o no modificados. A menos que se indique de
otro modo, los motivos en el presente documento que describen solo enlaces pretenden ser motivos de enlace.
Por tanto, en dichos casos, los nucledsidos no estan limitados.

"Desoxinucledsido enlazado" quiere decir una base de acido nucleico (A, G, C, T, U) sustituida por desoxirribosa
enlazada por un éster de fosfato para formar un nucleétido.
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"Nucledsidos enlazados" quiere decir nucleésidos adyacentes enlazados entre si por un enlace internucleosidico.

"Nucledsido de acido nucleico bloqueado” o "LNA" quiere decir un nucledsido que comprende un resto glucidico
biciclico que comprende un puente 4'-CH2-O-2".

"Emparejamiento erréneo” o "nucleobase no complementaria" se refiere al caso en que una nucleobase de un
primer acido nucleico no se puede emparejar con la correspondiente nucleobase de un segundo &cido nucleico o
acido nucleico diana.

"Enlace internucleosidico modificado" se refiere a una sustitucion o cualquier cambio de un enlace internucleosidico
natural (es decir, un enlace internucleosidico fosfodiéster).

"Nucleobase modificada" quiere decir cualquier nucleobase distinta de adenina, citosina, guanina, timidina o
uracilo. Una "nucleobase no modificada" quiere decir las bases purinicas adenina (A) y guanina (G), y las bases
pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

"Nucledsido modificado" quiere decir un nucledsido que tiene, independientemente, un resto glucidico modificado
y/o una nucleobase modificada.

"Nucledtido modificado" quiere decir un nucleétido que tiene, independientemente, un resto glucidico modificado,
enlace internucleosidico modificado o nucleobase modificada.

"Oligonucleétido modificado" quiere decir un oligonucleétido que comprende al menos un enlace internucleosidico
modificado, un glicido modificado y/o una nucleobase modificada.

"Glucido modificado" quiere decir sustitucion y/o cualquier cambio de un resto glucidico natural.

"Modular" se refiere a cambiar o ajustar un rasgo caracteristico en una célula, tejido, érgano u organismo. Por
ejemplo, modular ARNm de CFB puede querer decir incrementar o disminuir el nivel de ARNm de CFB y/o proteina
de CFB en una célula, tejido, drgano u organismo. Un "modulador" efectua el cambio en la célula, tejido, érgano u
organismo. Por ejemplo, un compuesto antisentido de CFB puede ser un modulador que disminuye la cantidad de
ARNmM de CFB y/o proteina de CFB en una célula, tejido, 6rgano u organismo.

"Mondémero" se refiere a una sola unidad de un oligémero. Los monémeros incluyen, pero no se limitan a,
nucledsidos y nucledtidos, ya sean naturales o modificados.

"Sistema de anillo mono o policiclico" pretende incluir todos los sistemas de anillo seleccionados de sistemas de
anillo de radical unico o policiclico en los que los anillos estan fusionados o enlazados y pretende la inclusion de
sistemas de anillo Unico y mixto seleccionados individualmente de alifatico, aliciclico, arilo, heteroarilo, aralquilo,
arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico y heteroarilalquilo. Dichas estructuras mono y policiclicas
pueden contener anillos que tienen cada uno el mismo nivel de saturaciéon o cada uno, independientemente, tiene
grados variables de saturacion incluyendo totalmente saturado, parcialmente saturado o totalmente insaturado.
Cada anillo puede comprender atomos de anillo seleccionados de C, N, Oy S para dar lugar a anillos heterociclicos,
asi como anillos que comprenden solo atomos de anillo de C que pueden estar presentes en un motivo mixto tal
como, por ejemplo, bencimidazol, en el que un anillo tiene solo a&tomos de anillo de carbono y el anillo fusionado
tiene dos atomos de nitrégeno. El sistema de anillo mono o policiclico puede estar sustituido ademas con grupos
sustituyentes tales como, por ejemplo, ftalimida que tiene dos grupos =0 unidos a uno de los anillos. Los sistemas
de anillo mono o policiclicos se pueden unir a moléculas originales usando diversas estrategias tales como
directamente a través de un atomo del anillo, fusionado a través de multiples atomos del anillo, a través de un
grupo sustituyente o a través de un resto de enlace bifuncional.

"Motivo" quiere decir el patron de nucledsidos no modificados y modificados en un compuesto antisentido.
"Resto glucidico natural" quiere decir un resto glucidico hallado en el ADN (2'-H) o ARN (2'-OH).
"Enlace internucleosidico natural" quiere decir un enlace fosfodiéster 3' a 5'.

"Grupo de enlace neutro" quiere decir un grupo de enlace que no se carga. Los grupos de enlace neutros incluyen
sin limitacion, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (-CH2-N(CH3)-O-), amida-3 (-CH2-C(=0)-N(H)-), amida-4
(-CH2-N(H)-C(=0)-), formacetal (-O-CH2-O-) y tioformacetal (—-S-CH2-O-). Otros grupos de enlace neutros
incluyen enlaces no idnicos que comprenden siloxano (dialquilsiloxano), éster de carboxilato, carboxamida, sulfuro,
éster de sulfonato y amidas (véase por ejemplo: Carbohydrate Modifications in Antisense Research; Y.S. Sanghvi
and P.D. Cook Eds. ACS Symposium Series 580; capitulos 3 y 4, (pp. 40-65)). Otros grupos de enlace neutros
incluyen enlaces no idnicos que comprenden partes componentes de N, O, S y CH2 mixtas.
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"Nucleobase no complementaria" se refiere a un par de nucleobases que no forman enlaces de hidrégeno entre si
ni soportan de otro modo la hibridacién.

"Grupo de enlace neutro no internucleosidico" quiere decir un grupo de enlace neutro que no enlaza directamente
dos nucledsidos. En determinados modos de realizacion, un grupo de enlace neutro no internucleosidico enlaza
un nucleésido a un grupo distinto de un nucleésido. En determinados modos de realizacién, un grupo de enlace
neutro no internucleosidico enlaza dos grupos, de los que ninguno es un nucleésido.

"Grupo de enlace de fésforo no internucleosidico" quiere decir un grupo de enlace de fésforo que no enlaza
directamente dos nucledsidos. En determinados modos de realizacidén, un grupo de enlace de fésforo no
internucleosidico enlaza un nucledsido a un grupo distinto de un nucledsido. En determinados modos de
realizaciéon, un grupo de enlace de fosforo no internucleosidico enlaza dos grupos, de los que ninguno es un
nucledsido.

"Acido nucleico" se refiere a moléculas compuestas por nucleétidos monoméricos. Un acido nucleico incluye, pero
no se limita a, &cidos ribonucleicos (ARN), acidos desoxirribonucleicos (ADN), &cidos nucleicos monocatenarios y
acidos nucleicos bicatenarios.

"Nucleobase" quiere decir un resto heterociclico que se puede emparejar con una base de otro acido nucleico.

"Complementariedad de nucleobases" se refiere a una nucleobase que puede realizar emparejamiento de bases
con otra nucleobase. Por ejemplo, en el ADN, adenina (A) es complementaria a timina (T). Por ejemplo, en el ARN,
adenina (A) es complementaria a uracilo (U). En determinados modos de realizacion, nucleobase complementaria
se refiere a una nucleobase de un compuesto antisentido que puede realizar emparejamiento de bases con una
nucleobase de su acido nucleico diana. Por ejemplo, si una nucleobase en una determinada posicién de un
compuesto antisentido puede formar enlaces de hidrégeno con una nucleobase en una determinada posicion de
un acido nucleico diana, entonces se considera que la posicion del enlace de hidrégeno entre el oligonucleétido y
el acido nucleico diana es complementaria en ese par de nucleobases.

"Motivo de modificacién de nucleobase" quiere decir un patron de modificaciones a nucleobases a lo largo de un
oligonucleétido. A menos que se indique de otro modo, un motivo de modificacion de nucleobase es independiente
de la secuencia de nucleobase.

"Secuencia de nucleobases" quiere decir el orden de nucleobases contiguas independientemente de cualquier
modificacion de glucido, enlace y/o nucleobase.

"Nucledsido" quiere decir una nucleobase enlazada a un glucido.

"Mimético nucleosidico" incluye las estructuras usadas para reemplazar el glicido o el gliucido y la base y no
necesariamente el enlace en una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tales como, por ejemplo,
miméticos nucleosidicos que tienen morfolino, ciclohexenilo, ciclohexilo, tetrahidropiranilo o miméticos glucidicos
biciclo o triciclo, por ejemplo, unidades glucidicas distintas de furanosa. Los miméticos de nucleétidos incluyen las
estructuras usadas para reemplazar el nucleésido y el enlace en una o mas posiciones de un compuesto
oligomérico tal como, por ejemplo, acidos nucleicos peptidicos o morfolinos (morfolinos enlazados por -N(H)-
C(=0)-0- u otro enlace distinto de fosfodiéster). El sustituto glucidico se superpone con el mimético nucleosidico
de término ligeramente mas amplio, pero pretende indicar solo el reemplazo de la unidad glucidica (anillo furanosa).
Los anillos tetrahidropiranilo proporcionados en el presente documento son ilustrativos de un ejemplo de un
sustituto glucidico en el que el grupo glucidico furanosa se ha reemplazado con un sistema de anillo
tetrahidropiranilo. "Mimético" se refiere a grupos que se sustituyen por un glucido, una nucleobase y/o un enlace
internucleosidico. En general, se usa un mimético en lugar del glucido o combinacidon de enlace glucido-
internucledsido, y la nucleobase se mantiene para la hibridacién a una diana seleccionada.

"Motivo nucleosidico" quiere decir un patréon de modificaciones nucleosidicas en un oligonucleétido o una region
del mismo. Los enlaces de dicho oligonucleétido pueden estar modificados o no modificados. A menos que se
indique de otro modo, los motivos en el presente documento que describen solo nucledsidos pretenden ser motivos
nucleosidicos. Por tanto, en dichos casos, los enlaces no estan limitados.

"Nucledtido" quiere decir un nucledsido que tiene un grupo fosfato enlazado covalentemente a la porcion glucidica
del nucledsido.

"Compuesto oligomérico" quiere decir un polimero de subunidades monoméricas enlazadas que se puede hibridar
a al menos una regién de una molécula de acido nucleico.

"Oligonucledésido" quiere decir un oligonucleétido en el que los enlaces internucleosidicos no contienen un atomo
de fésforo.
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"Oligonucledtido" quiere decir un polimero de nucledsidos enlazados, de los que cada uno puede estar modificado
o no modificado, independientemente entre si.

"Administracion parenteral" quiere decir administracion a través de inyeccion o infusién. Administracion parenteral
incluye administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular, administracion
intraarterial, administracion intraperitoneal o administracion intracraneal, por ejemplo, administracion intratecal o
intracerebroventricular.

"Composicion farmacéutica" quiere decir una mezcla de sustancias adecuada para administrar a un individuo. Por
ejemplo, una composiciéon farmacéutica puede comprender uno o mas agentes farmacéuticos activos y una
solucién acuosa estéril.

"Sales farmacéuticamente aceptables" quiere decir sales fisiolégica y farmacéuticamente aceptables de
compuestos antisentido, es decir, sales que conservan la actividad biolégica deseada del oligonucleétido original
y no confieren efectos toxicolégicos no deseados al mismo.

"Enlace fosforotioato" quiere decir un enlace entre nucledsidos donde el enlace fosfodiéster se modifica
reemplazando uno de los atomos de oxigeno que no forma puente con un atomo de azufre. Un enlace fosforotioato
es un enlace internucleosidico modificado.

"Grupo de enlace de fésforo" quiere decir un grupo de enlace que comprende un atomo de fésforo. Los grupos de
enlace de fésforo incluyen sin limitacion, grupos que tienen la formula:

prre
|
a

szf:’—Rc
Rd

en la que:

Ra y R4 son cada uno, independientemente, O, S, CH2, NH, o NJ+1 en la que J1 es alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cs
sustituido;

Roes O S;

Rc es OH, SH, alquilo C1-Cs, alquilo C+1-Cs sustituido, alcoxi C1-Ce, alcoxi C1-Ce sustituido, amino o0 amino sustituido;
y

JiesRohes O o0 S.

Los grupos de enlace de fésforo incluyen sin limitacion, fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato, fosfonato,
fosforamidato, fosforotioamidato, tionoalquilfosfonato, fosfotriésteres, tionoalquilfosfotriéster y boranofosfato.

"Porcion" quiere decir un numero definido de nucleobases contiguas (es decir, enlazadas) de un acido nucleico.
En determinados modos de realizacion, una porcién es un numero definido de nucleobases contiguas de un acido
nucleico diana. En determinados modos de realizacidon, una porcién es un numero definido de nucleobases
contiguas de un compuesto antisentido

"Prevenir" se refiere a retrasar o evitar la aparicion, desarrollo o progresion de una enfermedad, trastorno o afeccion
durante un periodo de tiempo de minutos a indefinidamente. Prevenir también quiere decir reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad, trastorno o afeccion.

"Profarmaco" quiere decir una forma inactiva o menos activa de un compuesto que, cuando se administra a un
sujeto, se metaboliza para formar el compuesto activo o mas activo (por ejemplo, farmaco).

"Cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un agente farmacéutico que proporciona un
beneficio profilactico o preventivo a un animal.

"Grupo protector" quiere decir cualquier compuesto o grupo protector conocido para los expertos en la técnica. Los
ejemplos no limitantes de grupos protectores se pueden encontrar en "Protective Groups in Organic Chemistry", T.
W. Greene, P. G. M. Wuts, ISBN 0-471-62301-6, John Wiley & Sons, Inc, New York.

"Regién" se define como una porcion del acido nucleico diana que tiene al menos una estructura, funcién o
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caracteristica identificable.

"Ribonucleétido" quiere decir un nucleétido que tiene un hidroxi en la posicion 2' de la porciéon glucidica del
nucleétido. Los ribonucleétidos se pueden modificar con cualquiera de una variedad de sustituyentes.

"Compuesto antisentido basado en RISC" quiere decir un compuesto antisentido en el que al menos parte de la
actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible al complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC).

"Compuesto antisentido basado en RNasa H" quiere decir un compuesto antisentido en el que al menos parte de
la actividad antisentido del compuesto antisentido es atribuible a la hibridacién del compuesto antisentido con un
acido nucleico diana y posterior escision del acido nucleico diana por la RNasa H.

"Segmentos" se definen como porciones mas pequefias o subporciones de regiones dentro de un acido nucleico
diana.

"Regiones separadas" quiere decir porciones de un oligonucleétido en las que las modificaciones quimicas o el
motivo de las modificaciones quimicas de cualquier porcién vecina incluyen al menos una diferencia para permitir
que las regiones separadas se distingan entre si.

"Motivo de secuencia" quiere decir un patron de nucleobases dispuestas a lo largo de un oligonucleétido o una
porcion del mismo. A menos que se indique de otro modo, un motivo de secuencia es independiente de las
modificaciones quimicas y por tanto, puede tener cualquier combinacion de modificaciones quimicas, incluyendo
sin modificaciones quimicas.

"Efectos secundarios" quiere decir enfermedades y/o afecciones fisiolégicas atribuibles a un tratamiento distinto
de los efectos deseados. En determinados modos de realizacion, los efectos secundarios incluyen reacciones en
el sitio de inyeccion, anomalias en las pruebas de funciéon hepatica, anomalias de la funcion renal, toxicidad
hepatica, toxicidad renal, alteraciones del sistema nervioso central, miopatias y malestar general. Por ejemplo, un
incremento en los niveles de aminotransferasa en suero puede indicar toxicidad hepatica o anomalia de la funcién
hepatica. Por ejemplo, un incremento en los niveles de bilirrubina puede indicar toxicidad hepatica o anomalia de
la funcién hepatica.

"Sitios", como se usa en el presente documento, se definen como posiciones de nucleobases Unicas dentro de un
acido nucleico diana.

"Ralentiza la progresion" quiere decir disminucion en el desarrollo de la dicha enfermedad.

"Especificamente hibridable" se refiere a un compuesto antisentido que tiene un grado suficiente de
complementariedad entre un oligonucleétido antisentido y un &cido nucleico diana para inducir un efecto deseado,
presentando al mismo tiempo efectos minimos o nulos sobre los acidos nucleicos distintos de diana en condiciones
en las que se desea una union especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el caso de ensayos in vivo y
tratamientos terapéuticos. "Condiciones de hibridacion rigurosas" o "condiciones rigurosas" se refieren a
condiciones en las que un compuesto oligomérico se hibridara a su secuencia diana, pero a un nimero minimo de
otras secuencias.

"Sujeto" quiere decir un animal humano o no humano seleccionado para tratamiento.

"Sustituyente" y "grupo sustituyente" quiere decir un atomo o grupo que reemplaza al 4tomo o grupo de un
compuesto original mencionado. Por ejemplo, un sustituyente de un nucledsido modificado es cualquier atomo o
grupo que difiere del atomo o grupo hallado en un nucledsido natural (por ejemplo, un sustituyente 2' modificado
es cualquier atomo o grupo en la posicion 2' de un nucleésido distinto de H u OH). Los grupos sustituyentes pueden
estar protegidos o no protegidos. En determinados modos de realizacion, los compuestos de la presente
divulgacion tienen sustituyentes en una o en mas de una posicion del compuesto original. Los sustituyentes
también pueden estar sustituidos ademas con otros grupos sustituyentes y pueden estar unidos directamente o
por medio de un grupo de enlace tal como un grupo alquilo o hidrocarbilo, a un compuesto original.

Asimismo, como se usa en el presente documento, "sustituyente" en referencia a un grupo funcional quimico quiere
decir un atomo o grupo de atomos que difiere del atomo o grupo de atomos normalmente presente en el grupo
funcional mencionado. En determinados modos de realizacion, un sustituyente reemplaza un atomo de hidrégeno
del grupo funcional (por ejemplo, en determinados modos de realizacion, el sustituyente de un grupo metilo
sustituido es un atomo o grupo distinto de hidrégeno que reemplaza uno de los atomos de hidrégeno de un grupo
metilo no sustituido). A menos que se indique de otro modo, los grupos susceptibles para su uso como sustituyentes
incluyen sin limitacion, halégeno, hidroxilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa), carboxilo (-C(O)O-Raa),
grupos alifaticos, grupos aliciclicos, alcoxi, oxi sustituido (-O-Raa), arilo, aralquilo, radical heterociclico, heteroarilo,
heteroarilalquilo, amino (N(Rbb)(Rcc)), imino(=NRbb), amido (C(O)N(Rbb)(Rcc) o N(Rbb)C(O)Raa), acido (-N3),
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nitro (NO2), ciano (-CN), carbamido (OC(O)N(Rbb)(Rcc) o N(Rbb)C(O)ORaa), ureido (N(Rbb)C(O)N(Rbb)(Rcc)),
tioureido (N(Rbb)C(S)N(Rbb)(Rcc)), guanidinilo (N(Rbb)C(=NRbb)-N(Rbb)(Rcc)), amidinilo
(C(=NRbb)N(Rbb)(Rcc) o N(Rbb)C(=NRbb)(Raa)), tiol (-SRbb), sulfinilo (S(O)Rbb), sulfonilo (-S(O)2Rbb) y
sulfonamidilo (-S(O)2N(Rbb)(Rcc) o N(Rbb)S(O)2Rbb). en los que cada Raa, Rbb y Rcc es, independientemente,
H, un grupo funcional quimico opcionalmente enlazado u otro grupo sustituyente con una lista preferente que
incluye sin limitacion, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo, aralquilo, heteroarilo, aliciclico,
heterociclico y heteroarilalquilo. Los sustituyentes seleccionados dentro de los compuestos descritos en el presente
documento estan presentes en un grado recursivo.

"Resto glucidico sustituido" quiere decir un furanosilo que no es un resto glucidico natural. Los restos glucidicos
sustituidos incluyen, pero no se limitan a, furanosilos que comprenden sustituyentes en la posicion 2', la posicidon
3', la posicién 5' y/o la posicién 4'. Determinados restos glucidicos sustituidos son restos glucidicos biciclicos.

"Resto glucidico" quiere decir un resto glucidico natural o un resto glucidico modificado de un nucleésido.

"Motivo glucidico" quiere decir un patron de modificaciones glucidicas en un oligonucleétido o una region del
mismo.

"Sustituto glucidico" quiere decir una estructura que no comprende un furanosilo y que puede reemplazar el resto
glucidico natural de un nucleésido, de modo que las subunidades nucleosidicas resultantes se pueden enlazar
entre si y/o unirse a otros nucledsidos para formar un compuesto oligomeérico que se puede hibridar a un compuesto
oligomérico complementario. Dichas estructuras incluyen anillos que comprenden un ndmero de atomos diferente
de furanosilo (por ejemplo, anillos de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigeno de un furanosilo con un 4tomo
distinto de oxigeno (por ejemplo, carbono, azufre o nitrégeno); o tanto un cambio en el nimero de atomos como
un reemplazo del oxigeno. Dichas estructuras también pueden comprender sustituciones correspondientes a las
descritas para restos glucidicos sustituidos (por ejemplo, sustitutos glucidicos biciclicos carbociclicos de 6
miembros que comprenden opcionalmente sustituyentes adicionales). Los sustitutos glucidicos también incluyen
reemplazos glucidicos mas complejos (por ejemplo, los sistemas sin anillo de acido nucleico peptidico). Los
sustitutos glucidicos incluyen sin limitacion, morfolinos, ciclohexenilos y ciclohexitoles.

"Diana" se refiere a una proteina, con una modulacion que se desea.
"Gen diana" se refiere a un gen que codifica una diana.

"Dirigido" quiere decir el proceso de disefio y seleccion de un compuesto antisentido que se hibridara
especificamente a un acido nucleico diana e inducira un efecto deseado.

"Acido nucleico diana", "ARN diana", "transcrito de ARN diana" y "acido nucleico diana" quieren decir todos un
acido nucleico al que se pueden dirigir compuestos antisentido.

"Regién diana" quiere decir una porcion de un acido nucleico diana al que se dirigen uno o mas compuestos
antisentido.

"Segmento diana" quiere decir la secuencia de nucleétidos de un acido nucleico diana al que se dirige un
compuesto antisentido. "Sitio diana 5" se refiere al nucleétido mas hacia 5' de un segmento diana. "Sitio diana 3"
se refiere al nucle6tido mas hacia 3' de un segmento diana.

"Grupo terminal" quiere decir uno o mas atomos unidos a cualquiera, o0 ambos, del extremo 3' o el extremo 5' de
un oligonucledtido. En determinados modos de realizacién, un grupo terminal es un grupo conjugado. En
determinados modos de realizacién, un grupo terminal comprende uno o mas nucledésidos de grupo terminal.

"Enlace internucleosidico terminal" quiere decir el enlace entre los dos ultimos nucledsidos de un oligonucledtido
o regién definida del mismo.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" quiere decir una cantidad de un agente farmacéutico que proporciona un
beneficio terapéutico a un individuo.

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

Nucleobases "no modificadas" quieren decir las bases purinicas adenina (A) y guanina (G), y las bases
pirimidinicas timina (T), citosina (C) y uracilo (U).

"Nucledtido no modificado" quiere decir un nucleétido compuesto de nucleobases, restos glucidicos y enlaces
internucleosidicos naturales. En determinados modos de realizacion, un nucleétido no modificado es un nucleétido
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de ARN (es decir, B-D-ribonucledsidos) o un nucleétido de ADN (es decir, B-D-desoxirribonucledsido).
Determinados modos de realizacion

En la invencién reivindicada, el compuesto comprende un oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en el
que el oligonucleétido modificado consiste en de 16 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de
nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 444, 448, 450, 453, 455, 549 y 598.

En determinados modos de realizacién, un compuesto comprende un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobases que consiste en una
cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 444, 448, 450, 453, 455, 549, y 598.

En determinados modos de realizacion, cualquiera de los compuestos u oligonucleétidos anteriores puede
comprender al menos un enlace internucleosidico modificado, al menos un glucido modificado y/o al menos una
nucleobase modificada.

Los compuestos u oligonucleétidos anteriores comprenden al menos un glicido modificado. En determinados
aspectos, al menos un glucido modificado comprende un grupo 2'-O-metoxietilo. En determinados aspectos, al
menos un glicido modificado es un glucido biciclico, tal como un grupo 4'-CH(CHs)-O-2', un grupo 4'-CH2-0O-2' o
un grupo 4'-(CHz)2-0-2".

En determinados aspectos, el oligonucleétido modificado comprende al menos un enlace internucleosidico
modificado, tal como un enlace internucleosidico fosforotioato.

En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido modificado comprende al menos 1, 2, 3,4, 5,6 0 7
enlaces internucleosidicos fosfodiéster.

En determinados modos de realizacioén, cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado se selecciona
de un enlace internucleosidico fosfodiéster y un enlace internucleosidico fosforotioato.

En determinados modos de realizacién, cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace
fosforotioato.

En determinados modos de realizacion, cualquiera de los compuestos u oligonucleétidos anteriores comprende al
menos una nucleobase modificada, tal como 5-metilcitosina.

En la invencién reivindicada, el compuesto comprende un grupo conjugado y un oligonucleétido modificado que
comprende:

un segmento de hueco que consiste en desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste en nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se sitia entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3' y en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glucido modificado.

En determinados modos de realizacién, el oligonucle6tido modificado tiene una secuencia de nucleobases que
comprende o que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 198, 228, 237, 444, 448, 450, 453 o 455,
en el que el oligonucleétido modificado comprende:

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consiste en cinco nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se situa entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glicido 2'-O-metoxietilo; en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato y en el que cada citosina es una 5-metilcitosina.

En determinados modos de realizacion, un compuesto comprende o consiste en un oligonucleétido modificado
monocatenario y un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en 20 nucleésidos enlazados

que tienen una secuencia de nucleobases que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 198, 228, 237,
444, 448, 450, 453 0 455, en el que el oligonucleétido comprende:
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un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste en cinco nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se situa entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glicido 2'-O-metoxietilo; en el que cada enlace
internucleosidico es un enlace fosforotioato; y en el que cada citosina es una 5-metilcitosina.

En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobases que
comprende o que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 549, en el que el oligonucledtido modificado
comprende

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste en tres nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste en tres nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se situa entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glucido cEt; en el que cada enlace internucleosidico es un
enlace fosforotioato y en el que cada citosina es una 5-metilcitosina.

En determinados aspectos, el oligonucleétido modificado tiene una secuencia de nucleobases que comprende o
que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 598, en el que el oligonucleétido modificado comprende

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste en tres nucledsidos enlazados; y
un segmento de ala 3' que consiste en tres nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se sitla entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3'; en el que el segmento
de ala 5' comprende un glucido 2'-O-metoxietilo, glucido 2'-O-metoxietilo y glucido cEt en la direccion 5' a 3'; en el
que el segmento de ala 3' comprende un glucido cEt, glucido cEt y glucido 2'-O-metoxietilo en la direccion 5' a 3';
en el que cada enlace internucleosidico es un enlace fosforotioato; y en el que cada citosina es una 5-metilcitosina.

En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, el compuesto u oligonucledtido puede ser al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o 100 % complementario a un acido
nucleico que codifica CFB.

En la invencién reivindicada, el compuesto u oligonucleétido es monocatenario.

En determinados modos de realizacion, el grupo conjugado se enlaza al oligonucleétido modificado en el extremo
5' del oligonucleétido modificado. En determinados modos de realizacion, el grupo conjugado se enlaza al
oligonucleétido modificado en el extremo 3' del oligonucledtido modificado. En la invencion reivindicada, el grupo
conjugado comprende tres N-acetilgalactosaminas (GalNAc).

Determinados modos de realizacion incluyen composiciones que comprenden cualquiera de los compuestos de la
invencion que comprenden o consisten en un oligonucleétido modificado dirigido a CFB o una sal del mismo y un
grupo conjugado, y al menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En determinados modos de realizacion, los compuestos o composiciones como se describe en el presente
documento son eficaces en virtud de tener al menos una de Clsp in vitro de menos de 250 nM, menos de 200 nM,
menos de 150 nM, menos de 100 nM, menos de 90 nM, menos de 80 nM, menos de 70 nM, menos de 65 nM,
menos de 60 nM, menos de 55 nM, menos de 50 nM, menos de 45 nM, menos de 40 nM, menos de 35 nM, menos
de 30 nM, menos de 25 nM o menos de 20 nM.

En determinados modos de realizacion, los compuestos o composiciones como se describe en el presente
documento son altamente tolerables como se demuestra al tener al menos uno de un incremento en el valor de
ALT o AST de no mas de 4 veces, 3 veces 0 2 veces en animales tratados con solucion salina o un incremento en
peso de higado, bazo o rifién de no mas de un 30 %, 20 %, 15 %, 12 %, 10 %, 5 % 0 2 %. En determinados modos
de realizacion, los compuestos o composiciones que se describe en el presente documento son altamente
tolerables como se demuestra al no tener un incremento de ALT o AST sobre animales tratados con soluciéon
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salina. En determinados modos de realizacion, los compuestos o composiciones como se describe en el presente
documento son altamente tolerables como se demuestra al no tener un incremento en el peso de higado, bazo o
rifidn sobre animales tratados con solucion salina.

Determinados modos de realizacién proporcionan una composicion que comprende el compuesto de cualquiera
de los modos de realizacion mencionadas anteriormente o una sal del mismo y al menos uno de un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable. En determinados aspectos, la composicion tiene una viscosidad menor de
aproximadamente 40 centipoise (cP, 1 cP = 1 mPa‘s), menor de aproximadamente 30 centipoise (cP), menor de
aproximadamente 20 centipoise (cP), menor de aproximadamente 15 centipoise (cP), o menor de
aproximadamente 10 centipoise (cP). En determinados aspectos, la composiciéon que tiene cualquiera de las
viscosidades mencionadas anteriormente comprende un compuesto proporcionado en el presente documento a
una concentracion de aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 125 mg/ml, aproximadamente 150 mg/ml,
aproximadamente 175 mg/ml, aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 225 mg/ml, aproximadamente
250 mg/ml, aproximadamente 275 mg/ml o aproximadamente 300 mg/ml. En determinados aspectos, la
composicion que tiene cualquiera de las viscosidades y/o concentraciones de compuesto mencionadas
anteriormente tiene una temperatura de temperatura ambiente o aproximadamente 20 °C, aproximadamente
21 °C, aproximadamente 22 °C, aproximadamente 23 °C, aproximadamente 24 °C, aproximadamente 25 °C,
aproximadamente 26 °C, aproximadamente 27 °C, aproximadamente 28 °C, aproximadamente 29 °C o
aproximadamente 30 °C.

En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto comprende
administrar al sujeto un compuesto o composicidon descrito en el presente documento, tratando, previniendo o
mejorando de este modo la enfermedad. En determinados aspectos, la via alternativa del complemento se activa
mas de lo normal. En determinados modos de realizacion de la divulgacién, un procedimiento para tratar, prevenir
o0 mejorar una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto
comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y
un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados y tiene
una secuencia de nucleobases que comprende la secuencia de nucleobases de una cualquiera de SEQ ID NO: 6-
808. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para tratar, prevenir o mejorar una
enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto comprende
administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonucledtido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una
secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444, 448, 450, 453,
455, 549 y 598. En determinados modos de realizacién de la divulgacién, un procedimiento para tratar, prevenir o
mejorar una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto
comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS
698969 o ISIS 698970.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento para tratar, prevenir o mejorar la
degeneracion macular, tal como la degeneracién macular senil (DMS) en un sujeto comprende administrar al sujeto
un compuesto o composicién descrito en el presente documento, tratando, previniendo o mejorando de este modo
la DMS. En determinados aspectos, la via alternativa del complemento se activa mas de lo normal. En
determinados aspectos, la DMS es DMS humeda. En determinados aspectos, la DMS es DMS seca, tal como
atrofia geografica. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para tratar, prevenir
o0 mejorar la degeneracion macular en un sujeto, tal como degeneracion macular senil (DMS), DMS humeda, DMS
seca o atrofia geografica comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un
oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en de 10 a 30
nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que comprende la secuencia de nucleobases de una
cualquiera de SEQ ID NO: 6-808. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para
tratar, prevenir o mejorar la degeneraciéon macular, tal como degeneracién macular senil (DMS), DMS humeda,
DMS seca o atrofia geografica en un sujeto comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende
administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonucledtido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una
secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444, 448, 450, 453,
455, 549 y 598. En determinados modos de realizacién de la divulgacién, un procedimiento para tratar, prevenir o
mejorar la degeneracién macular, tal como degeneracién macular relacionada senil (DMS), DMS humeda, DMS
seca o atrofia geografica en un sujeto comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que
consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970. En determinados aspectos, el compuesto o
composicion se administra al sujeto por via parenteral.

En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para tratar, prevenir 0 mejorar una
nefropatia asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto comprende
administrar al sujeto un compuesto o composicidon descrito en el presente documento, tratando, previniendo o
mejorando de este modo la nefropatia. En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento
para tratar, prevenir o mejorar una nefropatia asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del
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complemento en un sujeto comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un
oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en de 10 a 30
nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que comprende la secuencia de nucleobases de una
cualquiera de SEQ ID NO: 6-808. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para
tratar, prevenir o mejorar una nefropatia asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento
en un sujeto comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido
modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos
enlazados que tienen una secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228,
237, 440, 444, 448, 450, 453, 455, 549 y 598. En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un
procedimiento para tratar, prevenir o mejorar una nefropatia asociada con la regulacién incorrecta de la via
alternativa del complemento en un sujeto comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que
consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970. En determinados aspectos, la via alternativa
del complemento se activa mas de lo normal. En determinados aspectos, la nefropatia es nefritis ltpica, lupus
eritematoso sistémico (LES), enfermedad por depédsitos densos (EDD), glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia
CFHR5 o sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa), o cualquier combinacion de los mismos. En determinados
aspectos, la nefropatia se asocia con depdsitos de C3, tales como depédsitos de C3 en el glomérulo. En
determinados aspectos, la nefropatia se asocia con niveles de C3 circulantes menores de lo normal, tales como
niveles de C3 en suero o plasma. En determinados aspectos, administrar el compuesto o composicidn reduce o
inhibe la acumulacién de niveles de C3 oculares, tales como niveles de proteina C3. En determinados aspectos,
administrar el compuesto o composicidn reduce el nivel de depésitos de C3 oculares o inhibe la acumulacion de
depdsitos de C3 oculares. En determinados aspectos, el compuesto o composicién se administra al sujeto por via
parenteral. En determinados aspectos, administrar el compuesto o composicion reduce o inhibe la acumulacion de
niveles de C3 en el rifidn, tales como niveles de proteina C3. En determinados aspectos, administrar el compuesto
0 composicion reduce el nivel de depdsitos de C3 en el rifidn o inhibe la acumulacion de depdsitos de C3 en el
rifidn, tales como niveles de C3 en el glomérulo. En determinados aspectos, se identifica que el sujeto tiene o esta
en riesgo de tener una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento,
por ejemplo, detectando niveles del complemento o niveles del complejo de ataque de membrana en la sangre del
sujeto y/o realizando una prueba genética para detectar mutaciones génicas de factores del complemento
asociadas con la enfermedad.

En determinados modos de realizacion de la divulgacién, un procedimiento para inhibir la expresion del factor B
del complemento (CFB) en un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la
regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar un compuesto o composicion
descrito en el presente documento al sujeto, inhibiendo de este modo la expresion de CFB en el sujeto. En
determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para inhibir la expresion del factor B del
complemento (CFB) en un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacion
incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o
que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucleétido modificado
consiste en de 10 a 30 nucleésidos enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que comprende la secuencia
de nucleobases de una cualquiera de SEQ ID NO: 6-808. En determinados modos de realizacion de la divulgacion,
un procedimiento para inhibir la expresién del factor B del complemento (CFB) en un sujeto que tiene, o esta en
riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento
comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y
un grupo conjugado, en el que el oligonucledtido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que
tienen una secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444,
448, 450, 453, 455, 549 y 598. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para
inhibir la expresion del factor B del complemento (CFB) en un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una
enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar al
sujeto un compuesto que comprende o que consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970. En
determinados aspectos, administrar el compuesto o composicién inhibe la expresion de CFB en el ojo. En
determinados aspectos, el sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, degeneracién macular senil (DMS), tal como
DMS humeda y DMS seca. En determinados aspectos, la DMS seca puede ser atrofia geografica. La atrofia
geografica se considera una forma avanzada de DMS seca que implica degeneracion de la retina. En determinados
aspectos, administrar el compuesto o composicién inhibe la expresion de CFB en el rifién, tal como en el glomérulo.
En determinados aspectos, el sujeto tiene, o esta en riesgo de tener, nefritis lupica, lupus eritematoso sistémico
(LES), enfermedad por depdsitos densos (EDD), glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia CFHR5 o sindrome
hemolitico urémico atipico (SHUa), o cualquier combinacién de los mismos.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion
de depositos de C3 en el ojo de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la
regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar un compuesto o composicion
descrito en el presente documento al sujeto, reduciendo o inhibiendo de este modo la acumulacion de depdsitos
de C3 en el ojo del sujeto. En determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para reducir
o inhibir la acumulacién de depdsitos de C3 en el ojo de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una
enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar al
sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo conjugado, en el
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que el oligonucledtido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de
nucleobases que comprende la secuencia de nucleobases de una cualquiera de SEQ ID NO: 6-808. En
determinados modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion de
depositos de C3 en el ojo de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la
regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar al sujeto un compuesto que
comprende o que consiste en un oligonucledtido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucledtido
modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444, 448, 450, 453, 455, 549 y 598. En determinados
modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion de depoésitos de C3
en el ojo de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta
de la via alternativa del complemento comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que
consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970. En determinados aspectos, el sujeto tiene, o
esta en riesgo de tener, degeneracién macular senil (DMS), tal como DMS humeda y DMS seca. En determinados
aspectos, la DMS seca puede ser atrofia geografica. En determinados aspectos, el compuesto o composicion se
administra al sujeto por via parenteral.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion
de depdsitos de C3 en el rifidn de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la
regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar un compuesto o composicion
descrito en el presente documento al sujeto, reduciendo o inhibiendo de este modo la acumulacion de depdsitos
de C3 en el rifidn del sujeto. En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento para
reducir o inhibir la acumulacion de depédsitos de C3 en el rifidn de un sujeto que tiene, o esté en riesgo de tener,
una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende
administrar al sujeto un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonucle6tido modificado consiste en de 10 a 30 nucleésidos enlazados y tiene una
secuencia de nucleobases que comprende la secuencia de nucleobases de una cualquiera de SEQ ID NO: 6-808.
En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion
de depdsitos de C3 en el rifidn de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la
regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento comprende administrar al sujeto un compuesto que
comprende o que consiste en un oligonucledtido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucledtido
modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una secuencia de nucleobases que
comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444, 448, 450, 453, 455, 549 y 598. En determinados
modos de realizacion de la divulgacion, un procedimiento para reducir o inhibir la acumulacion de depdsitos de C3
en el rifidn de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de tener, una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta
de la via alternativa del complemento comprende administrar al sujeto un compuesto que comprende o que
consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970. En determinados aspectos, el sujeto tiene, o
esta en riesgo de tener, nefritis lUpica, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad por depdsitos densos (EDD),
glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia CFHR5 o sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa), o cualquier
combinacién de los mismos. En determinados aspectos, el compuesto o composicidon se administra al sujeto por
via parenteral.

Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren al uso de un compuesto o composicién descrito
en el presente documento para tratar una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa
del complemento. Determinados modos de realizacién de la divulgacion se refieren al uso de un compuesto que
comprende o que consiste en un oligonucledtido modificado y un grupo conjugado, en el que el oligonucledtido
modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que comprende
la secuencia de nucleobases de una cualquiera de SEQ ID NO: 6-808, para tratar una enfermedad asociada con
la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento. Determinados modos de realizacién de la divulgacion
se refieren al uso de un compuesto que comprende o que consiste en un oligonucleétido modificado y un grupo
conjugado, en el que el oligonuclesdtido modificado consiste en de 10 a 30 nucledsidos enlazados que tienen una
secuencia de nucleobases que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 198, 228, 237, 440, 444, 448, 450, 453,
455, 549 y 598, para tratar una enfermedad asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del
complemento. Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren al uso de un compuesto que
comprende o que consiste en ISIS 696844, ISIS 696845, ISIS 698969 o ISIS 698970 para tratar una enfermedad
asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento. En determinados aspectos, la via
alternativa del complemento se activa mas de lo normal. En determinados aspectos, la enfermedad es
degeneracion macular, tal como degeneracién macular senil (DMS), que puede ser DMS humeda o DMS seca. En
determinados aspectos, la DMS seca puede ser atrofia geografica. En determinados aspectos, la enfermedad es
una nefropatia tal como nefritis lUpica, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad por depdsitos densos (EDD),
glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia CFHR5 o sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa), o cualquier
combinacién. del mismo. En determinados aspectos, el compuesto o composicion se administra al sujeto por via
parenteral.

En determinados modos de realizacién de la divulgacién, un compuesto o composicion descrito en el presente

documento se administra por via parenteral. Por ejemplo, en determinados modos de realizacion, el compuesto o
composicion se puede administrar a través de inyeccién o infusién. Administracion parenteral incluye
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administracion subcutanea, administracion intravenosa, administracion intramuscular, administracién intraarterial,
administracion intraperitoneal o administracién intracraneal, por ejemplo, administracién intratecal o
intracerebroventricular.

Compuestos antisentido

Los compuestos oligoméricos incluyen, pero no se limitan a, oligonucleétidos, oligonucleésidos, analogos
oligonucleotidicos, miméticos oligonucleotidicos, compuestos antisentido, oligonucleétidos antisentido y ARNip. Un
compuesto oligomérico puede ser "antisentido" con respecto a un acido nucleico diana, lo que quiere decir que
puede experimentar hibridaciéon a un acido nucleico diana a través de enlaces de hidrégeno.

En determinados modos de realizaciéon, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobases que,
cuando se escribe en direccion 5' a 3', comprende el complemento inverso del segmento diana de un acido nucleico
diana al que se dirige.

En la invencion reivindicada, el compuesto antisentido tiene una longitud de 16 a 30 subunidades. En determinados
modos de realizacion, un compuesto antisentido tiene una longitud de 16 a 20 subunidades. En determinados
modos de realizacion, un compuesto antisentido tiene una longitud de 17 a 30 subunidades. En determinados
modos de realizacion, un compuesto antisentido tiene una longitud de 17 a 20 subunidades. En determinados
modos de realizacion, un compuesto antisentido tiene una longitud de 18 a 30 subunidades. En determinados
modos de realizacién, un compuesto antisentido tiene una longitud de 18 a 21 subunidades. En determinados
modos de realizacién, un compuesto antisentido tiene una longitud de 18 a 20 subunidades. En determinados
modos de realizacion, un compuesto antisentido tiene una longitud de 20 a 30 subunidades. En otras palabras,
dichos compuestos antisentido son de 16 a 30 subunidades, de 16 a 20 subunidades, de 17 a 30 subunidades, de
17 a 20 subunidades, de 18 a 30 subunidades, de 18 a 20 subunidades, de 18 a 21 subunidades, de 20 a 30
subunidades, o de 12 a 22 subunidades enlazadas, respectivamente. En determinados modos de realizacion, un
compuesto antisentido tiene una longitud de 16 subunidades. En determinados modos de realizacion, un
compuesto antisentido tiene una longitud de 17 subunidades. En determinados modos de realizacion, un
compuesto antisentido tiene una longitud de 18 subunidades. En determinados modos de realizacion, un
compuesto antisentido tiene una longitud de 19 subunidades. En determinados modos de realizacion, un
compuesto antisentido tiene una longitud de 20 subunidades. En otros modos de realizacion, el compuesto
antisentido tiene de 16 a 30, de 17 a 30, de 17 a 50, de 18 a 22, de 18 a 24, de 18 a 30, de 18 a 50, de 19 a 22,
de 19 a 30, de 19 a 50 o de 20 a 30 subunidades enlazadas. En determinados de dichos modos de realizacion, los
compuestos antisentido tienen una longitud de 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 0 30 subunidades
enlazadas, o un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores. En algunos modos de realizacion,
el compuesto antisentido es un oligonucleétido antisentido y las subunidades enlazadas son nucleétidos.

En determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos antisentido se pueden acortar o truncar. Por ejemplo,
una unica subunidad puede delecionar del extremo 5' (truncamiento en 5') o, de forma alternativa, del extremo 3'
(truncamiento en 3'). Un compuesto antisentido acortado o truncado dirigido a un acido nucleico de CFB puede
tener dos subunidades delecionadas del extremo 5', o de forma alternativa puede tener dos subunidades
delecionadas del extremo 3' del compuesto antisentido. De forma alternativa, los nucledsidos delecionados se
pueden dispersar por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene un
nucledsido delecionado del extremo 5' y un nucleésido delecionado del extremo 3'.

Cuando una unica subunidad adicional esta presente en un compuesto antisentido alargado, la subunidad adicional
se puede localizar en el extremo 5' 0 3' del compuesto antisentido. Cuando dos o mas subunidades adicionales
estan presentes, las subunidades afiadidas pueden ser adyacentes entre si, por ejemplo, en un compuesto
antisentido que tiene dos subunidades afiadidas al extremo 5' (adicion en 5'), o de forma alternativa al extremo 3'
(adicién en 3'), del compuesto antisentido. De forma alternativa, las subunidades afiadidas se pueden dispersar
por todo el compuesto antisentido, por ejemplo, en un compuesto antisentido que tiene una subunidad afadida al
extremo 5' y una subunidad anadida al extremo 3'.

Es posible incrementar o disminuir la longitud de un compuesto antisentido, tal como un oligonucledétido antisentido,
y/o introducir bases de emparejamiento erroneo sin eliminar la actividad. Por ejemplo, en Woolf et al. (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:7305-7309, 1992), se sometié a prueba una serie de oligonucledtidos antisentido de 13-25
nucleobases de longitud para determinar su capacidad de inducir la escisién de un ARN diana en un modelo de
inyeccidon de oocito. Los oligonucledtidos antisentido de 25 nucleobases de longitud con 8 u 11 bases de
emparejamiento erroneo cerca de los extremos de los oligonucledtidos antisentido pudieron dirigir la escision
especifica del ARNm diana, aunque en menor medida que los oligonucleétidos antisentido que no contenian
emparejamientos erroneos. De forma similar, se logré la escision especifica de diana usando oligonucleotidos
antisentido de 13 nucleobases, incluyendo los de 1 0 3 emparejamientos erréneos.

Gautschi et al. (J. Natl. Cancer Inst. 93:463-471, marzo de 2001) demostraron la capacidad de un oligonucleétido

que tiene un 100 % de complementariedad con el ARNm de bcl-2 y que tiene 3 emparejamientos erréneos con el
ARNm de bcl-xL para reducir la expresion tanto de bcl-2 como de bcl-xL in vitro e in vivo. Ademas, este
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oligonucleétido demostré una potente actividad antitumoral in vivo.

Maher y Dolnick (Nuc. Acid. Res. 16:3341-3358,1988) sometieron a prueba una serie de oligonucledtidos
antisentido de 14 nucleobases en tandem, y oligonucleétidos antisentido de 28 y 42 nucleobases compuestos de
la secuencia de dos o tres de los oligonucleétidos antisentido en tdndem, respectivamente, para determinar su
capacidad para detener la traduccion de DHFR humano en un ensayo de reticulocitos de conejo. Cada uno de los
tres oligonucleétidos antisentido de 14 nucleobases por si solo pudo inhibir la traduccién, aunque a un nivel mas
moderado que los oligonucleétidos antisentido de 28 o 42 nucleobases.

Determinados motivos de compuestos antisentido y mecanismos

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido tienen subunidades modificadas quimicamente
dispuestas en patrones, o motivos, para conferir a los compuestos antisentido propiedades tales como potenciaciéon
en la actividad inhibidora, incremento en la afinidad de unién por un acido nucleico diana o resistencia a la
degradacién por nucleasas in vivo.

Los compuestos antisentido quiméricos tipicamente contienen al menos una regién modificada para conferir un
incremento en la resistencia a la degradacién por nucleasas, incremento en la captacion celular, incremento en la
afinidad de unién por el acido nucleico diana y/o incremento en la actividad inhibidora. Una segunda regién de un
compuesto antisentido quimérico puede conferir otra propiedad deseada, por ejemplo, servir como sustrato para
la endonucleasa celular RNasa H, que escinde la hebra de ARN de un duplex ARN:ADN.

La actividad antisentido puede resultar de cualquier mecanismo que implica la hibridaciéon del compuesto
antisentido (por ejemplo, oligonucleétido) con un acido nucleico diana, en el que la hibridacién finalmente da como
resultado un efecto bioldgico. En determinados modos de realizacién, se modula la cantidad y/o actividad del acido
nucleico diana. En determinados modos de realizacién, se reduce la cantidad y/o actividad del acido nucleico diana.
En determinados modos de realizacion, la hibridacién del compuesto antisentido al acido nucleico diana finalmente
da como resultado la degradacion del acido nucleico diana. En determinados modos de realizacion, la hibridaciéon
del compuesto antisentido al acido nucleico diana no da como resultado la degradacion del acido nucleico diana.
En determinados de dichos modos de realizacion, la presencia del compuesto antisentido hibridado con el &cido
nucleico diana (ocupacion) da como resultado una modulacion de la actividad antisentido. En determinados modos
de realizacion, los compuestos antisentido que tienen un motivo quimico particular o patron de modificaciones
quimicas son particularmente adecuados para explotar uno 0 mas mecanismos. En determinados modos de
realizacién, los compuestos antisentido funcionan a través de mas de un mecanismo y/o a través de mecanismos
que no se han dilucidado. En consecuencia, los compuestos antisentido descritos en el presente documento no
estan limitados por un mecanismo particular.

Los mecanismos antisentido incluyen, sin limitacion, antisentido mediado por RNasa H; mecanismos de ARNi, que
utilizan la via RISC e incluyen, sin limitacion, mecanismos de ARNip, ARNmc y microARN; y mecanismos basados
en ocupacién. Determinados compuestos antisentido pueden actuar a través de mas de uno de dichos y/o a través
de mecanismos adicionales.

Antisentido mediado por RNasa H

En determinados modos de realizacion, la actividad antisentido resulta al menos en parte de la degradacién del
ARN diana por la RNasa H. La RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de un duplex
ARN:ADN. Es conocido en la técnica que los compuestos antisentido monocatenarios que son "similares a ADN"
provocan actividad RNasa H en células de mamifero. En consecuencia, los compuestos antisentido que
comprenden al menos una porcién de nucleésidos de ADN o similares a ADN pueden activar la RNasa H, lo que
da como resultado la escisién del acido nucleico diana. En determinados modos de realizacién, los compuestos
antisentido que utilizan RNasa H comprenden uno o mas nucledsidos modificados. En determinados modos de
realizacion, dichos compuestos antisentido comprenden al menos un bloque de 1-8 nucledsidos modificados. En
determinados de dichos modos de realizacion, los nucledsidos modificados no soportan la actividad de la RNasa
H. En determinados modos de realizacion, dichos compuestos antisentido son gapmeros, como se describe en el
presente documento. En determinados de dichos modos de realizacién, el hueco del gapmero comprende
nucledsidos de ADN. En determinados de dichos modos de realizacién, el hueco del gapmero comprende
nucledsidos similares a ADN. En determinados de dichos modos de realizacion, el hueco del gapmero comprende
nucledsidos de ADN y nucledsidos similares a ADN.

Determinados compuestos antisentido que tienen un motivo gapmero se consideran compuestos antisentido
quiméricos. En un gapmero, una region interna que tiene una pluralidad de nucleétidos que soporta la escision por
RNasa H se sitla entre regiones externas que tienen una pluralidad de nucleétidos que son quimicamente distintos
de los nucledsidos de la region interna. En el caso de un oligonucleétido antisentido que tiene un motivo gapmero,
el segmento de hueco en general sirve como sustrato para la escisidon por endonucleasas, mientras que los
segmentos de ala comprenden nucledsidos modificados. En determinados modos de realizacion, las regiones de
un gapmero se diferencian por los tipos de restos glucidicos que comprende cada region distinta. Los tipos de
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restos glucidicos que se usan para diferenciar las regiones de un gapmero pueden incluir en algunos modos de
realizacion B-D-ribonucledsidos, B-D-desoxirribonucledsidos, nucledsidos 2'-modificados (dichos nucledsidos 2'-
modificados pueden incluir 2'-MOE y 2'-O-CHs, entre otros), y nucledsidos modificados con glucidos biciclicos
(dichos nucleésidos modificados con glucidos biciclicos pueden incluir los que tienen un etilo restringido). En
determinados modos de realizacion, los nucleésidos en las alas pueden incluir varios restos glucidicos modificados,
incluyendo, por ejemplo, restos glucidicos 2'-MOE vy biciclicos tales como etilo restringido o LNA. En determinados
modos de realizacién, las alas pueden incluir varios restos glucidicos modificados y no modificados. En
determinados modos de realizacion, las alas pueden incluir varias combinaciones de nucleésidos 2'-MOE, restos
glucidicos biciclicos tales como nucleésidos de etilo restringido o nucledsidos LNA y 2'-desoxinucledsidos.

Cada region distinta puede comprender restos glucidicos uniformes, restos glucidicos variantes o alternos. El
motivo ala-hueco-ala se describe con frecuencia como "X-Y-Z", donde "X" representa la longitud del ala 5', "Y"
representa la longitud del hueco y "Z" representa la longitud del ala 3'. "X" y "Z" pueden comprender restos
glucidicos uniformes, variantes o alternos. En determinados modos de realizacion, "X" e "Y" pueden incluir uno o
mas 2'-desoxinucleésidos. "Y" puede comprender 2'-desoxinucledsidos. Como se usa en el presente documento,
un gapmero descrito como "X-Y-Z" tiene una configuracion tal que el hueco se situa inmediatamente adyacente a
cada una del ala 5' y el ala 3'. Por tanto, no existen nucleétidos intermedios entre el ala 5' y el hueco, o entre el
hueco y el ala 3'. Cualquiera de los compuestos antisentido descritos en el presente documento puede tener un
motivo gapmero. En determinados modos de realizacion, "X" y "Z" son iguales; en otros modos de realizacién son
diferentes. En determinados modos de realizacion, "Y" tiene entre 8 y 15 nucledsidos. X, Y o Z puede ser cualquiera
de1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 o mas nucleédsidos.

En determinados modos de realizacion, el compuesto antisentido dirigido a un acido nucleico de CFB tiene un
motivo gapmero en el que el hueco consiste en 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 nucledsidos enlazados.

En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido antisentido tiene un motivo glucidico descrito por la
férmula A como sigue: (J)m-(B)n-(J)p-(B)r-(A)=(D)g-(A)v-(B)w-(J)x-(B)y-(J)z

en la que:

cada A es independientemente un nucledsido 2'-sustituido;

cada B es independientemente un nucledsido biciclico;

cada J es independientemente un nucledsido 2'-sustituido o un 2'-desoxinucleésido;
cada D es un 2'-desoxinucledsido;

m es 0-4; nes 0-2; pes 0-2; res 0-2; t es 0-2; v es 0-2; w es 0-4; x es 0-2; y es 0-2; z es 0-4; g es 6-14; siempre
que:

al menos uno de m, n y r sea distinto de 0;

al menos uno de w e y sea distinto de 0;

lasumadem,n,p,rytseade2ab5;y

lasumadev,w,x,yyzseade?2ab.

Acidos nucleicos diana, regiones diana y secuencias de nucleétidos

Las secuencias de nucleétidos que codifican el factor B del complemento (CFB) incluyen, sin limitacién, las
siguientes: n.° de acceso GENBANK NM_001710.5 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 1),
n.° de acceso GENBANK NT_007592.15 truncado de los nucleétidos 31852000 a 31861000 (incorporado en el
presente documento como SEQ ID NO: 2), n.° de acceso GENBANK NW_001116486.1 truncados de los
nucledtidos 536000 a 545000 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 3), n.° de acceso
GENBANK XM_001113553.2 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 4) o n.° de acceso
GENBANK NM_008198.2 (incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 5).

Hibridacion

En algunos modos de realizacion, la hibridacién se produce entre un compuesto antisentido divulgado en el
presente documento y un acido nucleico de CFB. El mecanismo mas comun de hibridacion implica enlaces de

hidrégeno (por ejemplo, enlace de hidrégeno tipo Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen inverso) entre
nucleobases complementarias de las moléculas de acido nucleico.
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Se puede producir hibridacion en condiciones variables. Las condiciones rigurosas son dependientes de la
secuencia y se determinan por la naturaleza y la composiciéon de las moléculas de acido nucleico que se van a
hibridar.

Los procedimientos para determinar si una secuencia es especificamente hibridable a un acido nucleico diana son
bien conocidos en la técnica. En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido proporcionados
en el presente documento son especificamente hibridables con un acido nucleico de CFB.

Complementariedad

Un compuesto antisentido y un acido nucleico diana son complementarios entre si cuando un nimero suficiente
de nucleobases del compuesto antisentido puede formar enlaces de hidrogeno con las correspondientes
nucleobases del acido nucleico diana, de modo que se produzca un efecto deseado (por ejemplo, inhibicidn
antisentido de un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de CFB).

Las nucleobases no complementarias entre un compuesto antisentido y un acido nucleico de CFB se pueden
tolerar siempre que el compuesto antisentido siga pudiendo hibridarse especificamente a un acido nucleico diana.
Ademas, un compuesto antisentido se puede hibridar sobre uno o mas segmentos de un acido nucleico de CFB
de modo que los segmentos intermedios 0 adyacentes no se impliquen en el acontecimiento de hibridacion (por
ejemplo, una estructura de bucle, una estructura de horquilla o emparejamiento erréneo).

En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento, o
una porcion especificada de los mismos, son, o son al menos, un 70 %, 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % complementarios a un acido nucleico de
CFB, unaregién diana, segmento diana o porcion especificada de los mismos. El porcentaje de complementariedad
de un compuesto antisentido con un acido nucleico diana se puede determinar usando procedimientos habituales.

Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de las 20 nucleobases del compuesto antisentido son
complementarias a una region diana y, por lo tanto, se hibridarian especificamente, representarian un 90 por ciento
de complementariedad. En este ejemplo, las nucleobases no complementarias restantes se pueden agrupar o
intercalar con nucleobases complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o a nucleobases
complementarias. Como tal, un compuesto antisentido que tiene una longitud de 18 nucleobases que tiene cuatro
nucleobases no complementarias que se flanquean por dos regiones de complementariedad completa con el acido
nucleico diana tendria un 77,8 % de complementariedad global con el acido nucleico diana. El porcentaje de
complementariedad de un compuesto antisentido con una regién de un acido nucleico diana se puede determinar
de forma rutinaria usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineacién local basica) y programas
PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol., 1990, 215, 403 410; Zhang and Madden,
Genome Res., 1997, 7, 649 656). El porcentaje de homologia, identidad de secuencia o complementariedad se
puede determinar, por ejemplo, por el programa Gap (Wisconsin Sequence Analysis Package, versién 8 para Unix,
Genetics Computer Group, University Research Park, Madison Wis.), usando la configuracion predeterminada, que
usa el algoritmo de Smith y Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2, 482 489).

En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento, o
porciones especificadas de los mismos, son totalmente complementarios (es decir, 100 % complementarios) a un
acido nucleico diana, o porcién especificada del mismo. Por ejemplo, un compuesto antisentido puede ser
totalmente complementario a un &cido nucleico de CFB, o una regién diana, o un segmento diana o secuencia
diana del mismo. Como se usa en el presente documento, "totalmente complementario" quiere decir que cada
nucleobase de un compuesto antisentido puede formar emparejamientos de bases precisos con las
correspondientes nucleobases de un &cido nucleico diana. Por ejemplo, un compuesto antisentido de 20
nucleobases es totalmente complementario a una secuencia diana que tiene una longitud de 400 nucleobases,
siempre que exista una correspondiente porcién de 20 nucleobases del acido nucleico diana que sea totalmente
complementaria al compuesto antisentido. Totalmente complementario también se puede usar en referencia a una
porcion especificada del primer y/o el segundo acido nucleico. Por ejemplo, una porcién de 20 nucleobases de un
compuesto antisentido de 30 nucleobases puede ser "totalmente complementaria" a una secuencia diana que tiene
una longitud de 400 nucleobases. La porcién de 20 nucleobases del oligonucleétido de 30 nucleobases es
totalmente complementaria a la secuencia diana si la secuencia diana tiene una correspondiente porcién de 20
nucleobases en la que cada nucleobase es complementaria a la porcién de 20 nucleobases del compuesto
antisentido. Al mismo tiempo, el compuesto antisentido de 30 nucleobases completo puede o no ser totalmente
complementario a la secuencia diana, dependiendo de si las 10 nucleobases restantes del compuesto antisentido
también son complementarias a la secuencia diana.

La localizaciéon de una nucleobase no complementaria puede estar en el extremo 5' o en el extremo 3' del
compuesto antisentido. De forma alternativa, la nucleobase o nucleobases no complementarias pueden estar en
una posicion interna del compuesto antisentido. Cuando estan presentes dos o mas nucleobases no
complementarias, pueden ser contiguas (es decir, estar enlazadas) o no contiguas. En un modo de realizacién,
una nucleobase no complementaria se localiza en el segmento de ala de un oligonucleétido antisentido gapmero.
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En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido que tienen, o tienen hasta, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 0 20 nucleobases de longitud comprenden no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2 o no mas de 1
nucleobase(s) no complementaria(s) con respecto a un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de CFB,
0 una porcidn especificada del mismo.

En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido que tienen, o tienen hasta, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleobases de longitud comprenden no mas de 6, no
mas de 5, no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2, o no mas de 1 nucleobase(s) no complementaria(s) en relacion
con un acido nucleico diana, tal como un acido nucleico de CFB, o una porcion especificada del mismo.

Los compuestos antisentido en el presente documento también incluyen los que son complementarios a una
porcion de un acido nucleico diana. Como se usa en el presente documento, "porcion" se refiere a un numero
definido de nucleobases contiguas (es decir, enlazadas) dentro de una regiéon o segmento de un acido nucleico
diana. Una "porcién" también se puede referir a un numero definido de nucleobases contiguas de un compuesto
antisentido. En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios a al menos
una porcién de 8 nucleobases de un segmento diana. En determinados modos de realizacién, los compuestos
antisentido son complementarios a al menos una porciéon de 9 nucleobases de un segmento diana. En
determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios a al menos una porcién de
10 nucleobases de un segmento diana. En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido son
complementarios a al menos una porcion de 11 nucleobases de un segmento diana. En determinados modos de
realizacion, los compuestos antisentido son complementarios a al menos una porcién de 12 nucleobases de un
segmento diana. En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios a al
menos una porcion de 13 nucleobases de un segmento diana. En determinados modos de realizacion, los
compuestos antisentido son complementarios a al menos una porcién de 14 nucleobases de un segmento diana.
En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido son complementarios a al menos una porcion
de 15 nucleobases de un segmento diana. También se contemplan compuestos antisentido que son
complementarios a al menos una porcion de 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas nucleobases de un
segmento diana, o un intervalo definido por dos cualesquiera de estos valores.

Identidad

Los compuestos antisentido en el presente documento también pueden tener un porcentaje de identidad definido
con una secuencia de nucleoétidos particular, SEQ ID NO, o compuesto representado por un numero Isis especifico,
0 una porcion del mismo. Como se usa en el presente documento, un compuesto antisentido es idéntico a la
secuencia divulgada en el presente documento si tiene la misma capacidad de emparejamiento de nucleobases.
Por ejemplo, un ARN que contiene uracilo en lugar de timidina en una secuencia de ADN divulgada se consideraria
idéntico a la secuencia de ADN puesto que tanto uracilo como timidina se emparejan con adenina. También se
contemplan versiones acortadas y alargadas de los compuestos antisentido descritos en el presente documento,
asi como compuestos que tienen bases no idénticas en relacion con los compuestos antisentido en el presente
documento. Las bases no idénticas pueden estar adyacentes entre si o dispersarse por todo el compuesto
antisentido. El porcentaje de identidad de un compuesto antisentido se calcula de acuerdo con el nimero de bases
que tienen un apareamiento de bases idéntico en relacién con la secuencia con la que se compara.

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido, o porciones de los mismos, son al menos un
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticos a uno o mas de los compuestos
antisentido o SEQ ID NO, o una porcién de los mismos, divulgados en el presente documento.

En determinados modos de realizacién, una porcién del compuesto antisentido se compara con una porcién de
igual longitud del acido nucleico diana. En determinados modos de realizacion, una porcioén de 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o0 25 nucleobases se compara con una porcion de igual longitud del acido
nucleico diana.

En determinados modos de realizacién, una porcion del oligonucleétido antisentido se compara con una porcion
de igual longitud del acido nucleico diana. En determinados modos de realizacién, una porcién de 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 nucleobases se compara con una porcion de igual longitud del
acido nucleico diana.

Modificaciones

Un nucledsido es una combinacién base-glicido. La porcidon de nucleobases (también conocida como base) del
nucledsido es normalmente un resto de bases heterociclico. Los nucleétidos son nucleésidos que incluyen ademas
un grupo fosfato enlazado covalentemente a la porcién glucidica del nucleésido. Para aquellos nucleésidos que
incluyen un glucido pentofuranosilico, el grupo fosfato se puede enlazar al resto hidroxilo 2', 3' o &' del glucido. Los
oligonucledtidos se forman a través del enlace covalente de nucledsidos adyacentes entre si, para formar un
oligonucleétido polimérico lineal. Dentro de la estructura oligonucleotidica, comunmente se hace referencia a los
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grupos fosfato como formadores de los enlaces internucleosidicos del oligonucleétido.

Las modificaciones para los compuestos antisentido engloban sustituciones o cambios en enlaces
internucleosidicos, restos glucidicos o nucleobases. Los compuestos antisentido modificados a menudo son
preferentes a las formas naturales debido a propiedades deseables tales como, por ejemplo, potenciacion en la
captacion celular, potenciacion en la afinidad por acido nucleico diana, incremento en la estabilidad en presencia
de nucleasas o incremento en la actividad inhibidora.

También se pueden emplear nucledsidos modificados quimicamente para incrementar la afinidad de unién de un
oligonucledtido antisentido acortado o truncado por su acido nucleico diana. En consecuencia, a menudo se
pueden obtener resultados comparables con compuestos antisentido mas cortos que tienen dichos nucledsidos
modificados quimicamente.

Enlaces internucleosidicos modificados

El enlace internucleosidico natural de ARN y el ADN es un enlace fosfodiéster 3' a 5'. Los compuestos antisentido
que tienen uno o mas enlaces internucleosidicos modificados, es decir, no naturales, a menudo se seleccionan
frente a los compuestos antisentido que tienen enlaces internucleosidicos naturales debido a propiedades
deseables tales como, por ejemplo, potenciacién en la captacién celular, potenciacién en la afinidad por acidos
nucleicos diana e incremento en la estabilidad en presencia de nucleasas.

Los oligonucledtidos que tienen enlaces internucleosidicos modificados incluyen enlaces internucleosidicos que
conservan un atomo de fésforo asi como enlaces internucleosidicos que no tienen un atomo de fésforo. Los
fésforos representativos que contienen enlaces internucleosidicos incluyen, pero no se limitan a, fosfodiésteres,
fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos. Los procedimientos de preparacion de enlaces que
contienen fésforo y que no contienen fésforo son bien conocidos.

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de CFB
comprenden uno o mas enlaces internucleosidicos modificados. En determinados modos de realizacion, los
enlaces internucleosidicos modificados son enlaces fosforotioato. En determinados modos de realizacién, cada
enlace internucleosidico de un compuesto antisentido es un enlace internucleosidico fosforotioato.

En determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos comprenden enlaces internucleosidicos modificados
dispuestos a lo largo del oligonucleétido o regidon del mismo en un patrén definido o motivo de enlace
internucleosidico modificado. En determinados modos de realizacion, los enlaces internucleosidicos se disponen
en un motivo con huecos. En dichos modos de realizacién, los enlaces internucleosidicos en cada una de las dos
regiones de ala son diferentes de los enlaces internucleosidicos en la regidon de hueco. En determinados modos
de realizacion, los enlaces internucleosidicos en las alas son fosfodiéster y los enlaces internucleosidicos en el
hueco son fosforotioato. El motivo nucleosidico se selecciona independientemente, por lo que dichos
oligonucleétidos que tienen un motivo de enlace internucleosidico con huecos pueden tener o no un motivo
nucleosidico con huecos v, si tienen un motivo nucleosidico con huecos, las longitudes de ala y hueco pueden ser
0 no iguales.

En determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos comprenden una region que tiene un motivo de enlace
internucleosidico alterno. En determinados modos de realizacién, los oligonucleétidos de la presente invencion
comprenden una region de enlaces internucleosidicos uniformemente modificados. En determinados de dichos
modos de realizacion, el oligonucleétido comprende una regién que se enlaza uniformemente por enlaces
internucleosidicos fosforotioato. En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido se enlaza
uniformemente por fosforotioato. En determinados modos de realizacion, cada enlace internucleosidico del
oligonucleétido se selecciona de fosfodiéster y fosforotioato. En determinados modos de realizacién, cada enlace
internucleosidico del oligonucleétido se selecciona de fosfodiéster y fosforotioato y al menos un enlace
internucleosidico es fosforotioato.

En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido comprende al menos 6 enlaces internucleosidicos
fosforotioato. En determinados modos de realizacién, el oligonucleétido comprende al menos 8 enlaces
internucleosidicos fosforotioato. En determinados modos de realizacion, el oligonucle6tido comprende al menos
10 enlaces internucleosidicos fosforotioato. En determinados modos de realizacién, el oligonucleétido comprende
al menos un bloque de al menos 6 enlaces internucleosidicos fosforotioato consecutivos. En determinados modos
de realizacion, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 8 enlaces internucleosidicos
fosforotioato consecutivos. En determinados modos de realizacion, el oligonucleétido comprende al menos un
bloque de al menos 10 enlaces internucleosidicos fosforotioato consecutivos. En determinados modos de
realizacion, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 12 enlaces internucleosidicos
fosforotioato consecutivos. En determinados de dichos modos de realizacién, al menos uno de dicho bloque se
localiza en el extremo 3' del oligonucleétido. En determinados de dichos modos de realizacion, al menos uno de
dicho bloque se localiza dentro de 3 nucledsidos del extremo 3' del oligonucledtido.
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En determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos comprenden uno o mas enlaces metilfosfonato. En
determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos que tienen un motivo nucleosidico gapmero comprenden
un motivo de enlace que comprende todos los enlaces fosforotioato excepto uno o dos enlaces metilfosfonato. En
determinados modos de realizacion, un enlace metilfosfonato esta en el hueco central de un oligonucleétido que
tiene un motivo nucleosidico gapmero.

En determinados modos de realizacién, es deseable disponer el nUmero de enlaces internucleosidicos fosforotioato
y enlaces internucleosidicos fosfodiéster para mantener la resistencia a la nucleasa. En determinados modos de
realizacion, es deseable disponer el nimero y posicion de enlaces internucleosidicos fosforotioato y el nimero y
posicion de enlaces internucleosidicos fosfodiéster para mantener la resistencia a la nucleasa. En determinados
modos de realizacion, el nimero de enlaces internucleosidicos fosforotioato puede disminuir y el numero de
enlaces internucleosidicos fosfodiéster se puede incrementar. En determinados modos de realizacion, el nimero
de enlaces internucleosidicos fosforotioato puede disminuir y el nimero de enlaces internucleosidicos fosfodiéster
se puede incrementar mientras todavia se mantiene la resistencia a la nucleasa. En determinados modos de
realizacion, es deseable disminuir el nUmero de enlaces internucleosidicos fosforotioato mientras se mantiene la
resistencia a la nucleasa. En determinados modos de realizacion, es deseable incrementar el nimero de enlaces
internucleosidicos fosfodiéster mientras se mantiene la resistencia a la nucleasa.

Restos glucidicos modificados

Los compuestos antisentido pueden contener opcionalmente uno o mas nucledsidos en los que se ha modificado
el grupo glucido. Dichos nucledsidos modificados con glucido pueden impartir una potenciacion en la estabilidad
por nucleasas, un incremento en la afinidad de uniéon o alguna otra propiedad bioldgica beneficiosa a los
compuestos antisentido. En determinados modos de realizacion, los nucledsidos comprenden restos de anillo
ribofuranosa modificados quimicamente. Los ejemplos de anillos ribofuranosa modificados quimicamente incluyen
sin limitacion, la adicién de grupos sustituyentes (incluyendo grupos sustituyentes 5' y 2', puentes de atomos de
anillo no germinales para formar acidos nucleicos biciclicos (BNA), reemplazo sustitucion del atomo de oxigeno de
anillo ribosilo con S, N(R) o C(R1)(R2) (R, R1y Rz son cada uno independientemente H, alquilo C1-C12 0 un grupo
protector) y combinaciones de los mismos. Los ejemplos de glucidos modificados quimicamente incluyen
nucledsido 2'-F-5'-metilo-sustituido (véase la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 21/8/08
para otros nucledsidos 5',2'-bis-sustituidos divulgados) o el reemplazo del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con
S con sustitucion adicional en la posicion 2' (véase la solicitud de patente de EE. UU. publicada US2005-0130923,
publicada el 16 de junio de 2005) o, de forma alternativa, la sustitucién en 5' de un BNA (véase la solicitud
internacional PCT WO 2007/134181 publicada el 22/11/07 en la que LNA esta sustituido con, por ejemplo, un grupo
5'-metilo o 5'-vinilo).

Los ejemplos de nucledsidos que tienen restos glucidicos modificados incluyen sin limitacién nucledsidos que
comprenden los grupos sustituyentes 5'-vinilo, 5'-metilo (R o S), 4'-S, 2'-F, 2'-OCHj3, 2'-OCH2CHj3, 2'-OCH2CH2F y
2'-O(CH2)20CHs. El sustituyente en la posicidn 2' también se puede seleccionar de alilo, amino, acido, tio, O-alilo,
alquilo O-C1-C1o, OCF3, OCHzF, O(CHz2)2SCHs, O(CHz2)2-O-N(Rm)(Rn), O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn) y O-CH2-C(=0)-
N(R1)-(CHz2)2-N(Rm)(Rn), donde cada Ri, Rm y Rn es, independientemente, H o alquilo C1-C1o sustituido o no
sustituido.

Como se usa en el presente documento, "nucledsidos biciclicos" se refiere a nucledsidos modificados que
comprenden un resto glucidico biciclico. Los ejemplos de nucledsidos biciclicos incluyen sin limitacién, nucledsidos
que comprenden un puente entre los atomos de anillo ribosilo 4' y 2'. En determinados modos de realizacion, los
compuestos antisentido proporcionados en el presente documento incluyen uno o mas nucledésidos biciclicos que
comprenden un puente 4' a 2'. Los ejemplos de dichos nucleésidos biciclicos con puente 4' a 2' incluyen pero no
se limitan a una de las formulas: 4'-(CH2)-O-2' (LNA); 4'-(CH2)-S-2"; 4'-(CH2)2-O-2' (ENA); 4'-CH(CH3)-O-2' (también
denominada etilo restringido o cEt) y 4'-CH(CH20CH?3)-O-2' (y analogos de la misma, véase la patente de EE. UU.
7.399.845, presentada el 15 de julio de 2008); 4'-C(CHs)(CHs)-O-2' (y analogos de la misma, véase la solicitud
internacional WO 2009/006478, publicada el 8 de enero de 2009); 4'-CH2-N(OCHs)-2' (y analogos de la misma,
véase la solicitud internacional publicada W0O/2008/150729, publicada el 11 de diciembre de 2008); 4'-CH2-O-
N(CHzs)-2' (véase la solicitud de patente de EE. UU. publicada US2004-0171570, publicada el 2 de septiembre de
2004); 4'-CH2-N(R)-O-2', en la que R es H, alquilo C1-C12, 0 un grupo protector (véase la patente de EE. UU.
7.427.672, presentada el 23 de septiembre de 2008); 4'-CH2-C(H)(CHs)-2' (véase Zhou et al., J. Org. Chem., 2009,
74, 118-134); y 4'-CH2-C(=CHz2)-2' (y analogos de la misma, véase la solicitud internacional publicada WO
2008/154401, publicada el 8 de diciembre de 2008).

También se pueden encontrar otros informes relacionados con nucledsidos biciclicos en la literatura publicada
(véase por ejemplo: Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-
3630; Wahlestedt et al., Proc. Natl. Acad. Sei. U. S. A., 2000,97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc.,
2007,129(26) 8362-8379; Elayadi et al., Curr. Opinion Invest. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al., Chem. Biol.,
2001, 8, 1-7; y Orum et al., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001, 3, 239-243; patentes de EE. UU. n.°® 6.268.490;
6.525.191; 6.670.461; 6.770.748; 6.794.499; 7.034.133; 7.053.207; 7.399.845; 7.547.684; 8.530.640; y 7.696.345;
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publicaciones de patente de EE.UU. n.°s US2008-0039618; US2009-0012281; patentes de EE.UU. n.°s
61/026.995 y 61/097.787; solicitudes internacionales PCT publicadas; WO 2009/067647; WO 2011/017521; WO
2010/036698 WO 1999/014226; WO 2004/106356; WO 2005/021570; WO 2007/134181; WO 2008/150729; WO
2008/154401; y WO 2009/006478. Se puede preparar cada uno de los nucledsidos biciclicos anteriores para que
tengan una o mas configuraciones glucidicas estereoquimicas incluyendo, por ejemplo, a-L-ribofuranosa y 3-D-
ribofuranosa (véase la solicitud internacional PCT PCT/DK98/00393, publicada el 25 de marzo de 1999 como WO
99/14226).

En determinados modos de realizacion, los restos glucidicos biciclicos de nucledsidos de BNA incluyen, pero no
se limitan a, compuestos que tienen al menos un puente entre la posicion 4' y la 2' del resto glucidico de
pentofuranosilo en el que dichos puentes comprenden independientemente 1 o de 2 a 4 grupos enlazados
seleccionados independientemente de —[C(Ra)(Ro)lh—-, —C(Ra)=C(Rb)-, —C(Ra)=N-, -C(=0)-, -C(=NRa)-,
-C(=S)-, -O—, -Si(Ra)2—, -=S(=0)x— y -N(Ra)—;

en los que:
xes0,102;
nes1,2,304;

cada Ra y Ry es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, alquilo C1-C12, alquilo C4-C12 sustituido,
alquenilo C2-C12, alquenilo C2-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C+2 sustituido, arilo Cs-C2o, arilo Cs-C2o
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical aliciclico Cs-
C7, radical aliciclico Cs-C7 sustituido, halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ1, acilo (C(=0)-H), acilo sustituido, CN,
sulfonilo (S(=0)2-J1), o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada J1y J2 es, independientemente, H, alquilo C1-C12, alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-C12, alquenilo C2-C12
sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C+2 sustituido, arilo Cs-Czo, arilo Cs-C20 sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, aminoalquilo C4-C+2, aminoalquilo C1-C12
sustituido o un grupo protector.

En determinados modos de realizacion, el puente de un resto glucidico biciclico es =[C(Ra)(Rb)]n—, =[C(Ra)(Rb)]n-
O-, —C(RaRb)-N(R)-O- 0 —C(RaRb)-O-N(R)-. En determinados modos de realizacion, el puente es 4'-CHz-2', 4'-
(CH2)2-2', 4'-(CH2)3-2', 4'-CH2-0-2', 4'-(CH2)2-0-2', 4'-CH2-O-N(R)-2' y 4'-CH2-N(R)-O-2'- en el que cada R es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1-Ci2.

En determinados modos de realizacion, los nucledsidos biciclicos se definen ademas por su configuracion
isomérica. Por ejemplo, un nucleésido que comprende un puente 4'-2' metilen-oxi, puede estar en la configuracion
a-L o en la configuracion B-D. Previamente, los BNA de a-L-metilenoxi (4'-CH2-O-2') se han incorporado en
oligonucledtidos antisentido que mostraron actividad antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21,
6365-6372).

En determinados modos de realizacién, los nucleésidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-metilenoxi
(4’-CH2-0-2’) BNA, (B) B-D-metilenoxi (4’-CH2-O-2") BNA, (C) etilenoxi (4’-(CH2)2-O-2’) BNA, (D) aminooxi (4'-CHz-
O-N(R)-2’) BNA, (E) oxiamino (4’-CH2-N(R)-O-2") BNA y (F) metil(metilenoxi) (4’-CH(CH3)-O-2’) BNA, (G) metilen-
tio (4’-CH2-S-2’) BNA, (H) metilen-amino (4’-CH2-N(R)-2’) BNA, (1) metil-carbociclico (4’-CH2-CH(CHz3)-2’) BNA, (J)
propilen-carbociclico (4’-(CHz)s-2") BNA y (K) vinil-BNA como se representa a continuacion:
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en los que Bx es el resto de base y R es independientemente H, un grupo protector, alquilo C1-C12 0 alcoxi C1-C1z2.

5 En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la formula I:

Ta_O Bx

en la que:
10
Bx es un resto de base heterociclico;
=Qa-Qb-Qc— es -CH2-N(Rc¢)-CHz2—, —C(=0)-N(R¢)-CH2—, ~CH2-O-N(R¢) —, “CH2-N(R¢)-O—- 0 —N(Rc)-O-CHz;

15 Rc es alquilo C4-C12 0 un grupo protector amino; y

Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de
fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte.

20 En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la formula 11

en la que:
25
Bx es un resto de base heterociclico;
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Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de
fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Za es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo
C2-Cs sustituido, acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido.

En un modo de realizacion, cada uno de los grupos sustituidos esta, independientemente, mono o polisustituido
con grupos sustituyentes seleccionados independientemente de halégeno, oxo, hidroxilo, OJc, NJcdd, SJc, Ns,
OC(=X)Jc y NJeC(=X)NJcdg, en los que cada J¢, Ja y Je €5, independientemente, H, alquilo C1-Cs, 0 alquilo C1-Cs
sustituido y X es O o NJc.

En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la formula IlI:

T,
|
O
Z o. Bx
~
o O
| 11
Ty
en la que:

Bx es un resto de base heterociclico;

Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de
fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Zy es alquilo C1-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo
C2-Ce sustituido o acilo sustituido (C(=0)-).

En determinados modos de realizaciéon, se proporcionan nucleésidos biciclicos que tienen la formula 1V:

Qa. qp
Ta_O O Bx
o Th
¢
dd ITI v
ORy
en la que:

Bx es un resto de base heterociclico;

Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de
fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

Rd es alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Ce 0 alquinilo
C2-Ce sustituido;

cada ga, gb, gc Y qd €S, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C2-Cs,
alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido, alcoxilo C2-Cs, alcoxilo C+-Ce sustituido, acilo,
acilo sustituido, aminoalquilo C1-Cs 0 aminoalquilo C+1-Cs sustituido;

En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula V:
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B g o
T,—O Bx
O_Tb
Qe
qs
O v
en la que:

Bx es un resto de base heterociclico;

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

Ja, Ob, Je Y gr son cada uno, independientemente, hidrogeno, halégeno, alquilo C1-C12, alquilo C1-C12 sustituido,
alquenilo C2-C12, alquenilo C2-C+2 sustituido, alquinilo C2-Ci12, alquinilo C2-C12 sustituido, alcoxi C1-C12, alcoxi C1-
C12 sustituido, OJ;, SJj, SOJj, SO2J;, NJjJk, N3, CN, C(=0)0J;, C(=O)NJ;jJk, C(=0)J;, O-C(=O)NJjJk, N(H)C(=NH)NJjJk,
N(H)C(=O)NJjJk o N(H)C(=S)NJjJx;

0 Qe Y gt juntos son =C(qg)(qn);
gg Y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C+2 o alquilo C1-C+2 sustituido.

Se ha descrito la sintesis y preparacion de los monémeros metilenoxi (4'-CH2-O-2') BNA adenina, citosina, guanina,
5-metil-citosina, timina y uracilo, junto con sus propiedades de oligomerizacion y reconocimiento de &cidos
nucleicos (Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). Los BNA y la preparacién de los mismos también se
describen en los documentos WO 98/39352 y WO 99/14226.

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

En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la formula VI:

0.
T, 0O— ~_Bx
g; /\ \“‘%/
/ ~ /
q] \\\‘(/ VI
q
dk :
en la que:

Bx es un resto de base heterociclico;

Ta y Tb son cada uno, independientemente H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado, un grupo de
fésforo reactivo, un resto de fésforo o una unién covalente a un medio de soporte;

cada qi gj, gk Y g1 €s, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-Ci12, alquilo C1-C12 sustituido, alquenilo C2-C1z,
alquenilo C2-C12 sustituido, alquinilo C2-C12, alquinilo C2-C12 sustituido, alcoxilo C1-C+2, alcoxilo C4-C12 sustituido,
0J;, SJj, SOJj, S02J;, NJiJk, N3, CN, C(=0)0J;, C(=O)NJjJk, C(=0)J;, O-C(=O)NJjJk, N(H)C(=NH)NJjJx,
N(H)C(=0)NJjJk o N(H)C(=S)NJjJk; y

giy gj 0 gy gk juntos son =C(qg)(an), en la que gq y gn son cada uno, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-
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C12 0 alquilo C1-C+2 sustituido.

Se han descrito un nucleésido biciclico carbociclico que tiene un puente 4'-(CH2)s-2' y el puente analogo de
alquenilo 4'-CH=CH-CH-2' (Freier et al., Nucleic Acids Research, 1997, 25(22), 4429-4443 y Albaek et al., J. Org.
Chem., 2006, 71, 7731-7740). También se han descrito la sintesis y preparacion de nucledsidos biciclicos
carbociclicos junto con su oligomerizacién y estudios bioquimicos (Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc., 2007,
129(26), 8362-8379).

Como se usa en el presente documento, "nucledsido biciclico 4'-2™ o "nucledsido biciclico 4' a 2™ se refiere a un
nucledsido biciclico que comprende un anillo furanosa que comprende un puente que conecta dos atomos de
carbono del anillo furanosa conecta el atomo de carbono 2'y el atomo de carbono 4' del anillo glucidico.

Como se usa en el presente documento, "nucledsidos monociclicos" se refiere a nucledsidos que comprenden
restos glucidicos modificados que no son restos glucidicos biciclicos. En determinados modos de realizacion, el
resto glucidico, o el analogo de resto glucidico, de un nucledsido se puede modificar o sustituir en cualquier
posicion.

Como se usa en el presente documento, "glucido 2'-modificado” quiere decir un glicido furanosilo modificado en
la posicion 2'. En determinados modos de realizacion, dichas modificaciones incluyen sustituyentes seleccionados
de: un haluro, incluyendo, pero sin limitarse a, alcoxi sustituido y no sustituido, tioalquilo sustituido y no sustituido,
aminoalquilo sustituido y no sustituido, alquilo sustituido y no sustituido, alilo sustituido y no sustituido y alquinilo
sustituido y no sustituido. En determinados modos de realizacion, las modificaciones en 2' se seleccionan de
sustituyentes incluyendo, pero sin limitarse a: O[(CH2)aO]mCHs3, O(CH2)nNH2, O(CH2)aCHs, O(CH2)nF,
O(CH2)nONH2, OCH2C(=0O)N(H)CHs, and O(CH2)nON[(CH2)nCHs]2, donde n y m son de 1 a aproximadamente 10.
Otros grupos sustituyentes 2' también se pueden seleccionar de: alquilo C1-C12, alquilo sustituido, alquenilo,
alquinilo, alcarilo, aralquilo, O-alcarilo u O-aralquilo, SH, SCHs, OCN, CI, Br, CN, F, CF3, OCF3, SOCH3, SO2CHzs,
ONOg2, NO2, N3, NH2, heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un
grupo de escision de ARN, un grupo informador, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades
farmacocinéticas, o un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un compuesto antisentido, y otros
sustituyentes que tienen propiedades similares. En determinados modos de realizacion, los nucledsidos
modificados comprenden una cadena lateral 2'-MOE (Baker et al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 11944-12000). Se ha
descrito que dicha sustitucion de 2'-MOE tiene una mejora en la afinidad de unién en comparacién con nucleésidos
no modificados y con otros nucledsidos modificados, tales como 2'-O-metilo, O-propilo y O-aminopropilo. También
se ha demostrado que los oligonucledtidos que tienen el sustituyente 2'-MOE son inhibidores antisentido de la
expresion génica con rasgos caracteristicos prometedores para su uso in vivo (Martin, Helv. Chim. Acta, 1995, 78,
486-504; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176; Altmann et al., Biochem. Soc. Trans., 1996, 24, 630-637; y
Altmann et al., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).

Como se usa en el presente documento, un "nucledsido de tetrahidropirano modificado" o "nucledsido de THP
modificado" quiere decir un nucleésido que tiene un "glucido" de tetrahidropirano de seis miembros sustituido en
por el residuo pentofuranosilo en nucledsidos normales (un sustituto glucidico). Los nucleésidos de THP
modificados incluyen, pero no se limitan a, lo que se denomina en la técnica acido nucleico de hexitol (HNA), acido
nucleico de anitol (ANA), acido nucleico de manitol (MNA) (véase Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-
854) o fluoro-HNA (F-HNA) que tiene un sistema de anillo tetrahidropirano como se ilustra a continuacion:

HO\@ HO 0) HO )
O\“e 7 "Bx HO Bx W

H O HO Bx

i
o
a
v

En determinados modos de realizacion, se seleccionan sustitutos glucidicos que tienen la formula VII:

ql q2
Ta_ () 0 q3
q7 4
Je Bx
O <
Tb/ R} R, s

VII

en la que independientemente para cada uno de dichos al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
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féormula VII:
Bx es un resto de base heterociclico;

Tay Tb son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo nucleosidico
de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Ta and Tb es un grupo de enlace internucleosidico que une
el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de Ta and Ty es H, un grupo protector
de hidroxilo, un grupo conjugado enlazado o un grupo terminal 5' o 3';

a1, g2, 93, 94, gs, s, Y g7 son cada uno independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C+1-Cs sustituido, alquenilo Co-
Cs, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Cs sustituido; y cada uno de R1 y Rz se selecciona de
hidrégeno, hidroxilo, halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2,
NJ3C(=X)NJ1J2 'y CN, en la que X es O, S o NJ1 y cada J1, J2 ¥ J3 es, independientemente, H o alquilo C1-Ce.

En determinados modos de realizacién, se proporcionan los nucledsidos de THP modificados de férmula VIl en la
que g1, g2, g3, 94, g5, gs, Y g7 son cada uno H. En determinados modos de realizacion, al menos uno de q1, gz, g3,
Q4, 95, 96, Y g7 es distinto de H. En determinados modos de realizacion, al menos uno de q1, g2, g3, g4, 95, Js, Y Q7
es metilo. En determinados modos de realizacion, se proporcionan nucleésidos de THP de férmula VIl en la que
uno de R 1y R 2 es fluoro. En determinados modos de realizacién, R1 es fluoro y Rz es H; R1 es metoxi y Rz es H,
y R1 es metoxietoxi y Rz es H.

En determinados modos de realizacion, los sustitutos glucidicos comprenden anillos que tienen méas de 5 atomos
y mas de un heteroatomo. Por ejemplo, se ha informado de nucledsidos que comprenden restos glucidicos
morfolino y su uso en compuestos oligoméricos (véanse por ejemplo: Braasch et al., Biochemistry, 2002, 41, 4503-
4510; las patentes de EE. UU. 5.698.685; 5.166.315; 5.185.444; y 5.034.506). Como se usa aqui, el término
"morfolino" quiere decir un sustituto glucidico que tiene la siguiente féormula:

E_O 0 Bx

N

Cata'a’s

En determinados modos de realizacién, las morfolinas se pueden modificar, por ejemplo, afadiendo o alterando
diversos grupos sustituyentes de la estructura de morfolina anterior. Dichos sustitutos glucidicos se denominan en
el presente documento "morfolinos modificados".

También se proporcionan combinaciones de modificaciones sin limitacion, tales como nucledsidos 2'-F-5'-metilo--
sustituidos (véase la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 21/8/08 para otros nucleésidos 5',
2'-bis-sustituidos divulgados) y el reemplazo del atomo de oxigeno del anillo ribosilo con S y sustitucion adicional
en la posicion 2' (véase la solicitud de patente de EE.UU. US2005-0130923, publicada el 16 de junio de 2005) o
de forma alternativa la sustituciéon en 5' de un acido nucleico biciclico (véase la solicitud internacional PCT WO
2007/134181, publicada el 22/11/07 en la que un 4'-CH2-O-2"-nucledsido biciclico esté sustituido ademas en la
posicion 5' con un grupo 5'-metilo o 5'-vinilo). También se ha descrito la sintesis y preparacion de nucleésidos
biciclicos carbociclicos junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos (véase por ejemplo, Srivastava et al.,
J. Am. Chem. Soc. 2007, 129(26), 8362-8379).

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos de
ciclohexenilo modificados, que es un nucleésido que tiene un ciclohexenilo de seis miembros en lugar del residuo
pentofuranosilo en nucledsidos naturales. Los nucledsidos de ciclohexenilo modificados incluyen, pero no se
limitan a, los descritos en la técnica (véanse, por ejemplo, la solicitud PCT publicada, de propiedad comun, WO
2010/036696 publicada el 10 de abril de 2010, Robeyns et al., J. Am. Chem. Soc., 2008, 130(6), 1979-1984;
Horvath et al., Tetrahedron Letters, 2007, 48, 3621-3623; Nauwelaerts et al., J. Am. Chem. Soc., 2007,129(30),
9340-9348; Gu et al., Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 2005, 24(5-7), 993-998; Nauwelaerts et al., Nucleic
Acids Research, 2005, 33(8), 2452-2463; Robeyns et al., Acta Crystallographica, Section F: Structural Biology and
Crystallization Communications, 2005, F61(6), 585-586; Gu et al., Tetrahedron, 2004, 60(9), 2111-2123; Gu et al.,
Oligonucleotides, 2003, 13(6), 479-489; Wang et al., J. Org. Chem., 2003, 68, 4499-4505; Verbeure et al., Nucleic
Acids Research, 2001, 29(24), 4941-4947; Wang et al., J. Org. Chem., 2001, 66, 8478-82; Wang et al., Nucleosides,
Nucleotides & Nucleic Acids, 2001, 20(4-7), 785-788; Wang et al., J. Am. Chem., 2000, 122, 8595-8602; solicitud
PCT publicada, documento WO 06/047842; y solicitud PCT publicada WO 01/049687). Determinados nucledsidos
de ciclohexenilo modificados tienen la formula X.
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en la que independientemente para cada uno de dichos al menos un andlogo nucleosidico de ciclohexenilo de
férmula X:

Bx es un resto de base heterociclico;

T3y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo nucleosidico
de ciclohexenilo a un compuesto antisentido o uno de Tz y T4 es un grupo de enlace internucleosidico que une el
analogo nucleosidico de tetrahidropirano a un compuesto antisentido y el otro de Tz y T4 es H, un grupo protector
de hidroxilo, un grupo conjugado enlazado o un grupo terminal 5' 0 3'; y

a1, 92, 93, 4, g5 ge, 47, s Y go son cada uno, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C2-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs, alquinilo C2-Ce sustituido u otro grupo sustituyente glucidico.

Como se usa en el presente documento, "2'-modificado” o "2'-sustituido" se refiere a un nucledsido que comprende
un glucido que comprende un sustituyente en la posicion 2' distinto de H u OH. Los nucledsidos 2'-modificados
incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos biciclicos en los que el puente que conecta dos atomos de carbono del
anillo glucidico conecta el carbono 2'y otro carbono del anillo glucidico; y nucledsidos con sustituyentes 2' distintos
del puente, tales como alilo, amino, acido, tio, O-alilo, O-alquilo C1-C10, ~OCF3, O-(CH2)2-O-CHs, 2'-O(CH2)2SCH3,
O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) 0 O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es, independientemente, H o alquilo C1-C1o
sustituido o no sustituido. Los nucledsidos 2'-modificados pueden comprender ademas otras modificaciones, por
ejemplo, en otras posiciones del glucido y/o en la nucleobase.

Como se usa en el presente documento, "2'-F" se refiere a un nucledsido que comprende un glicido que
comprende un grupo fluoro en la posicién 2' del anillo glucidico.

Como se usa en el presente documento, "2'-OMe" 0 "2'-OCH3" o0 "2'-O-metilo" cada uno se refiere a un nucledsido
que comprende un glicido que comprende un grupo -OCHs en la posicion 2' del anillo glucidico.

Como se usa en el presente documento, "2'-OMe" o0 "2'-OCHs" 0 "2'-O-metilo" cada uno se refiere a un nucledsido
que comprende un glucido que comprende un grupo -OCHs en la posicion 2' del anillo glucidico.

Como se usa en el presente documento, "MOE" o "2'-MOE" o "2'-OCH2CH20CH3" o "2'-O-metoxietilo" cada uno
se refiere a un nucledsido que comprende un glucido que comprende un grupo -OCH2CH20CHSs en la posicién 2'
del anillo glucidico.

Como se usa en el presente documento, "oligonucledtido” se refiere a un compuesto que comprende una pluralidad
de nucleésidos enlazados. En determinados modos de realizacién, se modifica uno o mas de la pluralidad de
nucledsidos. En determinados modos de realizacion, un oligonucleétido comprende uno o mas ribonucleésidos
(ARN) y/o desoxirribonucledsidos (ADN).

También son conocidos en la técnica muchos otros sistemas de anillo sustitutos glucidicos biciclo y triciclo que se
pueden usar para modificar nucledsidos para su incorporacion en compuestos antisentido (véase, por ejemplo, el
articulo de revision: Leumann, Bioorg. Med. Chem., 2002, 10, 841-854). Dichos sistemas de anillo pueden
experimentar diversas sustituciones adicionales para potenciar su actividad.

Los procedimientos para la preparacién de glucidos modificados son bien conocidos para los expertos en la técnica.
Algunas patentes de EE. UU. representativas que ensefian la preparacién de dichos glucidos modificados incluyen
sin limitacion, US: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786; 5.514.785;
5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265; 5.670.633;
5.700.920; 5.792.847 y 6.600.032 y la solicitud internacional PCT/US2005/019219, presentada el 2 de junio de
2005 y publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre de 2005.

En los nucledtidos que tienen fracciones glucidicas modificadas, las fracciones de nucleobase (naturales,
modificadas o una combinacién de las mismas) se mantienen para la hibridacién con una diana de acido nucleico
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apropiada.

En la invencion reivindicada, los compuestos antisentido comprenden uno o mas nucledsidos que tienen restos
glucidicos modificados. En determinados modos de realizacién, el resto glucidico modificado es 2'-MOE. En
determinados modos de realizacion, los nucledsidos 2'-MOE modificados se disponen en un motivo gapmero. En
determinados modos de realizacion, el resto glucidico modificado es un nucleésido biciclico que tiene un grupo
puente (4-CH(CHs)-O-2’). En determinados modos de realizacion, los nucledsidos (4’-CH(CH3)-O-2’) modificados
se disponen a lo largo de las alas de un motivo gapmero.

Nucleobases modificadas

Las modificaciones o sustituciones de nucleobases (o0 bases) son estructuralmente distinguibles de, pero
funcionalmente intercambiables con, nucleobases naturales o sintéticas no modificadas. Las nucleobases tanto
naturales como modificadas pueden participar en el enlace de hidrégeno. Dichas modificaciones de nucleobases
pueden impartir estabilidad a la nucleasa, afinidad de unién o alguna otra propiedad biolégica beneficiosa a los
compuestos antisentido. Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases sintéticas y naturales tales como, por
ejemplo, 5-metilcitosina (5-me-C). Determinadas sustituciones de nucleobases, incluyendo sustituciones de 5-
metilcitosina, son en particular utiles para incrementar la afinidad de unién de un compuesto antisentido por un
acido nucleico diana. Por ejemplo, se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina incrementan la
estabilidad del duplex de acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. and Lebleu, B., eds., Antisense
Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, pp. 276-278).

Las nucleobases modificadas adicionales incluyen 5-hidroximetil-citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina,
6-metil- y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-propil- y otros derivados alquilicos de adenina y
guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil- (~-C=C-CH3) uracilo y citosina y
otros derivados alquinilicos de bases pirimidinicas, 6-azo-uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-
tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquil-, 8-hidroxil- y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo en
particular 5-bromo, 5-trifluorometil- y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-
adenina, 2-aminoadenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina y 3-desazaguanina
y 3-desazaadenina.

Los restos de base heterociclicos también pueden incluir aquellos en los que la base purinica o pirimidinica se
reemplaza con otros heterociclos, por ejemplo, 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-
piridona. Las nucleobases que son en particular utiles para incrementar la afinidad de unién de compuestos
antisentido incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, incluyendo 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido dirigidos a un acido nucleico de CFB
comprenden una o mas nucleobases maodificadas. En determinados modos de realizacion, los oligonucleotidos
antisentido acortados o con huecos ensanchados dirigidos a un acido nucleico de CFB comprenden una o mas
nucleobases modificadas. En determinados modos de realizacion, la nucleobase modificada es 5-metilcitosina. En
determinados modos de realizacion, cada citosina es una 5-metilcitosina.

Compuestos antisentido conjugados

En determinados modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona compuestos antisentido conjugados.
En determinados modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona compuestos antisentido conjugados
que comprenden un oligonucledtido antisentido complementario a un transcrito de acido nucleico. En determinados
modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto antisentido conjugado que comprende un oligonucleétido antisentido complementario a
un transcrito de acido nucleico. En determinados modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona
procedimientos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto antisentido conjugado que
comprende un oligonucleoétido antisentido y reducir la cantidad o actividad de un transcrito de acido nucleico en
una célula.

El receptor de asialoglucoproteina (ASGP-R) se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Park et al., PNAS
vol. 102, No. 47, pp 17125-17129 (2005). Dichos receptores se expresan en las células hepaticas, en particular
hepatocitos. Ademas, se ha demostrado que los compuestos que comprenden agrupaciones de tres ligandos N-
acetilgalactosamina (GalNAc) se pueden unir al ASGP-R, dando como resultado la captacion del compuesto en la
célula. Véase, por ejemplo, Khorev et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry, 16,9, pp 5216-5231 (mayo 2008).
En consecuencia, los conjugados que comprenden dichas agrupaciones de GalNAc se han usado para facilitar la
captacion de determinados compuestos en células hepaticas, especificamente hepatocitos. Por ejemplo, se ha
demostrado que determinados conjugados que contienen GalNAc incrementan la actividad de compuestos de
ARNip duplex en células hepaticas in vivo. En dichos casos, el conjugado que contiene GalNAc tipicamente se
une a la hebra de sentido del duplex de ARNip. Puesto que la hebra de sentido se desecha antes de que la hebra
de antisentido se hibride finalmente con el acido nucleico diana, existe poca preocupacion de que el conjugado
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interfiera con la actividad. Tipicamente, el conjugado se une al extremo 3' de la hebra de sentido del ARNip. Véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. 8.106.022. Determinados grupos conjugados descritos en el presente
documento son mas activos y/o mas faciles de sintetizar que los grupos conjugados descritos previamente.

En determinados modos de realizacién de la presente invencion, los conjugados se unen a compuestos antisentido
monocatenarios, incluyendo, pero sin limitarse a compuestos antisentido basados en RNasa H y compuestos
antisentido que alteran el corte y empalme de un acido nucleico diana pre-ARNm. En dichos modos de realizacion,
el conjugado debe permanecer unido al compuesto antisentido lo suficiente para proporcionar un beneficio (mejora
en la captacion en las células), pero a continuacion se debe escindir o bien no interferir de otro modo con las etapas
posteriores necesarias para la actividad, tales como hibridacion a un acido nucleico diana e interacciéon con RNasa
H o enzimas asociadas con el empalme o la modulaciéon del empalme. Este equilibrio de propiedades es mas
importante en el establecimiento de compuestos antisentido monocatenarios que en compuestos de ARNip, donde
el conjugado se puede unir simplemente a la hebra de sentido. En el presente documento se divulgan compuestos
antisentido monocatenarios conjugados que tienen una mejora en la potencia en células hepaticas in vivo en
comparacion con el mismo compuesto antisentido que carece del conjugado. Dado el equilibrio requerido de
propiedades para estos compuestos, dicha mejora en la potencia es sorprendente.

En determinados modos de realizacion, los grupos conjugados en el presente documento comprenden un resto
escindible. Como se indica, sin querer limitarse por el mecanismo, es légico que el conjugado deba permanecer
en el compuesto lo suficiente para proporcionar una potenciacion en la captacion, pero después de eso, es
deseable que una porcion o, idealmente, todo el conjugado se escinda, liberando el compuesto original (por
ejemplo, compuesto antisentido) en su forma mas activa. En determinados modos de realizacion, el resto escindible
es un nucledsido escindible. Dichos modos de realizacion aprovechan las nucleasas endégenas en la célula
uniendo el resto del conjugado (la agrupacion) al oligonucleétido antisentido a través de un nucledsido por medio
de uno o mas enlaces escindibles, tales como los de un enlace fosfodiéster. En determinados modos de realizacién,
la agrupacion se une al nucleésido escindible a través de un enlace fosfodiéster. En determinados modos de
realizacion, el nucledsido escindible se une al oligonucleétido antisentido (compuesto antisentido) por un enlace
fosfodiéster. En determinados modos de realizacion, el grupo conjugado puede comprender dos o tres nucledsidos
escindibles. En dichos modos de realizacion, dichos nucledsidos escindibles se enlazan entre si, al compuesto
antisentido y/o a la agrupacion por medio de enlaces escindibles (tales como los de un enlace fosfodiéster).
Determinados conjugados en el presente documento no comprenden un nucleésido escindible y en su lugar
comprenden un enlace escindible. Se muestra que esa escision suficiente del conjugado del oligonucleétido se
proporciona por al menos un enlace que es vulnerable a la escision en la célula (un enlace escindible).

En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido conjugados son profarmacos. Dichos
profarmacos se administran a un animal y finalmente se metabolizan a una forma mas activa. Por ejemplo, los
compuestos antisentido conjugados se escinden para retirar todo o parte del conjugado dando como resultado la
forma activa (o mas activa) del compuesto antisentido que carece de todo o parte del conjugado.

En determinados modos de realizacion, los conjugados se unen al extremo 5' de un oligonucleétido. Determinados
de dichos conjugados en 5' se escinden de forma mas eficaz que los homologos que tienen un grupo conjugado
similar unido al extremo 3'. En determinados modos de realizacion, la mejora en la actividad se puede correlacionar
con una mejora en la escision. En determinados modos de realizacion, los oligonucleétidos que comprenden un
conjugado en el extremo 5' tienen mayor eficacia que los oligonucleétidos que comprenden un conjugado en el
extremo 3' (véanse, por ejemplo, los ejemplos 56, 81, 83 y 84). Ademas, la unién en 5' permite una sintesis
oligonucleotidica mas sencilla. Tipicamente, los oligonucleétidos se sintetizan sobre un soporte sélido en la
direccion 3'a 5'. Para preparar un oligonucledtido conjugado en 3', tipicamente se une un nucledsido preconjugado
en 3' al soporte sélido y a continuacion se construye el oligonucleétido como de costumbre. Sin embargo, unir ese
nucledsido conjugado al soporte sélido afiade complicaciéon a la sintesis. Ademas, usando ese enfoque, el
conjugado esta presente a continuacion en toda la sintesis del oligonucleétido y se puede degradar durante las
etapas posteriores o puede limitar los tipos de reacciones y reactivos que se pueden usar. Usando las estructuras
y técnicas descritas en el presente documento para oligonucleétidos conjugados en 5', se puede sintetizar el
oligonucleétido usando técnicas automatizadas estandar e introducir el conjugado con el nucleésido final (lo mas
hacia 5') o después de que el oligonucleétido se haya escindido del soporte sélido.

En vista de la técnica y la presente divulgacién, un experto en la técnica puede preparar facilmente cualquiera de
los conjugados y oligonucleétidos conjugados en el presente documento. Ademas, la sintesis de determinados de
dichos conjugados y oligonucledtidos conjugados divulgados en el presente documento es mas facil y/o requiere
pocas etapas y por lo tanto, es menos costosa que la de los conjugados divulgados previamente, proporcionando
ventajas en la fabricacion. Por ejemplo, la sintesis de determinados grupos conjugados consiste en menos etapas
sintéticas, lo que da como resultado un incremento en el rendimiento, en relaciéon con los grupos conjugados
descritos anteriormente. Los grupos conjugados tales como GalNAc3-10 en el ejemplo 46 y GalNAc3-7 en el
ejemplo 48 son mucho mas sencillas que los conjugados descritos previamente tales como los descritos en los
documentos US 8.106.022 o US 7.262.177 que requieren el conjunto de mas intermedios quimicos. En
consecuencia, estos y otros conjugados descritos en el presente documento tienen ventajas sobre los compuestos
descritos previamente para su uso con cualquier oligonucleétido, incluyendo oligonucleétidos monocatenarios y
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cualquier hebra de oligonucleétidos bicatenarios (por ejemplo, ARNip).

De forma similar, en el presente documento se divulgan grupos conjugados que tienen solo uno o dos ligandos de
GalNAc. Como se muestra, dichos grupos conjugados mejoran la actividad de los compuestos antisentido. Dichos
compuestos son mucho mas faciles de preparar que los conjugados que comprenden tres ligandos de GalNAc.
Los grupos conjugados que comprenden uno o dos ligandos de GalNAc se pueden unir a cualquier compuesto
antisentido, incluyendo oligonucledtidos monocatenarios y cualquier hebra de oligonucleétidos bicatenarios (por
ejemplo, ARNip).

En determinados modos de realizaciéon, los conjugados en el presente documento no alteran sustancialmente
determinadas medidas de tolerabilidad. Por ejemplo, se muestra en el presente documento que los compuestos
antisentido conjugados no son mas inmundgenos que los compuestos originales no conjugados. Puesto que se
mejora la potencia, los modos de realizacion en los que la tolerabilidad sigue siendo la misma (o incluso si la
tolerabilidad empeora solo ligeramente en comparacion con las ganancias de potencia) tienen una mejora en las
propiedades para el tratamiento.

En determinados modos de realizacién, la conjugacién permite alterar compuestos antisentido de formas que
tienen consecuencias menos atractivas en ausencia de conjugacion. Por ejemplo, en determinados modos de
realizacion, reemplazar uno o mas enlaces fosforotioato de un compuesto antisentido totalmente fosforotioato con
enlaces fosfodiéster da como resultado una mejora en algunas medidas de tolerabilidad. Por ejemplo, en
determinados casos, dichos compuestos antisentido que tienen uno o mas fosfodiésteres son menos
inmunogénicos que el mismo compuesto en el que cada enlace es un fosforotioato. Sin embargo, en determinados
casos, como se muestra en el ejemplo 26, ese mismo reemplazo de uno o mas enlaces fosforotioato con enlaces
fosfodiéster también da como resultado una reduccién en la captaciéon celular y/o pérdida de potencia. En
determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido conjugados descritos en el presente documento
toleran dicho cambio en los enlaces con poca o ninguna pérdida de captacion y potencia en comparacién con el
homoélogo de fosforotioato completo conjugado. De hecho, en determinados modos de realizacion, por ejemplo, en
los ejemplos 44, 57, 59 y 86, los oligonucledtidos que comprenden un conjugado y al menos un enlace
internucleosidico fosfodiéster en realidad presentan un incremento en la potencia in vivo incluso en relacion con
un homologo de fosforotioato completo que también comprende el mismo conjugado. Ademas, puesto que la
conjugacion da como resultado incrementos sustanciales en la captacion/potencia, una pequefia pérdida en esa
ganancia sustancial puede ser aceptable para lograr una mejora en la tolerabilidad. En consecuencia, en
determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido conjugados comprenden al menos un enlace
fosfodiéster.

En determinados modos de realizacion, la conjugacidon de compuestos antisentido en el presente documento da
como resultado un incremento en el suministro, captacion y actividad en los hepatocitos. Por tanto, se suministra
mas compuesto al tejido hepatico. Sin embargo, en determinados modos de realizacién, ese incremento en el
suministro por si solo no explica todo el incremento en la actividad. En determinados de dichos modos de
realizacion, entra mas compuesto en los hepatocitos. En determinados modos de realizacion, incluso ese
incremento en la captacién de hepatocitos no explica todo el incremento en la actividad. En dichos modos de
realizacién, se incrementa la captacion productiva del compuesto conjugado. Por ejemplo, como se muestra en el
ejemplo 102, determinados modos de realizacién de conjugados que contienen GalNAc incrementan el
enriquecimiento de oligonucledtidos antisentido en hepatocitos frente a células no parenquimatosas. Este
enriquecimiento es beneficioso para oligonucleétidos que se dirigen a genes que se expresan en hepatocitos.

En determinados modos de realizacién, los compuestos antisentido conjugados en el presente documento dan
como resultado una reduccién en la exposicion renal. Por ejemplo, como se muestra en el ejemplo 20, las
concentraciones de oligonucleétidos antisentido que comprenden determinados modos de realizacion de
conjugados que contienen GalNAc son menores en el rifidn que las de oligonucledtidos antisentido que carecen
de un conjugado que contiene GalNAc. Esto tiene varias implicaciones terapéuticas beneficiosas. Para
indicaciones terapéuticas donde no se busca actividad en el rifién, la exposicion al rifién presenta riesgo de
toxicidad renal sin el correspondiente beneficio. Ademas, la alta concentracién en el rifidn tipicamente da como
resultado la pérdida del compuesto en la orina, dando como resultado una eliminacion mas rapida. En
consecuencia, para dianas no renales, no se desea la acumulacioén renal.

En determinados modos de realizacién, se proporcionan compuestos antisentido conjugados que tienen la
estructura:
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i Determinadas fracciones escindibles

En determinados modos de realizacion, un resto escindible es un enlace escindible. En determinados modos de
realizacion, un resto escindible comprende un enlace escindible. En determinados modos de realizacién, el grupo
conjugado comprende un resto escindible. En determinados de dichos modos de realizacion, el resto escindible se
une al oligonucledtido antisentido. En determinados de dichos modos de realizacion, el resto escindible se une
directamente al resto dirigido a célula. En determinados de dichos modos de realizacién, el resto escindible se une
al conector conjugado. En determinados modos de realizacion, el resto escindible comprende un fosfato o
fosfodiéster. En determinados modos de realizacion, el resto escindible es un nucleésido escindible o un analogo
nucleosidico. En determinados modos de realizacion, el nucledsido o analogo nucleosidico comprende una base
heterociclica opcionalmente protegida seleccionada de una purina, purina sustituida, pirimidina o pirimidina
sustituida. En determinados modos de realizacion, el resto escindible es un nucledsido que comprende una base
heterociclica opcionalmente protegida seleccionada de uracilo, timina, citosina, 4-N-benzoilcitosina, 5-
metilcitosina, 4-N-benzoil-5-metilcitosina, adenina, 6-N-benzoiladenina, guanina y 2-N-isobutiriiguanina. En
determinados modos de realizacion, el resto escindible es 2'-desoxinucledsido que se une a la posicion 3' del
oligonucleétido antisentido por un enlace fosfodiéster y se une al conector por un enlace fosfodiéster o fosforotioato.
En determinados modos de realizacion, el resto escindible es 2'-desoxiadenosina que se une a la posicion 3' del
oligonucleétido antisentido por un enlace fosfodiéster y se une al conector por un enlace fosfodiéster o fosforotioato.
En determinados modos de realizacion, el resto escindible es 2'-desoxiadenosina que se une a la posicion 3' del
oligonucleétido antisentido por un enlace fosfodiéster y se une al conector por un enlace fosfodiéster.

En determinados modos de realizacion, el resto escindible se une a la posicion 3' del oligonucleétido antisentido.
En determinados modos de realizacién, el resto escindible se une a la posicion 5' del oligonucleétido antisentido.
En determinados modos de realizacion, el resto escindible se une a una posicion 2' del oligonucleétido antisentido.
En determinados modos de realizacion, el resto escindible se une al oligonucleétido antisentido por un enlace
fosfodiéster. En determinados modos de realizacion, el resto escindible se une al conector por un enlace
fosfodiéster o bien fosforotioato. En determinados modos de realizacion, el resto escindible se une al conector por
un enlace fosfodiéster. En determinados modos de realizacion, el grupo conjugado no incluye un resto escindible.

En determinados modos de realizacion, el resto escindible se escinde después de que el complejo se haya
administrado a un animal solo después de internalizarse por una célula diana. Dentro de la célula, el resto
escindible se escinde liberando de este modo el oligonucledtido antisentido activo. Sin pretender limitarse por la
teoria, se cree que el resto escindible se escinde por una o mas nucleasas dentro de la célula. En determinados
modos de realizacion, la una o mas nucleasas escinden el enlace fosfodiéster entre el resto escindible y el conector.
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ii Determinados conectores

El grupo conjugado del compuesto de la invenciéon comprende un conector. En determinados de dichos modos de
realizacion, el conector se une covalentemente al resto escindible. En determinados de dichos modos de
realizacion, el conector se une covalentemente al oligonucleétido antisentido. El conector se une covalentemente
a un resto dirigido a célula.

El conector es un grupo lineal que comprende grupos alquilo, amida y éter. En determinados modos de realizacion,
el grupo lineal se une covalentemente al resto dirigido a célula y al resto escindible. En determinados modos de
realizacion, el grupo lineal se une covalentemente al resto dirigido a célula y al oligonucleétido antisentido.

El conector conjugado del compuesto de la invencidn tiene la estructura:
Q o
HMHWD_;

iii Determinados restos dirigidos a células

El grupo conjugado del compuesto de la invencion comprende restos dirigidos a células. Determinados de dichos
restos dirigidos a células incrementan la captacién celular de compuestos antisentido. Los restos dirigidos a células
comprenden un grupo de ramificacién, tres anclajes y tres ligandos.

1. Determinados grupos de ramificacion

El grupo conjugado del compuesto de la invencion comprende un resto dirigido que comprende un grupo de
ramificacién y tres ligandos anclados. El grupo de ramificacién se une al conector conjugado. El grupo de
ramificacién se une covalentemente al conector y a cada uno de los ligandos anclados. El grupo de ramificacion
del compuesto de la invencion tiene la estructura:

s "
O N
y, NH

2. Determinados anclajes

El grupo conjugado del compuesto de la invencién comprende tres anclajes unidos covalentemente al grupo de
ramificacién. El anclaje se une al grupo de ramificacion a través de un grupo éter. El anclaje se une al ligando a
través de un grupo éter.

El anclaje del compuesto de la invencidn tiene la estructura:
(0]
% N
/\t,J:\H

3. Determinados ligandos

Cada ligando del compuesto de la invencion se une covalentemente a un anclaje. En determinados modos de
realizacion, se selecciona cada ligando para que tener afinidad por al menos un tipo de receptor en una célula
diana. En determinados modos de realizacion, se seleccionan ligandos que tienen una afinidad por al menos un
tipo de receptor en la superficie de una célula hepatica de mamifero. En determinados modos de realizacion, se
seleccionan ligandos que tienen una afinidad por el receptor de asialoglucoproteina hepatica (ASGP-R). En
determinados modos de realizaciéon de la divulgacién, cada ligando es un carbohidrato. Cada ligando del
compuesto de la invencién es N-acetilgalactosamina (GalNAc). En determinados modos de realizacion de la
divulgacion, el resto dirigido comprende 3 ligandos. El resto dirigido del compuesto de la invencién comprende
ligandos 3N-acetilgalactosamina.
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En determinados modos de realizacion, "GalNac" o "Gal-NAc" se refiere a 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-
galactopiranosa, comunmente denominada en la literatura N-acetilgalactosamina. En determinados modos de
realizacion, "N-acetilgalactosamina" se refiere a 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa. "GalNac" o "Gal-NAc"
del compuesto de la invencion se refiere a 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa, que esta en la forma 8: 2-
(acetilamino)-2-desoxi-B-D-galactopiranosa. Ademas de la presente invencion, en el presente documento se
divulga la forma a: 2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa, que se representa por referencia a continuacion.

o OH
o
o )J\
HO , N

OH

HC

2-(acetilamino)-2-desoxi-D-galactopiranosa

OH
OH

o)
o ot
NHAc
2-(acetilamino)-2-desoxi-B-D-galactopiranosa
OH
OH

HO

NHAc o

¥
2-(acetilamino)-2-desoxi-a-D-galactopiranosa
i Determinados conjugados

En determinados modos de realizacion, los grupos conjugados comprenden los rasgos caracteristicos
estructurales anteriores que son consecuentes con las reivindicaciones adjuntas.

En determinados de dichos modos de realizacion, los grupos conjugados tienen la siguiente estructura:
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En determinados de dichos modos de realizacion, los grupos conjugados tienen la siguiente estructura:

HOCH 0
@]
HO 0" T
AcHN
HoOH
s O/\(")/\N/l\/_o /U\/\)'LN/\{V,/\O P §
AcHN O
HOOH /L‘J
@]
Hojé:iA/O/Tzfﬁ 0
AcHN

Determinados compuestos antisentido conjugados

En determinados modos de realizacion, los conjugados se unen a un nucleésido del oligonucleétido antisentido en
la posicion 2', 3' o 5' del nucledsido. El compuesto antisentido conjugado puede tener la siguiente estructura:

A B C D / E F)
\ q

en la que

A es el oligonucledtido antisentido;

B es el resto escindible

C es el conector conjugado

D es el grupo de ramificacion

cada E es un anclaje;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:
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A—C—D{E—F)

q

en la que

A es el oligonucledtido antisentido;

C es el conector conjugado

D es el grupo de ramificacion

cada E es un anclaje;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En determinados de dichos modos de realizacion, el conector conjugado comprende al menos un enlace escindible.

En determinados de dichos modos de realizacion, el grupo de ramificacion comprende al menos un enlace
escindible.

En determinados modos de realizacion, cada anclaje comprende al menos un enlace escindible.

En determinados modos de realizacién, los conjugados se unen a un nucleésido del oligonucleétido antisentido en
la posicion 2', 3' o 5' del nucleésido.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

A B C (E F)

q

en la que

A es el oligonucledtido antisentido;

B es el resto escindible

C es el conector conjugado

cada E es un anclaje;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En determinados modos de realizacién, los conjugados se unen a un nucleésido del oligonucleétido antisentido en

la posicién 2', 3' o 5' del nucleésido. En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un compuesto
antisentido conjugado tiene la siguiente estructura:

A C (E F

en la que
A es el oligonucledtido antisentido;

C es el conector conjugado
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cada E es un anclaje;
cada F es un ligando; y
g es un numero entero entre 1y 5.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente

estructura:
A—B—D‘GE—F)

q
en la que

A es el oligonucledtido antisentido;

B es el resto escindible

D es el grupo de ramificacion

cada E es un anclaje;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

En determinados modos de realizacién de la divulgacion, un compuesto antisentido conjugado tiene la siguiente
estructura:

en la que

A es el oligonucledtido antisentido;
D es el grupo de ramificacion
cada E es un anclaje;

cada F es un ligando; y

g es un numero entero entre 1y 5.

Las patentes de Estados Unidos, publicaciones de solicitudes de patentes de Estados Unidos y publicaciones de
solicitudes de patentes internacionales representativas que ensefian la preparacion de determinados de los
conjugados, compuestos antisentido conjugados, anclajes, conectores, grupos de ramificacion, ligandos, restos
escindibles indicados anteriormente asi como otras modificaciones incluyen sin limitacion, US 5.994.517, US
6.300.319, US 6.660.720, US 6.906.182, US 7.262.177, US 7.491.805, US 8.106.022, US 7.723.509, US
2006/0148740, US 2011/0123520, WO 2013/033230 y WO 2012/037254.

Las publicaciones representativas que ensefan la preparacion de determinados de los conjugados, compuestos
antisentido conjugados, anclajes, conectores, grupos de ramificacién, ligandos, restos escindibles indicados
anteriormente asi como otras modificaciones incluyen sin limitacion, BIESSEN et al., "The Cholesterol Derivative
of a Triantennary Galactoside with High Affinity for the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor: a Potent Cholesterol
Lowering Agent" J. Med. Chem. (1995) 38:1846-1852, BIESSEN et al., "Synthesis of Cluster Galactosides with
High Affinity for the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1995) 38:1538-1546, LEE et al., "New
and more efficient multivalent glyco-ligands for asialoglycoprotein receptor of mammalian hepatocytes" Bioorganic
& Medicinal Chemistry (2011) 19:2494-2500, RENSEN et al., "Determination of the Upper Size Limit for Uptake
and Processing of Ligands by the Asialoglycoprotein Receptor on Hepatocytes in Vitro and in Vivo" J. Biol. Chem.
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(2001) 276(40):37577-37584, RENSEN et al., "Design and Synthesis of Novel N-Acetylgalactosamine-Terminated
Glycolipids for Targeting of Lipoproteins to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (2004) 47:5798-
5808, SLIEDREGT et al., "Design and Synthesis of Novel Amphiphilic Dendritic Galactosides for Selective
Targeting of Liposomes to the Hepatic Asialoglycoprotein Receptor" J. Med. Chem. (1999)42:609-618, y Valentijn
et al., "Solid-phase synthesis of lysine-based cluster galactosides with high affinity for the Asialoglycoprotein
Receptor" Tetrahedron, 1997, 53(2), 759-770.

En determinados modos de realizacion, los compuestos antisentido conjugados comprenden un oligonucleétido
basado en RNasa H (tal como un gapmero) o un oligonucleétido de modulaciéon de empalme (tal como un
oligonucleétido totalmente modificado) y cualquier grupo conjugado que comprende al menos uno, dos o tres
grupos GalNAc. En determinados modos de realizacién un compuesto antisentido conjugado comprende cualquier
grupo conjugado hallado en cualquiera de las siguientes referencias: Lee, Carbohydr Res, 1978, 67, 509-514;
Connolly et al., J Biol Chem, 1982, 257, 939-945; Pavia et al., Int J Pep Protein Res, 1983, 22, 539-548; Lee et al.,
Biochem, 1984, 23, 4255-4261; Lee et al., Glycoconjugate J, 1987, 4, 317-328; Toyokuni et al., Tetrahedron Lett,
1990, 31, 2673-2676; Biessen et al., J Med Chem, 1995, 38, 1538-1546; Valentijn et al., Tetrahedron, 1997, 53,
759-770; Kim et al., Tetrahedron Lett, 1997, 38, 3487-3490; Lee et al., Bioconjug Chem, 1997, 8, 762-765; Kato et
al., Glycobiol, 2001, 11, 821-829; Rensen et al., J Biol Chem, 2001, 276, 37577-37584; Lee et al., Methods
Enzymol, 2003, 362, 38-43; Westerlind et al., Glycoconj J, 2004, 21, 227-241; Lee et al., Bioorg Med Chem Lett,
2006, 16(19), 5132-5135; Maierhofer et al., Bioorg Med Chem, 2007, 15, 7661-7676; Khorev et al., Bioorg Med
Chem, 2008, 16, 5216-5231; Lee et al., Bioorg Med Chem, 2011, 19, 2494-2500; Kornilova et al., Analyt Biochem,
2012, 425, 43-46; Pujol et al., Angew Chemie Int Ed Engl, 2012, 51, 7445-7448; Biessen et al., J Med Chem, 1995,
38, 1846-1852; Sliedregt et al.,  Med Chem, 1999, 42, 609-618; Rensen et al., J Med Chem, 2004, 47, 5798-5808;
Rensen et al., Arterioscler Thromb Vase Biol, 2006, 26, 169-175; van Rossenberg et al., Gene Ther, 2004, 11, 457-
464; Sato et al., J Am Chem Soc, 2004, 126, 14013-14022; Lee et al., J Org Chem, 2012, 77, 7564-7571; Biessen
etal., FASEB J, 2000, 14, 1784-1792; Rajur et al., Bioconjug Chem, 1997, 8, 935-940; Duff et al., Methods Enzymol,
2000, 313, 297-321; Maier et al., Bioconjug Chem, 2003, 14, 18-29; Jayaprakash et al., Org Lett, 2010, 12, 5410-
5413; Manoharan, Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 2002, 12, 103-128; Merwin et al., Bioconjug Chem, 1994, 5,
612-620; Tomiya et al., Bioorg Med Chem, 2013, 21, 5275-5281; solicitudes internacionales W01998/013381;
WO02011/038356; WO1997/046098; W(0O2008/098788; WO2004/101619; W0O2012/037254; W0O2011/120053;
WO02011/100131; WO2011/163121; W02012/177947; WO2013/033230; W02013/075035; W0O2012/083185;
W02012/083046; W0O2009/082607; W02009/134487; WO2010/144740; W0O2010/148013; WO1997/020563;
W02010/088537; W02002/043771; W02010/129709; WO02012/068187; W02009/126933; W0O2004/024757;
W02010/054406; W02012/089352; W02012/089602; W0O2013/166121; W0O2013/165816; patentes de EE. UU.
4.751.219; 8.552.163; 6.908.903; 7.262.177; 5.994.517; 6.300.319; 8.106.022; 7.491.805; 7.491.805; 7.582.744;
8.137.695; 6.383.812; 6.525.031; 6.660.720; 7.723.509; 8.541.548; 8.344.125; 8.313.772; 8.349.308; 8.450.467;
8.501.930; 8.158.601; 7.262.177; 6.906.182; 6.620.916; 8.435.491; 8.404.862; 7.851.615; publicaciones de
solicitudes de patentes de EE.UU. publicadas US2011/0097264; US2011/0097265; US2013/0004427;
US2005/0164235; US2006/0148740; US2008/0281044; US2010/0240730; US2003/0119724; US2006/0183886;
US2008/0206869; US2011/0269814; US2009/0286973; US2011/0207799; US2012/0136042; US2012/0165393;
US2008/0281041; US2009/0203135; US2012/0035115; US2012/0095075; US2012/0101148; US2012/0128760;
US2012/0157509; US2012/0230938; US2013/0109817; US2013/0121954; US2013/0178512; US2013/0236968;
US2011/0123520; US2003/0077829; US2008/0108801; y US2009/0203132.

Pruebas in vitro de oligonucleétidos antisentido

En el presente documento se describen procedimientos para el tratamiento de células con oligonucleétidos
antisentido, que se pueden modificar apropiadamente para el tratamiento con otros compuestos antisentido.

Las células se pueden tratar con oligonucledtidos antisentido cuando las células alcanzan aproximadamente un
60-80 % de confluencia en cultivo.

Un reactivo usado comunmente para introducir oligonucleétidos antisentido en células cultivadas incluye el reactivo
de transfeccion de lipidos catidnicos LIPOFECTIN (Invitrogen, Carlsbad, CA). Los oligonucleétidos antisentido se
pueden mezclar con LIPOFECTIN en OPTI-MEM1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion final
deseada de oligonucleétido antisentido y una concentracion de LIPOFECTIN que puede variar de 2 a 12 ug/ml por
100 nM de oligonucleétido antisentido.

Otro reactivo usado para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye LIPOFECTAMINA
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El oligonucleétido antisentido se mezcla con LIPOFECTAMINA en medio de suero
reducido OPTI-MEM1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para lograr la concentracion deseada de oligonucledtido
antisentido y una concentracion de LIPOFECTAMINA que puede variar de 2 a 12 ug/ml por 100 nM de
oligonucleétido antisentido.

Otra técnica usada para introducir oligonucledétidos antisentido en células cultivadas incluye la electroporacion.

Aun otra técnica usada para introducir oligonucledtidos antisentido en células cultivadas incluye la captacion libre
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de los oligonucledtidos por las células.

Las células se tratan con oligonucleétidos antisentido por procedimientos habituales. Se pueden obtener células
16-24 horas después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido, momento en el que se miden los niveles de
ARN o proteina de acidos nucleicos diana por procedimientos conocidos en la técnica y descritos en el presente
documento. En general, cuando se realizan tratamientos en multiples duplicados, los datos se presentan como el
promedio de los tratamientos duplicados.

La concentracion de oligonucleétido antisentido usada varia de una linea celular a otra. Los procedimientos para
determinar la concentracion de oligonucledtido antisentido 6ptima para una linea celular particular son bien
conocidos en la técnica. Los oligonucleétidos antisentido se usan tipicamente en concentraciones que varian de
1nM a 300 nM cuando se transfectan con LIPOFECTAMINA. Los oligonucleédtidos antisentido se usan en
concentraciones mayores que varian de 625 a 20.000 nM cuando se transfectan usando electroporacion.

Aislamiento de ARN

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

Determinadas indicaciones

Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren a procedimientos para tratar, prevenir o mejorar
una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto por la
administracion de un inhibidor especifico de CFB, tal como un compuesto antisentido dirigido a CFB.

Los ejemplos de nefropatias asociadas con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento que se
pueden tratar, prevenir y/o mejorar con los procedimientos divulgados en el presente documento incluyen
glomerulopatia C3, sindrome hemolitico urémico atipico (SHUa), enfermedad por depésitos densos (EDD; también
conocida como MPGN tipo Il o C3Neph) y nefropatia CFHRS5.

Otras nefropatias asociadas con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento que se pueden
tratar, prevenir y/o mejorar con los procedimientos divulgados en el presente documento incluyen nefropatia por
IgA; glomerulonefritis mesangiocapilar (membranoproliferativa)(GMC); trastornos autoinmunitarios que incluyen
nefritis lUpica y lupus eritematoso sistémico (LES); glomerulonefritis inducida por infeccién (también conocida como
glomerulonefritis posinfecciosa); y lesiéon por isquemia-reperfusion renal, por ejemplo, lesién por isquemia-
reperfusion renal posterior a trasplante.

Los ejemplos de trastornos no renales asociados con la regulacion incorrecta de la via alternativa del complemento
tratables y/o prevenibles con los procedimientos divulgados en el presente documento incluyen enfermedades
oculares tales como degeneracion macular, por ejemplo, degeneracion macular senil (DMS), que incluye la DMS
humeda y la DMS seca, tales como atrofia geografica; neuromielitis optica; enfermedad de la cérnea, tal como
inflamacién de la cornea; uveitis autoinmunitaria; y retinopatia diabética. Se ha informado de que el sistema del
complemento esta implicado en enfermedades oculares. Jha P, et al., Mol Immunol (2007) 44(16): 3901-3908. Los
ejemplos adicionales de trastornos no renales asociados con la regulacion incorrecta de la via alternativa del
complemento tratables y/o prevenibles con los procedimientos divulgados en el presente documento incluyen
vasculitis asociada a ANCA, sindrome antifosfolipidico (también conocido como sindrome de anticuerpos
antifosfolipidicos (APS)), asma, artritis reumatoide, miastenia grave y esclerosis multiple.

Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren a procedimientos para tratar, prevenir o mejorar
una nefropatia asociada con la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento en un sujeto por la
administracion de un inhibidor especifico de CFB, tal como un compuesto antisentido dirigido a CFB. En
determinados aspectos, la nefropatia es nefritis lupica, lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad por
depdsitos densos (EDD), glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia CFHR5 o sindrome hemolitico urémico atipico
(SHUa), o cualquier combinacion de los mismos.

Determinados modos de realizacion de la divulgacion se refieren a procedimientos para tratar, prevenir o mejorar
la degeneracion macular, tal como degeneraciéon macular senil (DMS), en un sujeto por la administracién de un
inhibidor especifico de CFB, tal como un compuesto antisentido dirigido a CFB. En determinados aspectos, la DMS
es DMS humeda o DMS seca. En determinados aspectos, la DMS seca puede ser atrofia geografica. Los estudios
han demostrado la asociaciéon de la regulacién incorrecta de la via alternativa del complemento y DMS. Los
componentes del complemento son constituyentes comunes de las drusas oculares, el material extracelular que
se acumula en la macula de los pacientes con DMS. Ademas, se ha informado de que las variantes CFH y CFB
representan casi un 75 % de casos de DMS en el norte de Europa y Norteamérica. También se ha descubierto que
un polimorfismo de CFB especifico confiere protecciéon contra DMS. Patel, N. et al., Eye (2008) 22(6):768-76.
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Adicionalmente, los ratones homocigéticos deficientes en CFB tienen una actividad de la via del complemento
menor, presentan lesiones oculares mas pequefias y neovascularizacion coroidea (NVC) después de
fotocoagulacién por laser. Rohrer, B. et al., Invest Ophthalmol Vis Sci. (2009) 50(7):3056-64. Ademas, el
tratamiento con ARNip de CFB protege a los ratones de la NVC inducida por laser. Bora, NS et al., J Immunol.
(2006) 177(3):1872-8. Los estudios también han demostrado que el rifidén y el ojo comparten vias de desarrollo y
rasgos caracteristicos estructurales, incluyendo composicion del protdmero de colageno IV de la membrana basal
y vascularizaciéon. Savige et al., J Am Soc Nephrol. (2011) 22(8):1403-15. Existen pruebas de que la via del
complemento esta implicada en enfermedades renales y oculares. Por ejemplo, la carencia de proteina reguladora
del complemento hereditaria provoca predisposicion al sindrome hemolitico urémico atipico y DMS. Richards A et
al., Adv Immunol. (2007) 96:141-77. Adicionalmente, la nefropatia cronica se ha asociado con DMS. Nitsch, D. et
al., Ophthalmic Epidemiol. (2009) 16(3):181-6; Choi, J. et al, Ophthalmic Epidemiol. (2011) 18(6):259-63. La
enfermedad por depdsitos densos (EDD), una nefropatia asociada con la via alternativa del complemento regulada
incorrectamente, se caracteriza por sindrome nefritico agudo y drusas oculares. Cruz y Smith, GeneReviews (2007)
Jul 20. Ademas, los ratones que albergan la delecién genética de un componente de la via alternativa del
complemento tienen fenotipos de enfermedades oculares y renales coexistentes. Se ha informado de que los
ratones homocigoticos deficientes en CFH desarrollan EDD y presentan anomalias retinianas y disfuncién visual.
Pickering et al., Nat Genet. (2002) 31(4):424-8. Los modelos de ratén de nefropatias asociadas con la regulacion
incorrecta de la via alternativa del complemento también se aceptan como modelos de DMS. Pennesi ME et al.,
Mol Aspects Med (2012) 33:487-509. Los ratones deficientes en CFH, por ejemplo, son un modelo aceptado para
nefropatias, tales como EDD y DMS. Ademas, se ha informado de que la DMS se asocia con la fuente sistémica
de factores del complemento, que se acumulan localmente en el ojo para impulsar la activacién del complemento
en la via alternativa. Loyet et al., Invest Ophthalmol Vis Sci. (2012) 53(10):6628-37.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran determinados modos de realizacion de la presente divulgacion y no son limitantes.
Ademas, cuando se proporcionan modos de realizacion especificos, los autores de la invenciéon han contemplado
la aplicacion genérica de esos modos de realizacién especificos. Por ejemplo, la divulgacion de un oligonucleétido
que tiene un motivo particular proporciona un soporte razonable para oligonucleétidos adicionales que tienen el
mismo motivo o similar. Y, por ejemplo, cuando una modificacién de alta afinidad particular aparece en una posicion
particular, otras modificaciones de alta afinidad en la misma posicion se consideran adecuadas, a menos que se
indique de otro modo.

Ejemplo 1: procedimiento general para la preparacion de fosforamiditas, compuestos 1, 1ay 2

@) i
O __Bx O _Bx ' Bx
DMTO 2 DN'YTOA(_I OM D\rlrloc/jg 7‘
(jv (‘)“ .0/\/ C 3 (I)\\\(_)\
|
L 1 . > P
NC \/\(')/P\T\‘(I‘Pl‘b NC \/\O/P N(iPr), NC ~0 N(/Pr),
1 la 2

Bx es una base heterociclica;

Los compuestos 1, 1a y 2 se prepararon segun los procedimientos bien conocidos en la técnica como se describe
en la memoria descriptiva en el presente documento (véase Seth et al., Bioorg. Med. Chem., 2011, 21(4), 1122-
1125, J. Org. Chem., 2010,75(5), 1569-1581, Nucleic Acids Symposium Series, 2008, 52(1), 553-554); y véanse
también las solicitudes internacionales PCT publicadas (WO 2011/115818, WO 2010/077578, W0O2010/036698,
W02009/143369, WO 2009/006478 y WO 2007/090071), la patente de EE. UU. 7.569.686).

Ejemplo 2: preparaciéon del compuesto 7
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AcOOAD
AcOOAC c 0
0 TmsoTh, s0°c A0 HDWDA@ 5
AeCl OAc - 0 -
N_‘-\q_
AcHN CICH,CH.CI TMSOTY, DCE
3 (93 %) 3 (66 %)
ACQOAC APDIONC "
o H,/Pd 0 OH
o e
mo@/ \N\ﬁv@ e m&_ﬁ T b o
AcHN 5 0 (95 %) % . o

El compuesto 3 (2-acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-B-D-galactopiranosa o pentaacetato de
galactosamina) esta disponible comercialmente. El compuesto 5 se prepard de acuerdo con los procedimientos
5 publicados (Weber et al., J. Med. Chem., 1991, 34, 2692).

Ejemplo 3: preparaciéon del compuesto 11

EtO
N ﬂ
HO —~_CN g Q HCI, EtOH E"GY\,O\_,\J—NH?
HD%NH? “koHae, NCWO%NH? Reflujo, ta., O mo o
H 1.4-dioxano, e} (56 %)
8 (40 By NC»NJJ 10 o 11

10
Los compuestos 8 y 9 estan disponibles comercialmente.

Ejemplo 4: preparacion del compuesto 18
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Emﬁ Em\n’\(\)
. " D
o O cloreformiato de bancilo, o LigH, H,0

1C, ' EtD
o diaxano, Na CO o M REESTEr  S
MH- _ I 7"’\"’ “'uf"I'_'_ OI\@ Diocxano
ca (BB %)

CEo o " (91 %)

o a
%Og—ﬂwm
H
O\m iOiNVNHz 14 o N n
H _Br ‘”"_ e ‘*T“\,.-D\%—ﬁ O’\G

0
o LL 1
I i D)@ HETU, DIEA, DMF
HO O (69 %) _%\G”JL*HMN—( 15
H O

AcOOA:
H-M 'I;] 0

R Hﬂﬂ‘k!:‘-hfo\/\/\n/ch‘ =
H o] JDL‘ AcHN O
H-M
CF.COOH M N '] M u
: \g’\-' ;*H O/\@ BTU, DIEA, HOBE N

g5 U OMF
,( ».s (B4 %)
e
HoN N"Sp
AcOOAC
s H
AED%,DWHT,HWN‘%D
AgHM o

AcQDAC

AcO ﬁqz \.-«"\.-«-"\IT" WNT\, \%7 )LD,\EE
AcOOAC HN'C

Acok\'q'&/‘:'mhﬁ

| O
AcHM 18

El compuesto 11 se preparé segun los procedimientos ilustrados en el ejemplo 3. El compuesto 14 esta disponible
comercialmente. EI compuesto 17 se prepard usando procedimientos similares informados por Rensen et al., J.
5 Med. Chem., 2004, 47, 5798-5808.

Ejemplo 39: procedimiento general para la preparacion del compuesto oligomérico 83h que comprende un
conjugado de GalNAcs-3 en el extremo 5' (GalNAc3-1 modificado para unién al extremo 5') por medio de
soporte sélido

10
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1. H.. PAIC, MalH ($3 %
En

o
HETLL. NEA. DRF, T6 %

-

3. H, P4/C, MeOH

A Aoy DA
18
Acl el (] H
MHAC \-/'\,17‘1_1M H
AcHM RO a o
o o I US4
e CL ]_ OH
83b “cocE, dor CCED b il d o
F / ] o o
E A
HHA:
£ HNMHQ Bic
Pirizina, DMF
g o
B 2
Ael) AT
Al 5 o MG g & flrl b3e
H
AcHN NWNT\I H a F, F aLIGD I-U-'l'l-"‘ O (CH): — Mk
|;]) H o J.\/\,”\D H
o el D\_H—NH Tampan horatn, DMS0. pH 8.5 La,
feny  CHAC '“‘]-Ir"‘-'-f wmpan boralo, DME0, pl .,
o -,_/""/_‘_‘-g o d
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PHA:
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AcHN d N
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i u 5 I
H M M—(CHolae—0—P-0—{ OUGD )
LY e T\"D\—J_NH 1% T
ATy | H
‘/-..,/“ng o c:!

a3f
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Amoniaco acuoso

HQ PH
HO O H H
AcHN M
c d \"""\.-" \]r"\-hll O oH

| 5 a
M—({CH:lg—-0—-P-0— | QLiGD
WN\{“ %‘”“ H (o
Ho OH __/-./“\{

HD}%;?NG ( 83h
-

MHAGC
OH

HO\&VD
HO

NHAC

El compuesto 18 se prepard segun los procedimientos ilustrados en el ejemplo 4. Los compuestos 83a y 83b estan
disponibles comercialmente. El compuesto oligomérico 83e que comprende una hexilamina enlazada a fosfodiéster
5 se prepar6 usando procedimientos de sintesis oligonucleotidica estandar. El tratamiento del compuesto
oligomérico protegido con amoniaco acuoso proporciond el compuesto oligomérico conjugado de 5'-GalNAcs-3

(83h).
En el que GalNAcs-3 tiene la estructura:
10
Ho PH
O
HO o H
AcHN \/\/\n’N\/\/H
O n o] O OH
OH NN o) NMN"(CHz)s 0P}
N~ . ® o
He o, 0~"% ) e H [
0 o o]
HO
NHAc HN/\/\lI !0
H
OH ©
O
Ho, O
HO
NHAc

La porcion de agrupaciéon de GalNAcs del grupo conjugado de GalNAcs-3 (GalNAcs-3a) se puede combinar con
cualquier resto escindible para proporcionar una variedad de grupos conjugados. En el que GalNAcs-3a tiene la
15 férmula:
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HO OH
'e)
HO 0 H
AcHN \/\/\;;’N\/\/H
O Y\ @] O
H 3 O o
o ot o~ Ao reon

HO
NHAc HNN\ g

NHAc

Ejemplo 44: efecto de enlaces PO/PS sobre la inhibiciéon antisentido de ASO que comprenden el conjugado
de GalNAcs-1 (véase el ejemplo 9) en el extremo 3' dirigido a SRB-1

ISIS 655861 y 655862 que comprenden un conjugado de GalNAcs-1 en el extremo 3', cada uno dirigido a SRB-1,
se sometieron a prueba en un estudio de administraciéon Unica para determinar su capacidad para inhibir SRB-1
en ratones. El compuesto no conjugado original, ISIS 353382, se incluyd en el estudio para comparacion.

Los ASO son gapmeros 5-10-5 MOE, en los que la region de hueco comprende diez 2'-desoxirribonucledsidos y
cada regién de ala comprende cinco nucleésidos 2-MOE modificados. Los ASO se prepararon usando
procedimientos similares a los ilustrados previamente en el ejemplo 19y se describen en la tabla 36, a continuacién.
Tabla 36

ASO modificados que comprenden el conjugado de GalNAcs-1 en el extremo 3' dirigido a SRB-1

N.° ISIS Secuencia (5'a 3') Quimica SI,E\I%ID
353382 Ges"'CesTesTes™CesAdsGasTas™CasAds T dsGasAds PS total no 829
(original) MC g TasTes"Cos"CesTesTe conjugado
Gv::5va:5T::5T::5I1JCcsedl-d5Gd5TdsmCdxﬁdsTdsGds-r"ﬁlds PS'tOtaI con 830
655861 mcdsTd.sTcsm 7;;5"1{7.;51—.:sTc;.Ad..*-GalNJics-l a C%ﬂ;lilﬂi(i(;-?e
55862 Ges"CenTeoTeo "ConAdsGas Tas" CasAds TaeGasAds PS/P(_) mié(todcon 830
65586 "C s TasTeo"Coo"CosTesTepAge-GalNAes-1, C(()Enajlllﬁicj-1 °

Subindices: "e" indica nucledsido 2'-MOE modificado; "d" indica B-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica enlaces
internucleosidicos fosforotioato (PS); "o" indica enlaces internucleosidicos fosfodiéster (PO); y "o" indica -O-
P(=0)(OH)-. El superindice "m" indica 5-metilcitosinas. La estructura de "GalNAcs-1" se muestra en el ejemplo 9.

Tratamiento

A ratones Balb/c macho de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyecto por via
subcutanea una vez a la dosificacidon mostrada a continuacion ISIS 353382, 655861, 655862 o control tratado con
PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Antes del tratamiento asi como después de la ultima
dosis, se extrajo sangre de cada ratén y se analizaron muestras de plasma. Los ratones se sacrificaron 72 horas
después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 hepaticos usando PCR
ultrarrapida y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo
con protocolos estandar. Los niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron en relacién con ARN total (usando
Ribogreen), antes de la normalizacién al control tratado con PBS. Los resultados a continuacion se presentan como
el promedio del porcentaje de niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizados al control
tratado con PBS y se indican como "% de PBS". Las DEso se midieron usando procedimientos similares a los
descritos previamente y se informan a continuacion.
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Como se ilustra en la tabla 37, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido redujo los niveles de ARNm de SRB-
1 de manera dependiente de la dosis en comparaciéon con el control tratado con PBS. De hecho, los
oligonucleétidos antisentido que comprenden el conjugado de GalNAcs-1 en el extremo 3' (ISIS 655861 y 655862)
mostraron una mejora sustancial en la potencia en comparacion con el oligonucleétido antisentido no conjugado
(ISIS 353382). Ademas, ISIS 655862 con enlaces PS/PO mixtos mostré una mejora en la potencia en relacion con
PS total (ISIS 655861).

Tabla 37

Efecto de enlaces PO/PS sobre la inhibicion antisentido de ASO que comprenden el conjugado de GalNAcs-

1 en el extremo 3' dirigido a SRB-1

Dosifica Niveles de DE
N.° ISIS cioén ARNmM de SRB- (m /f(o ) Quimica SEQ ID NO.
(mg/kg) 1 (% PBS) 9/kg
PBS 0 100 - -
353382 3 76,65
(original 10 52,40 10,4 PS total sin conjugado 829
) 30 24,95
0,5 81,22
1,5 63,51 PS total con conjugado de
655861 5 2461 2,2 GalNACs-1 830
15 14,80
0,5 69,57 S/PO
PS/PO mixto con
655862 1,5 45,78 1,3 conjugado de GalNAcs-1 830
5 19,70
15 12,90

Los niveles de transaminasas hepéticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), en
suero, se midieron en relacién con ratones inyectados con solucién salina usando protocolos estandar. También
se evaluaron los pesos de érganos. Los resultados demostraron que no se observé elevacién en los niveles de
transaminasas (tabla 38) o en pesos de drganos (datos no mostrados) en ratones tratados con ASO en
comparacion con el control de PBS. Ademas, el ASO con enlaces PS/PO mixtos (ISIS 655862) mostré niveles de

transaminasas similares en comparacion con PS completo (ISIS 655861).

Tabla 38

Efecto de enlaces PO/PS sobre los niveles de transaminasas de ASO que comprenden el conjugado de

GalNAcs-1 en el extremo 3' dirigido a SRB-1

N-=21SIS Do(?rlgjzgl)on ﬁlj_/?; '(A‘US/;I; Quimica SEQ ID NO.
PBS 0 28,5 65 -
3 50,25 89 _
(orginal) 10 275 79,3 oniaads 829
30 27,3 97
0,5 28 55,7
1,5 30 78
055801 5 29 63,5 Zsafﬁtiﬁ’? 830
15 28,8 67,8
0,5 50 75,5
1,5 21,7 58,5 .
055862 5 29,3 69 PS/CI:SNHX);Z?OH 830
15 22 61
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F F
F F

El compuesto 4 (9,5 g, 28,8 mmol) se traté con el compuesto 103a o 103b (38 mmol), individualmente, y TMSOTf
(0,5 eq.) y tamices moleculares en diclorometano (200 ml), y se agité durante 16 horas a temperatura ambiente.
En ese momento, la capa organica se filtr6 a través de celite, a continuacién se lavd con bicarbonato de sodio,
agua y salmuera. A continuacion, la capa organica se separo y se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se redujo
a presion reducida. El aceite resultante se purifico por cromatografia en gel de silice (2 %->10% de
metanol/diclorometano) para dar los compuestos 104a y 104b con un rendimiento de un >80 %. CLEM y RMN de
protones fueron consecuentes con la estructura.

Los compuestos 104a y 104b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 100a-d (ejemplo
47), para dar los compuestos 105a y 105b con un rendimiento de un >90 %. CLEM y RMN de protones fueron
consecuentes con la estructura.

Los compuestos 105a y 105b se trataron individualmente con el compuesto 90 en las mismas condiciones que
para los compuestos 901a-d, para dar los compuestos 106a (80 %) y 106b (20 %). CLEM y RMN de protones
fueron consecuentes con la estructura.

Los compuestos 106a y 106b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 96a-d (ejemplo 47),
para dar 107a (60 %)y 107b (20 %). CLEM y RMN de protones fueron consecuentes con la estructura.

Los compuestos 107a 'y 107b se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 97a-d (ejemplo 47),
para dar los compuestos 108a y 108b con un rendimiento de un 40-60 %. CLEM y RMN de protones fueron
consecuentes con la estructura.

Los compuestos 108a (60 %)y 108b (40 %) se trataron en las mismas condiciones que para los compuestos 100a-
d (ejemplo 47), para dar los compuestos 109a y 109b con rendimientos de un >80 %. CLEM y RMN de protones
fueron consecuentes con la estructura.

El compuesto 109a se tratd en las mismas condiciones que para los compuestos 101a-d (ejemplo 47). para dar el
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compuesto 110a con un rendimiento de un 30-60 %. CLEM y RMN de protones fueron consecuentes con la
estructura. De forma alternativa, el compuesto 110b se puede preparar de forma similar comenzando con el
compuesto 109b.

Ejemplo 46: procedimiento general para conjugacion con ésteres de PEP (oligonucleétido 111);
preparacion de ISIS 666881 (GalNAcs3-10)

Un oligonucledtido 5'-hexilamino modificado se sintetizd y purificé usando procedimientos de oligonucleétidos en
fase solida estandar. El oligonucleétido 5'-hexilamino modificado se disolvié en tetraborato de sodio 0,1 M, pH 8,5
(200 ul) y se anadieron 3 equivalentes de una agrupacion de GalNAcs esterificada con PFP seleccionada disuelta
en DMSO (50 pl). Si el éster PFP precipito tras la adicién a la solucion de ASO, se afadié DMSO hasta que todo
el éster PFP estuvo en solucion. La reaccion se completd después de aproximadamente 16 h de mezclado a
temperatura ambiente. La solucion resultante se diluyé con agua hasta 12 ml y a continuaciéon se centrifugé a
3000 rpm en un filtro giratorio con un limite de masa de 3000 Da. Este proceso se repitié6 dos veces para retirar
impurezas de moléculas pequefias. A continuacion, la solucion se liofilizé hasta sequedad y se redisolvio en
amoniaco acuoso concentrado y se mezclé a temperatura ambiente durante 2,5 h, seguido de concentracion al
vacio para retirar la mayor parte del amoniaco. El oligonucleétido conjugado se purificé y desalé por RP-HPLC y
se liofilizé para proporcionar el oligonucleétido conjugado de GalNAcs.

OH
HO CH
, . @ 83e o
2 5 | AcHM O oo i i P
OLIGO I—G—r-lv—o—rI:H;‘m-NHﬁ OH _oH

110a = HO S

1, Tampdn horatc. DM30, pH 8,5, ta.  AcHM T
2. NH : <
3 facyt a
CH _0oH
Hc}ﬁ;.zc' 0 5

AcHN
oLied—{om—o~ ¥, NH

111

El oligonucledtido 111 se conjuga con GalNAcs-10. La porcién de agrupacion de GalNAcs del grupo conjugado de
GalNAcs3-10 (GalNAc3-10a) se puede combinar con cualquier resto escindible para proporcionar una variedad de
grupos conjugados. En determinados modos de realizacion, el resto escindible es -P(=0)(OH)-Aq-P(=0)(OH)-
como se muestra en el oligonucleétido (ISIS 666881) sintetizado con GalNAcs-10 a continuacion. La estructura de
GalNAc3-10 (GalNAcs-102-CM-) se muestra a continuacion:

HOOH
e
Ho\h/ /\(‘f\
AcHN
HOQH
O/T,)/\N )\/\/LN/\["Y\O M _____3
AcHN
HOCH
0 O
HO 4
AcHN

Siguiendo este procedimiento general se prepard ISIS 666881. El oligonucledtido 5'-hexilamino modificado, ISIS
660254, se sintetizo y purificd usando procedimientos de oligonucleétidos en fase sdlida estandar. Se disolvié ISIS
660254 (40 mg, 5,2 ymol) en tetraborato de sodio 0,1 M, pH 8,5 (200 pl) y se afiadieron 3 equivalentes de éster
PFP (compuesto 110a) disueltos en DMSO (50 pl). El éster PFP precipité tras la adicién a la soluciéon de ASO, lo
que requiri6 DMSO adicional (600 pl) para disolver totalmente el éster PFP. La reaccion se completd después de
16 h de mezclado a temperatura ambiente. La solucién se diluyé con agua hasta un volumen total de 12 ml y se
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centrifugd a 3000 rpm en un filtro giratorio con un limite de masa de 3000 Da. Este proceso se repitié dos veces

para retirar impurezas de moléculas pequefas. La solucion se liofilizé hasta sequedad y se redisolvié en amoniaco

acuoso concentrado mezclando a temperatura ambiente durante 2,5 h, seguido de concentracién a vacio para

retirar la mayor parte del amoniaco. El oligonucleétido conjugado se purificéd y desalé por RP-HPLC y se liofilizd
5 para dar ISIS 666881 con un rendimiento de un 90 % en peso (42 mg, 4,7 umol).

Oligonucleétido conjugado de GalNAc3-10

ASO Secuencia (5'a 3') grupo 5' SI;%ID
NH2(CH2)s-
) N, n {
isises0254 | - oAdGe CaT o TeColaGarT o Hexilamina 831
m( dSAdSTdS(JdS-AdR"(-(.NTGSTC\'“ Cs 'csTcsT::
GalNAc3-10a-
b Mg~ My~ b
isis 666881 | 0 Adolies CosTesTes CesAusGusTus GalNAcs-10 | 831
m(-d'-;AdsTd k;(-lds'Ad.\‘wc dsTdsT:‘;m( c:m(- csT:‘;Tc

10 Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil-citosina. Subindices:
"e" indica un nucleésido 2'-MOE modificado; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucledsido; "s" indica un enlace
internucleosidico (PS) fosforotioato; "o" indica un enlace internucleosidico fosfodiéster (PO); y "o™ indica -O-
P(=0O)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

15 Ejemplo 48: preparacion de oligonucleétido 119 que comprende GalNAc3-7

AcOOAC AcO DAC

o Q
AeO TMSOTI, DCE AcO D\J-JE,NHCBZ Pd{OH)-/C

o~k NHCB2 AcHN Hz MeOH, EtOAc

_‘_‘_‘D
N\[ A
4 35h 112

HO

HBTU, DIEA

o DOMF
o o MHCEBL FE——
nco%/ 2+
p \n/\/

HO
113
AcO QA
S o N0
A W
4
el OAC cHM
o o H o
AcO %NY\,D\_}—NHQE
AcHN o o
AcO OAc D}_)

114

55



10

15

20

25

30

ES2941742T3

AcO DAc

S o N0
AcO "‘\_Aﬁ}*\/
4
AcO OAC AcHM
PA/C, H.,

0
0
114 CH4OH ACD%O%N%\,D\%—NHz
AcHN o o
o

A DAC
0
AcO OWNH
AcHM
115
Ach) OAC
H
O
AcO OWN o
4
HETU, DIEA, DMF AcO OAc AcHM o o

0
0 OB
AcO &,0% NHY\IO\;J—NH "
= AcHN a o

HO O T O

o
AcO D\.‘/{"i\/NH
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116

El compuesto 112 se sintetizé siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (J. Med. Chem. 2004, 47, 5798-
5808).

El compuesto 112 (5 g, 8,6 mmol) se disolvié en metanol/acetato de etilo 1:1 (22 ml/22 ml). Se afiadié hidroxido de
paladio sobre carbono (0,5 g). La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente bajo hidrégeno durante
12 h. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de una almohadilla de celite y se lavd la almohadilla con
metanol/acetato de etilo 1:1. El filtrado y los lavados se combinaron y se concentré hasta sequedad para
proporcionar el compuesto 105a (cuantitativo). La estructura se confirmé por CLEM.

El compuesto 113 (1,25 g, 2,7 mmol), HBTU (3,2 g, 8,4 mmol) y DIEA (2,8 ml, 16,2 mmol) se disolvieron en DMF
anhidra (17 ml) y la mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 5 min. A esto se le afiadié una
soluciéon del compuesto 105a (3,77 g, 8,4 mmol) en DMF anhidra (20 ml). La reaccién se agité6 a temperatura
ambiente durante 6 h. El disolvente se retiré a presion reducida para obtener un aceite. El residuo se disolvié en
CH2Cl2 (100 ml) y se lavo con solucion acuosa saturada de NaHCO3 (100 ml) y salmuera (100 ml). La fase organica
se separo, seco (Naz2S0a4), se filtrd y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia en columna en gel de
silice y se eluy6 con MeOH del 10 al 20 % en diclorometano para proporcionar el compuesto 114 (1,45 g, 30 %).
La estructura se confirmé por CLEM y analisis de RMN de "H.

El compuesto 114 (1,43 g, 0,8 mmol) se disolvié en metanol/acetato de etilo 1:1 (4 ml/4 ml). Se afadi6é paladio
sobre carbono (humedo, 0,14 g). La mezcla de reaccion se purgd con hidrégeno y se agité a temperatura ambiente
bajo hidrégeno durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtiré a través de una almohadilla de celite. La almohadilla
de celite se lavd con metanol/acetato de etilo (1:1). El filtrado y los lavados se combinaron juntos y se evaporo a
presion reducida para proporcionar el compuesto 115 (cuantitativo). La estructura se confirmé por CLEM y analisis
de RMN de "H.

El compuesto 83a (0,17 g, 0,75 mmol), HBTU (0,31 g, 0,83 mmol) y DIEA (0,26 ml, 1,5 mmol) se disolvieron en
DMF anhidra (5 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 min. A esto se le afiadio
una solucion del compuesto 115 (1,22 g, 0,75 mmol) en DMF anhidra y la reaccion se agité a temperatura ambiente
durante 6 h. El disolvente se retiré a presion reducida y el residuo se disolviéo en CH2Cl2. La capa organica se lavo
con solucién acuosa saturada de NaHCOs y salmuera y se seco sobre Na2SO4 anhidro y se filtr6. La capa organica
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se concentrd hasta sequedad y el residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna en gel de silice y se
eluy6 con MeOH del 3 al 15 % en diclorometano para proporcionar el compuesto 116 (0,84 g, 61 %). La estructura
se confirmé por CLEM y analisis de RMN de "H.

AcO OAc

O o N O
AcO \J‘J\/
AcHN
PAIC, Hy, AcO OAC Q

EtOQAc, MeOH 0 }\/\)J\,DH
116 -
AcC &\\/D%NH\[’/\/ \%—NH
AcHN
AcD CAc
a
AcO D\J‘t\/NH 117
AcHN
A0 DAC
H
Q
AcO O _~Na P R
4 F F
PFPTFA, DMF, Pir P el

0
AcO &%Q/O\/HV-NH \%
AcHM \H/\/ &

AcO Qhc

118
A OWNH

AcHN

El compuesto 116 (0,74 g, 0,4 mmol) se disolvid en metanol/acetato de etilo 1:1 (5 ml/5 ml). Se afadi6é paladio
sobre carbono (humedo, 0,074 g). La mezcla de reaccidon se purgd con hidrogeno y se agité a temperatura
ambiente bajo hidrégeno durante 12 h. La mezcla de reaccion se filtré a través de una almohadilla de celite. La
almohadilla de celite se lavd con metanol/acetato de etilo (1:1). El filirado y los lavados se combinaron juntos y se
evaporé a presion reducida para proporcionar el compuesto 117 (0,73 g, 98 %). La estructura se confirmé por
CLEM vy analisis de RMN de "H.

El compuesto 117 (0,63 g, 0,36 mmol) se disolvi6 en DMF anhidra (3 ml). A esta solucion se afadieron N,N-
diisopropiletilamina (70 pl, 0,4 mmol) y trifluoroacetato de pentafluorofenilo (72 pl, 0,42 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 12 h y se vertié en una solucién acuosa saturada de NaHCOs.
La mezcla se extrajo con diclorometano, se lavé con salmuera y se seco sobre Na2SO4 anhidro. La solucién de
diclorometano se concentrd hasta sequedad y se purificd con cromatografia en columna en gel de silice y se eluyo
con MeOH del 5 al 10 % H en diclorometano para proporcionar el compuesto 118 (0,51 g, 79 %). La estructura se
confirmé por CLEMy RMN de "Hy 'Hy "°F.
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El compuesto oligomérico 119, que comprende un grupo conjugado de GalNAcs-7, se prepard usando los

procedimientos generales ilustrados en el ejemplo 46. La porcion de agrupacion GalNAcs del grupo conjugado de
5 GalNAcs3-7 (GalNAcs-7a) se puede combinar con cualquier resto escindible para proporcionar una variedad de

grupos conjugados. En determinados modos de realizacion, el resto escindible es —P(=0)(OH)-Aq-P(=0)(OH)-.

La estructura de GalNAcs-7 (GalNAcs-7.-CM-) se muestra a continuacion:

HOOC o]
(¢
HoOH O
HO- 07 - O ’I\/\AN’\H’\O (oM —
A(_HN Q
I
HoOH
HO 0’\(':\”*0
10 ACHN

Ejemplo 51: preparacion de oligonucleétido 155 que comprende GalNAc3-6

= o )\I
.y . N MH. f"x/*uh | H = it
T R z oH N o 9 N\_"_J-L,_
: = T oH
o™ "oH MaH 2 8 a
o™ ToH

i 148

15
El compuesto 146 se sintetizd como se describe en la literatura (Analytical Biochemistry 1995, 229, 54-60).
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El compuesto 4 (15 g, 45,55 mmol) y el compuesto 35b (14,3 gramos, 57 mmol) se disolvieron en CH2Cl2 (200 ml).
Se afiadieron tamices moleculares activados (4 A, 2 g, en polvo) y la reaccién se dejé en agitacién durante 30
minutos en atmdsfera de nitrégeno. Se afadio TMS-OTf (4,1 |, 22,77 mmol) y la reaccién se dej6é en agitacion a
temperatura ambiente durante la noche. Tras la finalizacién, la reaccién se desactivo vertiéndola en una solucién
de NaHCOs3 acuoso saturado (500 ml) y hielo picado (~ 150 g). La capa organica se separo, se lavé con salmuera,
se seco sobre MgSOy, se filtré y se concentrd a un aceite naranja a presion reducida. El material bruto se purifico
por cromatografia en columna en gel de silice y se eluyé con MeOH al 2-10 % en CH2Clz para proporcionar el
compuesto 112 (16,53 g, 63 %). CLEM y RMN de "H fueron consecuentes con el compuesto esperado.

El compuesto 112 (4,27 g, 7,35 mmol) se disolvi6 en MeOH/EtOAc 1:1 (40 ml). La mezcla de reaccion se purgd
burbujeando una corriente de argén a través de la solucién durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de Pearlman
(hidréxido de paladio sobre carbono, 400 mg) y se burbujed gas hidrogeno a través de la solucion durante 30
minutos. Tras la finalizaciéon (TLC, MeOH al 10 % MeOH en CH2Clz, y CLEM), el catalizador se retird por filtracion
a través de una almohadilla de celite. El filtrado se concentré por evaporacion rotatoria y se secé brevemente a
alto vacio para proporcionar el compuesto 105a (3,28 g). CLEM y RMN de 'H fueron consecuentes con el producto
deseado.

El compuesto 147 (2,31 g, 11 mmol) se disolvi6 en DMF anhidra (100 ml). Se afadié N,N-diisopropiletilamina
(DIEA, 3,9 ml, 22 mmol), seguido de HBTU (4 g, 10,5 mmol). La mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante
~ 15 minutos bajo nitrégeno. A esto se le afadié una solucién del compuesto 105a (3,3 g, 7,4 mmol) en DMF seca
y se agité durante 2 h en atmdsfera de nitrégeno. La reaccion se diluy6 con EtOAc y se lavé con NaHCOs acuoso
saturado y salmuera. La fase organica se separd, se seco (MgSOQa4), se filtrd y se concentrd hasta un jarabe naranja.
El material bruto se purificd por cromatografia en columna, Material por cromatografia al 2-5 % en CH2Cl2, para
proporcionar el compuesto 148 (3,44 g, 73 %). CLEM y RMN de 'H fueron consecuentes con el producto esperado.

El compuesto 148 (3,3 g, 5,2 mmol) se disolvio en MeOH/EtOAc 1:1 (75 ml). La mezcla de reaccién se purgd
burbujeando una corriente de argén a través de la solucién durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de Pearlman
(hidréxido de paladio sobre carbono) (350 mg). Se burbujeé gas hidrégeno a través de la solucion durante 30
minutos. Tras la finalizacion (TLC, MeOH al 10 % en DCM y CLEM), el catalizador se retir6 por filtracion a través
de una almohadilla de celite. El filtrado se concentrd por evaporacion rotatoria y se secé brevemente a alto vacio
para proporcionar el compuesto 149 (2,6 g). CLEM fue consecuente con el producto deseado. El residuo se disolvio
en DMF seco (10 ml) y se us6 de inmediato en la siguiente etapa.
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El compuesto 146 (0,68 g, 1,73 mmol) se disolvio en DMF seca (20 ml). A esto se le afiadieron DIEA (450 pl,
2,6 mmol, 1,5 eq.) y HBTU (1,96 g, 0,5,2 mmol). La mezcla de reaccién se dejo en agitacion durante 15 minutos a
temperatura ambiente bajo nitrégeno. Se afiadié una solucién del compuesto 149 (2,6 g) en DMF anhidra (10 ml).
El pH de la reaccién se ajusté hasta pH = 9-10 por adicién de DIEA (si era necesario). La reaccion se dejoé en
agitacion a temperatura ambiente bajo nitrédgeno durante 2 h. Tras la finalizacién, la reaccion se diluyé con EtOAc
(100 ml) y se lavé con NaHCOs acuoso saturado, seguido de salmuera. La fase organica se separo, se seco sobre
MgSOs4, se filtré y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice y se eluyd con
MeOH al 2-10 % en CHzCl2 para proporcionar el compuesto 150 (0,62 g, 20 %). CLEM y RMN de 'H fueron
consecuentes con el producto deseado.

El compuesto 150 (0,62 g) se disolvio en MeOH/EtOAc 1:1 (5 I). La mezcla de reaccién se purgd burbujeando una
corriente de argon a través de la solucidon durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de Pearlman (hidréxido de
paladio sobre carbono) (60 mg). Se burbujed gas hidrogeno a través de la soluciéon durante 30 minutos. Tras la
finalizacion (TLC, MeOH al 10 % en DCM y CLEM), el catalizador se retird por filtracion (filtro de teflén con punta
de jeringuilla, 0,45 ym). El filtrado se concentré por evaporacion rotatoria y se secé brevemente a alto vacio para
proporcionar el compuesto 151 (0,57 g). La CLEM fue consecuente con el producto deseado. El producto se
disolvié en 4 ml de DMF seca y se us6 de inmediato en la siguiente etapa.
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Se disolvié el compuesto 83a (0,11 g, 0,33 mmol) en DMF anhidra (5 ml) y se afiadieron N,N-diisopropiletilamina
(75 ul, 1 mmol) y PFP-TFA (90 ul, 0,76 mmol). La mezcla de reaccion se volvié fucsia tras el contacto y
gradualmente se volvid naranja durante los siguientes 30 minutos. El progreso de la reaccién se siguié por TLC y
CLEM. Tras la finalizacién (formacién del éster PFP), se afadié una solucion del compuesto 151 (0,57 g,
0,33 mmol) en DMF. El pH de la reaccion se ajustd hasta pH = 9-10 por adicién de N,N-diisopropiletilamina (si era
necesario). La mezcla de reaccion se agité bajo nitrégeno durante ~ 30 min. Tras la finalizacién, la mayoria del
disolvente se retiré a presién reducida. El residuo se diluyé con CH2Cl2 y se lavé con NaHCOs acuoso saturado,
seguido de salmuera. La fase organica se separd, se seco sobre MgSOs, se filtrd y se concentré hasta un jarabe
naranja. El residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice (MeOH al 2-10 % en CH2Cl2) para
proporcionar el compuesto 152 (0,35 g, 55 %). CLEM y RMN de 'H fueron consecuentes con el producto deseado.

El compuesto 152 (0,35 g, 0,182 mmol) se disolvio en MeOH/EtOAc 1:1 (10 ml). La mezcla de reaccion se purgd
burbujeando una corriente de argén a través de la solucién durante 15 minutos. Se afiadié catalizador de Pearlman
(hidréxido de paladio sobre carbono) (35 mg). Se burbujeé gas hidrégeno a través de la solucion durante 30
minutos. Tras la finalizacién (TLC, MeOH al 10 % en DCM y CLEM), el catalizador se retiré por filtracion (filtro de
teflon con punta de jeringuilla, 0,45 um). El filtrado se concentrd por evaporacion rotatoria y se sec6 brevemente a
alto vacio para proporcionar el compuesto 153 (0,33 g, cuantitativo). La CLEM fue consecuente con el producto
deseado.
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El compuesto 153 (0,33 g, 0,18 mmol) se disolvié en DMF anhidra (5 ml) con agitacion bajo nitrégeno. A esto se le
afiadieron N,N-diisopropiletilamina (65 pl, 0,37 mmol) y PFP-TFA (35 ul, 0,28 mmol). La mezcla de reaccion se
agité bajo nitrégeno durante ~ 30 min. La mezcla de reaccion se volvié fucsia tras el contacto y gradualmente se
volvié naranja. El pH de la mezcla de reaccion se mantuvo a pH = 9-10 afiadiendo mas N,N-diisopropiletilamina.
El progreso de la reaccién se siguié por TLC y CLEM. Tras la finalizacion, la mayoria del disolvente se retir6 a
presion reducida. El residuo se diluyd con CH2Cl2 (50 ml), y se lavé con NaHCOs acuoso saturado, seguido de
salmuera. La capa organica se seco sobre MgSQs, se filtrd y se concentrd hasta un jarabe naranja. El residuo se
purificd por cromatografia en columna y se eluyé con MeOH al 2-10 % en CH2Cl2 para proporcionar el compuesto
154 (0,29 g, 79 %). CLEM y RMN de "H fueron consecuentes con el producto deseado.

o 83e

Y E HoOH o
LouGo Fo-P-0-[CHa)s NH; Q
éH bl -3 HO O%H’W

AcHM HM,
1. Tampén borato, DMSQ, _ HOCH H fjH o
pH 8.5, La. M -
hﬁﬁ“{‘f ‘{‘-_r“"m ‘,‘NMNWD_@_{ULIGU
a Q

2. amoniaco ac., t.a. AcHN /3
HoOH L
o M
&:,\\, o e

AcHM

154

El compuesto oligomérico 155, que comprende un grupo conjugado de GalNAcs-6, se prepard usando los
procedimientos generales ilustrados en el ejemplo 46. La porcion de agrupacion de GalNAcs del grupo conjugado
de GalNAcs3-6 (GalNAcs-6a) se puede combinar con cualquier resto escindible para proporcionar una variedad de
grupos conjugados. En determinados modos de realizacion, el resto escindible es —P(=0)(OH)-Aq-P(=0O)(OH)-.

La estructura de GalNAcs-6 (GalNAcs-6a-CM-) se muestra a continuacion:

HOOH

Hok\;(&/‘:’/\(”)fﬁ%

AcHN HN
HOOH O K

O
H H
1020t uk”f\NfﬁdeNﬂ?oi

AcHN

ZT o

HOOH O

HOX:&/OWELO

AcHN

Ejemplo 56: estudio dependiente de la dosis de oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado en
3' 0 5' (comparacion de GalNAcs-1, 2, 3, 5, 6, 7 y 10) dirigidos a SRB-1 in vivo

Los oligonucleétidos enumerados a continuaciéon se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones. Se incluy6 ISIS 353382 no conjugado como
estandar. Cada uno de los diversos grupos conjugados de GalNAcs se unié al extremo 5' del respectivo
oligonucledtido por un nucledsido 2'-desoxiadenosina enlazado a fosfodiéster (resto escindible) excepto ISIS
655861 que tenia el grupo conjugado de GalNAcs unido al extremo 3'.

Tabla 42

ASO modificado dirigido a SRB-1

SEQ
ASO Secuencia (5'a 3') Motivo Conjugado ID
NO.
ISIS m m, ] 1,
353382 S’es CesTcs;l:cs ges/\ds(fdsTds Cds-’\dsTdsGdsAds 5/10/5 no conjugado 829
(original) CusTasTes"CoCesTesT s
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SEQ
ASO Secuencia (5'a 3') Motivo Conjugado ID
NO.
ISIS Gies"'CesTesTes™CesAasCias Tas"CasAgs TasCrasAgs
655861 IT'C l‘.i’l‘dg'l‘csln(V;);“C.Cs'l‘ci'l\\“ufx"n‘ _GalNA03_1 i 5/1 0/5 GaINAC3'1 830
GalNAc3-2a-
ISIS o AdoGes™CesTesTes"CesAasGas T us 5/10/5 GalNAc:-2 | 831

064507 "“C dsAd.\Td %deAdsmCd\'de'Tcsmc cxl"CciTcsTc

GalNACc3-3a-0'Ado
ISIS GcsmccsT :sTcsmccs."\dsGdsTdsmCdsAdsTdsGds-"\ds 5/10/5 GalNAcs:-3 831

061161 mcdaTduTcsmC:smccsTcaT;:
GalNAc3-5a-
I686I68224 :'IAdchsmCCETcsTcsm(‘cs-'\dsGdsTds . 5/10/5 GalNAcs-5 831
Cds:’\dsTds(Ids-"\dsl"CdsTdsTesm( esm(- esTesTe
GalNAc3-6a-
|636|€?961 0 AdoGes"CoxTesTes " CosAuGasTas 5/10/5 GalNAcs-6 831
I"CdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTcs"'CeschsTesTc
GalNAc3-7a-
I686I68981 0'AdoGes"'CesTesTes™CesAasGasTas 5/10/5 GalNAcs-7 831
mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTcsluCcsm(-‘»csTcsTc
GalNAc3-10.-
ISIS 1AgoGes"CosTesTes"CesAasGasTas 5/10/5 GalNAcs-10 | 831
666881 o'AdoTes csdoslis csixdsIds L ds 3

mcds-’\dsTdsGds-"\dsmCdsTds es"lcesmcesTesTe

Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil-citosina. Subindices:
"e" indica un nucleésido 2'-MOE modificado; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucleésido; "s" indica un enlace
internucleosidico (PS) fosforotioato; "o" indica un enlace internucleosidico fosfodiéster (PO); y "o™ indica -O-

P(=0)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-2a se mostré
previamente en el ejemplo 37. La estructura de GalNAcs-3a se mostro previamente en el ejemplo 39. La estructura
de GalNAcs-5a se mostro previamente en el ejemplo 49. La estructura de GalNAcs-6a se mostrd previamente en el
ejemplo 51. La estructura de GalNAcs-7a se mostré previamente en el ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a
se mostré previamente en el ejemplo 46.

Tratamiento

A ratones Balb/c macho de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyecto por via
subcutanea una vez a la dosificacion mostrada a continuacion ISIS 353382, 655861, 664507, 661161, 666224,
666961, 666981, 666881 0 solucion salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se
sacrificaron 72 horas después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 hepaticos
usando PCR ultrarrapida y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR)
de acuerdo con protocolos estandar. Los resultados a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje
de niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de tratamiento, normalizados al control de solucion salina.

Como se ilustra en la tabla 43, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido redujo los niveles de ARNm de SRB-
1 de manera dependiente de la dosis. De hecho, los oligonucleétidos antisentido conjugados mostraron una mejora
sustancial en la potencia en comparacion con el oligonucleétido antisentido no conjugado (ISIS 353382). Los
oligonucleétidos antisentido conjugados en 5' mostraron un ligero incremento en la potencia en comparacion con
los oligonucledtidos antisentido conjugados en 3'.

Tabla 43
SRB-1
e . o
N° ISIS Dosificacion ARNm_gA) Conjugado
(mg/kg) soluciéon
salina)
Solucién salina np 100,0
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SRB-1
e . o
N.°ISIS Dosificacion ARNm_gA) Conjugado
(mg/kg) soluciéon
salina)
3 96,0
353382 10 73,1 ninguno
30 36,1
0,5 99,4
1,5 81,2
655861 GalNacs-1 (3')
5 33,9
15 15,2
0,5 102,0
1,5 73,2
664507 GalNacs-2 (5')
5 31,3
15 10,8
0,5 90,7
1,5 67,6
661161 GalNacs-3 (5')
5 243
15 11,5
0,5 96,1
1,5 61,6
666224 GalNacs-5 (5')
5 25,6
15 11,7
0,5 85,5
1,5 56,3
666961 GalNAc3-6 (5"
5 34,2
15 13,1
0,5 84,7
1,5 59,9
666981 GalNAcs-7 (5)
5 24,9
15 8,5
0,5 100,0
1,5 65,8
666881 GalNAc3-10 (5')
5 26,0
15 13,0

Los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), en
suero, se midieron en relacién con ratones inyectados con solucién salina usando protocolos estandar. También
se evaluaron la bilirrubina total y BUN (nitrégeno ureico sanguineo). El cambio en los pesos corporales se evalud
sin cambios significativos con el grupo de solucién salina. Los valores de ALT, AST, bilirrubina total y BUN se
muestran en la tabla 44 a continuacién.

Tabla 44
N.° ISIS Dosificaci | ) ¢ AST Bilirrubina | g\ Conjugado
6n mg/kg total
Solucién salina 26 57 0,2 27
3 25 92 0,2 27
353382 10 23 40 0,2 25 ninguno
30 29 54 0,1 28
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N.° ISIS Dosificaci | ) ¢ AST Bilirrubina | g\ Conjugado
6n mg/kg total
0,5 25 71 0,2 34
1,5 28 60 0,2 26
655861 GalNacs-1 (3))
5 26 63 0,2 28
15 25 61 0,2 28
0,5 25 62 0,2 25
1,5 24 49 0,2 26
664507 GalNacs-2 (5')
5 21 50 0,2 26
15 59 84 0,1 22
0,5 20 42 0,2 29
159 37 74 0,2 25
661161 GalNacs-3 (5')
5g 28 61 0,2 29
15 21 41 0,2 25
0,5 34 48 0,2 21
1,5 23 46 0,2 26
666224 GalNacs-5 (5')
5 24 47 0,2 23
15 32 49 0,1 26
0,5 17 63 0,2 26
1,5 23 68 0,2 26
666961 GalNAc:-6 (5')
5 25 66 0,2 26
15 29 107 0,2 28
0,5 24 48 0,2 26
1,5 30 55 0,2 24
666981 GalNAc:-7 (5')
5 46 74 0,1 24
15 29 58 0,1 26
0,5 20 65 0,2 27
15 23 59 0,2 24
666881 GalNAc3-10 (5')
5 45 70 0,2 26
15 21 57 0,2 24

Ejemplo 60: efectos de ASO conjugados dirigidos a SRB-1 in vitro

Los oligonucleétidos enumerados a continuacion se sometieron a prueba en un estudio de dosis multiples para
determinar la inhibicién antisentido de SRB-1 en hepatocitos primarios de ratén. ISIS 353382 se incluyé como
estandar no conjugado. Cada uno de los grupos conjugados se uni6 al extremo 3' 0 5' del respectivo oligonucleétido
por un resto escindible de nucleésido 2'-desoxiadenosina enlazado a fosfodiéster.

Tabla 52

ASO modificado dirigido a SRB-1

ASO Secuencia (5'a 3') Motivo Conjugado ISDE,‘C}O
ISIS GCSUC:STL‘;TC;ch:.AdsGd;TdsmCdS-Adde'sGdsAdS .
mes M Mg 5/10/5 ninguno 829

353382 'CasTasTes"Cos"CoasTesTe

ISIS Gc:«" ‘;:s'l.cs‘l.c‘;ch‘-;‘AdsGds"l.d\m(‘qud‘-;'l.ds'Gd:uAd\' 5/10/5 GalNAcs-1 830
a C3-

655861 lllCd,TdsTcum(‘col“(‘¢sTCSTfol\do'-GalNAC:;-'Ia

ISIS G:s:mC:u.l.m.l.wm(‘cm \'Gd\'l'dsmCd:,Ad\"l.dsGds‘Ads 5/10/5 GaINAcs-1 830
a C3-

655862 "C 4 TasTeo"Ceo™CesTes TeaA do-GalNAcs-1a
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ASO Secuencia (5'a 3') Motivo Conjugado ISDESO

ISIS GalNAcs-300 2 d0Ces” Ces Tes Tes " CesAasGas 5/10/5 GalNAc:-3 831

661161 Tdamcck.'\qud<Gd_<Ad§mCd;Td-;TcJuCcslu(‘ csTc: [

ISIS GalNAcs-Sa.o'Ad"Gi'*mC esl es IﬂesmCeSAquds 5/10/5 GalNAcs-8 831

- - - - bl 3-

665001 Tas"CasAds TasGasAds™CasTas Tes Cos™CosTes T2

ISIS GC'-:mcc.\Tc-: x:smCcsAdsGds‘Tds|"CdsAdsTu.~:Gdv.Ads

664078 MO 4 T Tes™Ces™CeeTe T=0AJO'-GaINAcs-9a 5/10/5 GalNAc:3-9 830

ISIS GalNACs-6a-oAdolies Ces Tes Tes CesAasGas 5/10/5 GalNAcs3-6 831

666961 Td:"‘Cd;l\d:TdiGdsAd z"'CdsTdsTc ;mccsmc:sTcsTc ° -
GalNAc3-2a-

|636|f507 o AdoGes"CesTesT e CesAasGasTas 5/10/5 GalNAcs-2 831
mCds'Adedequd smCdsTds'TcszmcsxzmczﬂTcs'Tz
GalNAc3-10.-

|636|€?88 1 0 AdoGes™Cos Tes T es™CosAdsGas I'as 5/10/5 GalNAcs-10 831
m(-'\d sAdsTdsGdSAllsmc(isT<1$Tcs"ICcschsTcsTc
GalNAc3-5a-

|636I€?22 . 0'AdoGes"CesTes T es"CesAdasGas l'as 5/10/5 GalNAcs-5 831
MCasAds TasGuasAds™CasTasTes"Ces"CesTesTe
GalNACc3-7a-

I686|6?981 u'AduGcs|“CcsTcsTcschsAdsGdsTds 5/10/5 GalNAcs-7 831
mCdsf'\ds'rdsGds"\ dsmCdsTds'I .csm(-‘csmccs'l'cs'l.c

Las letras mayusculas indican la nucleobase para cada nucledsido y ™C indica una 5-metil-citosina. Subindices:
"e" indica un nucledsido 2'-MOE modificado; "d" indica un B-D-2'-desoxirribonucleédsido; "s" indica un enlace
internucleosidico (PS) fosforotioato; "o" indica un enlace internucleosidico fosfodiéster (PO); y "o™ indica -O-
P(=0)(OH)-. Los grupos conjugados estan en negrita.

La estructura de GalNAcs-1a se mostrd previamente en el ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a se mostrd
previamente en el ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-8a se mostro previamente en el ejemplo 47. La estructura
de GalNAcs3-9a se mostré previamente en el ejemplo 52. La estructura de GalNAcs-6a se mostré previamente en
el ejemplo 51. La estructura de GalNAcs-2a se mostré previamente en el ejemplo 37. La estructura de GalNAcs-
10a se mostré previamente en el ejemplo 46. La estructura de GalNAcs-5a se mostro previamente en el ejemplo
49. La estructura de GalNAcs-7a se mostrd previamente en el ejemplo 48.

Tratamiento

Los oligonucledtidos enumerados anteriormente se sometieron a prueba in vitro en hepatocitos primarios de raton
preparados a una densidad de 25.000 células por pocillo y se trataron con 0,03, 0,08, 0,24, 0,74, 2,22, 6,67 o
20 nM de oligonucleétido modificado. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se
aislé ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm por PCR ultrarrapida cuantitativa y se ajustaron los
niveles de ARNm de SRB-1 de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®.

La Clso se calculd usando procedimientos estandar y los resultados se presentan en la tabla 53. Los resultados
muestran que, en condiciones de captacion libre en las que no se usan reactivos ni técnicas de electroporacion
para promover artificialmente la entrada de los oligonucleétidos en las células, los oligonucledtidos que
comprenden un conjugado de GalNAc fueron significativamente mas potentes en hepatocitos que el
oligonucleétido original (ISIS 353382) que no comprende un conjugado de GalNAc.

Tabla 53
Enlaces
ASO Clso (nM) internucleosidic Conjugado SEI%ID
os .
ISIS 353382 1902 PS ninguno 829
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ASO Clso (nM) inteEmT?ﬁaiiidic Conjugado Si%'ID
os
ISIS 655861 112 PS GalNAc3-1 830
ISIS 655862 3 PO/PS GalNAc3-1 830
ISIS 661161 152 PS GalNAc3-3 831
ISIS 665001 20 PS GalNAcs-8 831
ISIS 664078 55 PS GalNAc3-9 830
ISIS 666961 223 PS GalNAc3-6 831
ISIS 664507 30 PS GalNAc3-2 831
ISIS 666881 30 PS GalNAc3-10 831
ISIS 666224 302 PS GalNAcs-5 831
ISIS 666981 40 PS GalNAcs-7 831

aPromedio de multiples ciclos.

Ejemplo 79: duracion de la accion in vivo de oligonucleétidos dirigidos a APOC-IIl que comprenden un
conjugado de GalNAcs3

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 70 a continuacion se sometieron a prueba en un estudio de dosis
Unica para determinar la duracién de la accién en ratones.

Tabla 70

ASO modificados dirigidos a APOC-III

ISIS . Vo Agrupacion de SEQ
N.O Secuencias (5'a 3') GalNACs CM ID NO.
304801 AsGe"CesTesTes ‘(dsldsl?;(l:l_? Cas"CacA G CaTes T np np 821
sResle
J‘\MGL\\'"CLsT\_\TLa.rC'-dnTtth\Gé.Td\"cd\"(\dd\d\ci\.ncmTL‘sTu\
647535 ToAu Tl GalNAcs-1a Ad 822
ssAes coAdn'-GaINAc.z-1a
30 AdeA O™ CoasTes Les™Cas L ts L 6:Gas 1 :™C
663083 | CalNAcs3 l,{.::’ *\:Gi‘“Cj'lfs 'lé;l‘fAds'l‘ds dslds ds GalNAcs-3a As | 837
siAds SLCRAC G Lc
GalNAc3-7a- ,AdersGesmC&sTesTmmCdsTdsTdsGdsTdsmCds
674449 a f’"(\] A | (;J w | T T T AT GalNAcs-7a Ad 837
<Ubs Ay as> Us 4 ey ey D My A O
674450 GalNAc3-1 Oa-ovAdoAesGesmCesTesT&smCdsTdsTdsGdsTdsmCds GalNACs-10 A 837
*CgsAgGas"CasTes Tes TesA s Te e
~dsAds\Tds U s Jes VesMhes
674451 GalNAc3-1 3a-°,Ad(.A :sG:s:n(‘::T:sTQmcdsTdsTdsGdsTds"(‘ds GalNAcs-13a A 837
:"(-‘d.v'\ds( ;dsm( -‘dsTcsTr& T:st"\ stc

La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, GalNAcs-3a se mostro en el ejemplo 39,
GalNAcs-7a se mostré en el ejemplo 48, GalNAcs-10a se mostré en el ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostré en el
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Tratamiento

A ratones transgénicos de seis a ocho semanas de edad que expresan APOC-IIl humana se les inyect6 a cada
uno por via subcutanea una vez un oligonucleétido enumerado en la tabla 70 o PBS. Cada grupo de tratamiento
consistié en 3 animales. Se extrajo sangre antes de la dosificacion para determinar el valor de referencia y a las
72 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas y 6 semanas después de la dosis. Los niveles
de proteina APOC-IIl y triglicéridos en plasma se midieron como se describe en el ejemplo 20. Los resultados a
continuacién se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de triglicéridos y APOC-IIl en plasma para
cada grupo de tratamiento, normalizados a niveles de referencia, mostrando que los oligonucleétidos que
comprenden un grupo conjugado de GalNAc presentaron una mayor duracion de la accién que el oligonucleétido
original sin un grupo conjugado (ISIS 304801) aunque la dosificacion del original fue tres veces la dosificacion de

ES2941742T3

los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc.

Tabla 71

Niveles de proteina APOC-IIl y triglicéridos en plasma en ratones transgénicos

SIS Dosificacion Runto temp’oral Triglicéridos APQC-III Agrupacion
N.© (mg/kg) (dlasI despyes de (% ' proteina '(% de GalNACs CM
a dosis) referencia) referencia)
3 97 102
101 98
14 108 98
PBS np 21 107 107 np np
28 94 91
35 88 90
42 91 105
40 34
41 37
14 50 57
o 30 21 50 50 np np
28 57 73
35 68 70
42 75 93
3 36 37
7 39 47
14 40 45
e 10 21 41 41 GalNAcs-1a Ad
28 42 62
35 69 69
42 85 102
3 24 18
7 28 23
14 25 27
0030 10 21 28 28 GalNAcs-3a Ad
28 37 44
35 55 57
42 60 78
6744 10 3 29 26 GalNAcs-7a Ad
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SIS Dosificacién Runto temp’oral Triglicéridos APQC-III Agrupacién
N.© (mglkg) (dlasI despyes de (% _ proteina _(% de GalNACs CM
a dosis) referencia) referencia)
49 7 32 31
14 38 41
21 44 44
28 53 63
35 69 77
42 78 99
33 30
7 35 34
14 31 34
o744 10 21 44 44 GalNAcs-10a Ad
28 56 61
35 68 70
42 83 95
35 33
7 24 32
14 40 34
o744 10 21 48 48 GalNAcs-13a Ad
28 54 67
35 65 75
42 74 97

Ejemplo 80: inhibiciéon antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a alfa-1 antitripsina (A1AT) que
comprenden un conjugado de GalNAc 3

Los oligonucleotidos enumerados en la tabla 72 a continuacién se sometieron a prueba en un estudio para
determinar la inhibicién dependiente de la dosis de A1AT en ratones.

Tabla 72

ASO modificados dirigidos a A1AT

ISIOS Secuencias (5'a 3') Angupacién de CM SIIIEZ)Q
. alNAcs NO.
476366 Acs‘“f5"('-«”(7@-*\(5!\‘1;1'45(_'2 dsé(fﬁf\ds(‘-dsAasAaGas(?ds-*\ esAas op op | 838
al\Jpsie
656326 Acsuxtrs:r{jrsm(-‘tsA('iuA\ ;i:-TdsTdsm(TdsAds( ;dsAdsAdr-(]ds(}&A :sAr:- GalNAcs-1a Ag 839
IeGesAwAdr GalNACs-1a
; O TC_BC A B Al
678381 Ga'NA°3'3a'°“\"‘"t\-f((j;:$;;§§:\(i }T;T_\““T"‘ CalaGales | GaNacesa | As | 840
678382 Ga'NA°3'7a'°’"\"“:\\ié:gd;i&:"&:gitT““m(‘"‘A"‘C'“'A"‘ GalNAcs-7a | Ad | 840
100 AdoA es"Cos™C o C oA e A g T T "C yA 0. G
678383 | GalNAca-10a- ‘:l-;\;:\s“('i;:(}@;“:’\: G:G:A‘(‘" e LBABME | GaNAcs-10a | A¢ | 840
el DR W e il Bl Rl R

La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, GalNAcs-3a se mostro en el ejemplo 39,
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GalNAcs-7a se mostro en el ejemplo 48, GalNAcs-10a se mostré en el ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostré en el
ejemplo 62.

Tratamiento

A ratones C57BL/6 macho de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyect6 a cada
uno por via subcutanea una vez por semana a una dosificacién mostrada a continuacién, para un total de tres
dosis, un oligonucleoétido enumerado en la tabla 72 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los
ratones se sacrificaron 72 horas después de la administracion final. Los niveles de ARNm hepatico de A1AT se
determinaron usando PCR ultrarrapida y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar. Los niveles de proteina en plasma de A1AT se determinaron
usando el ELISA de alfa 1-antitripsina de ratén (n.° de catalogo 41-A1AMS-EQ1, Alpco, Salem, NH). Los resultados
a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de proteina en plasma y ARNm hepatico
de A1AT para cada grupo de tratamiento, normalizados al control de PBS.

Como se ilustra en la tabla 73, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de proteina en
plasma de A1AT y ARNm hepatico de A1AT de manera dependiente de la dosis. Los oligonucledtidos que
comprenden un conjugado de GalNAc fueron significativamente mas potentes que el original (ISIS 476366).

Tabla 73

Niveles de proteina en plasma y ARNm hepatico de A1AT

ISIS Dosificacion ARNmM hepdtico Proteina en Agrupacion de CM
N.° (mg/kg) de A1AT (% PBS) | plasma A1AT (% GalNAcs
PBS)

PBS np 100 100 np np
5 86 78

476366 | 15 73 61 np np
45 30 38
0,6 99 90
2 61 70

656326 GalNAcs-1a Ad
6 15 30
18 6 10
0,6 105 90
2 53 60

678381 GalNAcs-3a Ad
6 16 20
18 7 13
0,6 90 79
2 49 57

678382 GalNAcs-7a Ad
6 21 27
18 8 11
0,6 94 84
2 44 53

678383 GalNAcs3-10a Ad
6 13 24
18 6 10
0,6 106 91
2 65 59

678384 GalNAcs-13a Ad
6 26 31
18 11 15

Los niveles de transaminasa hepatica y BUN en plasma se midieron en el momento del sacrificio usando protocolos
estandar. También se midieron los pesos corporales y pesos de érganos. Los resultados se muestran en la tabla
74 a continuacion. El peso corporal se muestra como % relativo al valor de referencia. Los pesos de érganos se
muestran como % de peso corporal en relaciéon con el grupo de control de PBS.
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Tabla 74
ISIS Dosificacio| ALT AST BUN Peso corporal higzzzo(;)elrel Peso del rifion E:ig ?o/eo l
o o, 1 . 0,
N. n (mg/kg) | (U/) un (mg/dl) | (% referencia) PC) (% rel. PC) rel. PC)
PBS np 25 51 37 119 100 100 100
5 34 68 35 116 91 98 106
476366 15 37 74 30 122 92 101 128
45 30 47 31 118 99 108 123
0,6 29 57 40 123 100 103 119
2 36 75 39 114 98 111 106
656326
6 32 67 39 125 99 97 122
18 46 77 36 116 102 109 101
0,6 26 57 32 117 93 109 110
2 26 52 33 121 96 106 125
678381
6 40 78 32 124 92 106 126
18 31 54 28 118 94 103 120
0,6 26 42 35 114 100 103 103
2 25 50 31 117 91 104 117
678382
6 30 79 29 117 89 102 107
18 65 112 31 120 89 104 113
0,6 30 67 38 121 91 100 123
2 33 53 33 118 98 102 121
678383
6 32 63 32 117 97 105 105
18 36 68 31 118 99 103 108
0,6 36 63 31 118 98 103 98
2 32 61 32 119 93 102 114
678384
6 34 69 34 122 100 100 96
18 28 54 30 117 98 101 104

Ejemplo 81: duraciéon de la accién in vivo de oligonucleétidos dirigidos a A1AT que comprenden una
agrupacion de GalNAcs

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 72 se sometieron a prueba en un estudio de dosis Unica para
determinar la duracion de la accion en ratones.

Tratamiento

A ratones C57BL/6 macho de seis semanas de edad se les inyecté a cada uno por via subcutanea una vez un
oligonucleétido enumerado en la tabla 72 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Se extrajo
sangre el dia antes de la dosificacion para determinar el valor de referenciay a los 5, 12, 19 y 25 dias después de
la dosis. Los niveles de proteina A1AT en plasma se midieron por medio de ELISA (véase el ejemplo 80). Los
resultados a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de proteina A1AT en plasma
para cada grupo de tratamiento, normalizados a niveles de referencia. Los resultados muestran que los
oligonucleétidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron mas potentes y tuvieron una mayor duracion de
la accion que el original que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 476366). Ademas, los oligonucleétidos que
comprenden un conjugado de 5'-GalNAc (ISIS 678381, 678382, 678383 y 678384) fueron en general aun mas
potentes con una duracién de la accidon aun mayor que el oligonucleétido que comprende un conjugado de 3'-
GalNAc (ISIS 656326).
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Tabla 75

Niveles de proteina A1AT en plasma en ratones

N.° ISIS Dosificacion Punto A1AT (% Agrupacion de CM
(mg/kg) temporal (dias referencia) GalNAcs
después de la
dosis)
5 93
PBS np 152) gg np np
25 97
5 38
476366 100 15 gg np np
25 77
5 33
656326 18 15 g? GalNAcs-1a Ad
25 72
5 21
678381 18 2 2 GalNAcs-3a Ad
25 48
678382 18 S 21 GalNAcs-7a Ad
12 21
19 39
25 60
5 24
678383 18 12 el GalNAcs-10a Ad
25 73
5 29
678384 18 152) g? GalNAcs-13a Ad
25 76

Ejemplo 82: inhibicion antisentido in vitro por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden un
conjugado de GalNAc 3

Se prepararon hepatocitos primarios de higado de ratén en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo 2 horas
antes del tratamiento. Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 76 se afadieron a 2, 10, 50 0 250 nM en medio
Williams E y las células se incubaron durante la noche a 37 °C en COz2 al 5 %. Las células se lisaron 16 horas
después de la adicién del oligonucleétido y el ARN total se purifico usando RNease 3000 BioRobot (Qiagen). Los
niveles de ARNm de SRB-1 se determinaron usando PCR ultrarrapida y reactivo de cuantificacion de ARN
RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar. Los valores de Clso se
determinaron usando el programa informatico Prism 4 (GraphPad). Los resultados muestran que los
oligonucleétidos que comprenden una variedad de diferentes grupos conjugados de GalNAc y una variedad de
diferentes restos escindibles son significativamente mas potentes en un experimento de captacion libre in vitro que
los oligonucleétidos originales que carecen de un grupo conjugado de GalNAc (ISIS 353382 y 66684 1).

Tabla 76

Inhibicion de la expresion de SRB-1 in vitro

Agrupacion de Clso SEQ
N.°ISIS Secuencia (5'a 3') Enlaces GalNAG CM ("M) ID
NO.

m m m
Ges CesTesTes CesAdsGasTas CasAdsTasG
353382 es eslesles esiads\Ids L ds dsAds 1 ds\Ids PS np np | 250 829

Ads mCdsTdsTesmCesmCesTesTe
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N.° ISIS

Secuencia (5'a 3')

Enlaces

Agrupacion de
GalNAc

CM

Clso
(nM)

SEQ
ID
NO.

655861

GCSmCCSTCSTGSmCCSAdSGdSTdSmCdSAdSTdSGdS
Ads mCdsTdsTesmCesmCesTesTcoAdo"
GalNAcs3-1a

PS

GalNAcs-1a

40

830

661161

GalNAc3-3a-
O’AdchsmCcsTcsTcschsAdSGdsTds
mC dsAdsTdsGdsAdsmC dsTds Tcsmc csmC csTc sTc

PS

GalNAc3-3a

40

831

661162

GalNAc3-3a-
m

O’AdoGesmCeoTeoTeo CeoAdsGdsTds
mCdsAcl sTdsGdsAd smCdsTds TeomCeomCesTesTe

PO/PS

GalNAcs-3a

831

664078

GesmCeSTesTesmC esAdsGdsTdsmCdsAdsTdsGds
Ads mCdsTdsTcsmCcsmCesTesTeoAdo"
GalNAc3-9,

PS

GalNAC3-9a

20

830

665001

GalNACc3-8a-
o'A(loGesmCesTesTesmC esAdsGdsTds mCds‘
AdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe

PS

GalNACc3-8a

70

831

666224

GalNAc3-5.-
o’AdoGesmCesTesTesmCesAdsGdsTds

nc dsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTesmCesmCesTesTe ]

PS

GalNAc3-5a

80

831

666841

Ge smccoTeoTeomC esAd sGd sTdsmCdsAd sTdsGds

Ads CdsTds Teo Ceo CesTesTe

PO/PS

np

np

>250

829

666881

GalNAc3-10a-
o‘Ad0GesmCesTcsTesmCesAdsGdsTds
nC dsAd sTd sGd sAdsmCdsTdsTesmC esmC esTesTe

PS

GalNAcs-10a

Ad

30

831

666904

m Gal]!\lAcs-3a- .
T I
o‘Ges CesTesTes CesAdsGdsTds Cds

m m

AdsTdsGdsAds CdsTdsTes CesmCesTesTe

PS

GalNAcs-3a

PO

829

666924

GalNAc3-3a-
o‘TdoGesmC-esTesTesmC esAdsGd sLds
mC dsAd sTd sGdsAd smC dsTds TcsmC csmC csTc sTc

PS

GalNAc3-3a

Tqa

15

834

666961

GalNAc3-6.-
o’Ad ch smC csTe sTesmCesAdsGd sTds
"C dsAdsTd sGd sAdSmCdsTdsTesmCesmC esTesTe

PS

GalNAc3-6a

150

831

666981

GalNAc3-7.-
o’AdoGesmCesTesTesmCesAdsGdsTds
mCdsAdsTdsGdsAdsmCdsTdsTcschsmCesTesTe

PS

GalNACc3-7a

20

831

670061

GalNAc3-13a-
m m
O'Adchs CcsTcsTcs CcsAdsGdsTds
m m m m
CdsAdsTdsGdsAds CdsTds Tes Ces CesTesTe

PS

GalNAcs-13a

Ad

30

831

670699

GalNAc3-3a-
m m
O'TdOGes CooTeoT CeoAdsGdsTds

€0 €0 ¢o
"C AT GyAy, Cy T, T, C,, C T, T

sTds” eo es es e

PO/PS

GalNAcs-3a

Ta

15

834
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N.° ISIS

Secuencia (5'a 3')

Enlaces

Agrupacion de
GalNAc

CM

Clso
(nM)

SEQ
ID
NO.

670700

GalNAc3-3a-
O‘AmGesmC T,T mCeoAdsGdsTds

€0~ ¢co Co
m

m m m
CdsAdsTds GdsAds CdsTdsTeo Ceo CelT ‘T

PO/PS

GalNAc3-3a

Ae

30

831

670701

es” es
GalNAc3-3a-
m m
O'T"“Ges CeoTeo T CeoAdsGdsTds

€0~ €0 €0

m m m m
CdsAdsTds GdsAds CdsT T Ceo CoiT 'T‘

ds ™ eo es es e

PO/PS

GalNAc3-3a

Te

25

834

671144

GalNAc3-12a-
m m
o’AdoGes CesTesTes CesAdsGdsTds

mC dsAd sTdsGdsAd smCdsTds TesmC esmC esTe sTe

PS

GalNAc3-12a

40

831

671165

GalNAc3-13a-
m m
O'AdOGes CeoTeoTeo CeoAdsGdsTds
m m

"C AT Gy Ay, Cy T, T, 'C,C T, T

ds ™ ds ds " ds” eo ‘es’ es

PO/PS

GalNAcs-13a

831

671261

GalNAc3-14a-
m m
o‘AdoGes CesTesTes CesAdsGdsTds

mC dsAd sTd sGdsAd smCdsTds TcsmC csmC esTc sTe

PS

GalNAc3-14a

>250

831

671262

GalNAc3-15a-
m m
O‘AdoGes CesTesTes CesAdsGdsTds
m m m m
CdsAdsTdsGdsAds CdsTds Tcs Ces CesTesTe

PS

GalNAc3-15a

>250

831

673501

GalNAcs3-7a-
m

(»’AdoGe smC eoTeoTeo C €0 AdsGdsTds
mCdsAd sTdsGdsAd smC dsTd sT eomceomc esTe sTe

PO/PS

GalNACc3-7a

30

831

673502

GalNAc3-10a-
m m
o‘AdoGes CeOTeoTeo CeoAdsGdsTds

m

mCdsAd sTdsGdsAdsmCdsTds Tcocho CcsTcsTc

PO/PS

GalNAc3-10a

831

675441

GalNAc3-17a-
m m
O‘AdoGes CesTesTes CesAdsGdsTds
m m m m
CdsAdsTdsGdsAds CdsTds Tcs

PS

GalNAcs-17a

30

831

675442

Ces CesTesTe
GalNAc3-18.-

O’Adch SmC csTc sTcschsAdsGdsTds
mC dsAd sTdsGdsAdsmCdsTds TesmC esmC esTe sTe

PS

GalNAcs-18a

20

831

677841

GcsmC csTcsT csmC csAdsGd sTdsmCd sAd sTdsGd S

Ads mCdsTdsTcsmCcschsTcsTcoAdo"
GalNAc3-19a

PS

GalNAc3-19a

40

830

677842

Ge<"T. c:Te:Te:“T e;/\d<Gd:Td< m(‘.dd\dcT(RGd:

Ads mCdSTdsTcsmccschsTcsT«:nAclo"
GalNACc3-20a

PS

GalNAcs-20a

30

830

677843

GalNAc3-23.-
m m
o‘AduGc< Cc<Tch:a Cc\Ad\-GdgTd-.
LI m - . M .. m . _
CasAgsTasGasAds CasTas Tes Cos CesTesTe

PS

GalNAc3-23a

40

831
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La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, GalNAc3-3a se mostrd en el ejemplo 39,
GalNAcs3-5a se mostro en el ejemplo 49, GalNAcs-6a se mostrd en el ejemplo 51, GalNAcs-7a se mostré en el
ejemplo 48, GalNAc3-8a se mostrd en el ejemplo 47, GalNAcs-9a se mostrd en el ejemplo 52, GalNAcs-10a se
mostré en el ejemplo 46, GalNAcs-12a se mostré en el ejemplo 61, GalNAcs-13a se mostré en el ejemplo 62,
GalNAcs-14a se mostrd en el ejemplo 63, GalNAcs-15a se mostrd en el ejemplo 64, GalNAcs-17a se mostré en el
ejemplo 68, GalNAcs-18a se mostro en el ejemplo 69, GalNAc3-19a se mostrd en el ejemplo 70, GalNAc3-20a se
mostré en el ejemplo 71 y GalNAcs3-23a se mostro en el ejemplo 76.

Ejemplo 83: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos al factor XI que comprenden una
agrupacion de GalNAc;

Los oligonucleotidos enumerados en la tabla 77 a continuaciéon se sometieron a prueba en un estudio para
determinar la inhibicién dependiente de la dosis de factor XI en ratones.

Tabla 77

Oligonucleétidos modificados dirigidos al factor XI

Agrupacion SEQ
N.° ISIS Secuencia (5'a 3) CM ID
de GalNAc NO
TcchchsTcsAcsAdsTdsmCdsmCdsAdsmCdsTdsTdsTdsmCdsAcsG
404071 JWe¥e np np 832
es NesTesUe
TcchchoTcoAcoAdsTdsmCdsmC-dsAdsmCdsTdsTdsTdsmCdsAco
656173 Gco AcchchoAdn" GalNAc3-1a Ad 833
GalNAc:-1a
GalNAc3-3a-

663086 | o'Ado I 'esGeoGeo TeoAcoAds ['ds"Cas™CasAds ™ CasTds| GalNAca-3a | A 841
TdsTdsmCdsAcchoAcchch
GalNAc3-7.-

678347 o’A(loTcchchoTcoAcoAdsTdsmCdsmCdsAdsmCdsTds GalNACs-7a Ad 841
TdsTdsmCdsAcchoAcchch
GalNAc3-10a-

678348 | o*Ado LesGeoGeoTcoAcoAdsTds"Cds"CasAds"Cds | GalNAcs-10a| As | 841
TdsTdsTdsmCdsAcchoAcchch

GalNAc3-13a-
1 b m
678349 0’A(loTcsCTcuGcoTcuAJ.‘oAdsr[‘dsI ]Cds ]CdsAds Cds GalNAcs-13a| Ad 841
m,
TasTasTds"CasAeoGeoAesGesGe
La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, GalNAcs-3a se mostro en el ejemplo 39,

GalNAcs-7a se mostré en el ejemplo 48, GalNAcs-10a se mostré en el ejemplo 46, y GalNAcs-13a se mostré en el
ejemplo 62.

Tratamiento

A ratones de seis a ocho semanas de edad se les inyect6 a cada uno por via subcutanea una vez por semana en
una dosificacion mostrada a continuacién, para un total de tres dosis, un oligonucleétido enumerado a continuacion
o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72 horas después de la
dosis final. Los niveles de ARNm hepatico de factor XI se midieron usando PCR ultrarrapida y se normalizaron a
ciclofilina de acuerdo con protocolos estandar. También se midieron transaminasas hepaticas, BUN y bilirrubina.
Los resultados a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje para cada grupo de tratamiento,
normalizados al control de PBS.

Como se ilustra en la tabla 78, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo el ARNm hepatico de factor
Xl de manera dependiente de la dosis. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un
conjugado de GalNAc fueron mas potentes que el original que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 404071).
Ademas, los oligonucledtidos que comprenden un conjugado de 5-GalNAc (ISIS 663086, 678347, 678348 y
678349) fueron incluso mas potentes que el oligonucleétido que comprende un conjugado de 3'-GalNAc (ISIS
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656173).
Tabla 78

Niveles de ARNm hepatico de factor Xl, transaminasa hepatica, BUN y bilirrubina

N.°ISIS |Dosificacio| ARNm de factor XI |ALT (U/1)JAST (U/l)] BUN Bilirrubi| Agrupaciéon de| SEQID
n (mg/kg) (% PBS) (mg/dl) na GalNAcs NO.
(mg/dl)
PBS np 100 63 70 21 0,18 np np
3 65 41 58 21 0,15
404071 |10 33 49 53 23 0,15 np 832
30 17 43 57 22 0,14
0,7 43 90 89 21 0,16
656173 |2 9 36 58 26 0,17 GalNAcs-1a 833
6 3 50 63 25 0,15
0,7 33 91 169 25 0,16
663086 |2 7 38 55 21 0,16 GalNAcs-3a 841
6 1 34 40 23 0,14
0,7 35 28 49 20 0,14
678347 |2 10 180 149 21 0,18 GalNAcs-7a 841
6 1 44 76 19 0,15
0,7 39 43 54 21 0,16
678348 |2 5 38 55 22 0,17 GalNAcs-10a 841
6 2 25 38 20 0,14
0,7 34 39 46 20 0,16
678349 |2 8 43 63 21 0,14 GalNAcs-13a 841
6 2 28 41 20 0,14

Ejemplo 84: duracién de la accion in vivo de oligonucleétidos dirigidos al factor XI que comprenden un
conjugado de GalNAcs3

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 77 se sometieron a prueba en un estudio de dosis Unica para
determinar la duracion de la accion en ratones.

Tratamiento

A ratones de seis a ocho semanas de edad se les inyectd a cada uno por via subcutanea una vez un oligonucleétido
enumerado en la tabla 77 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Se extrajo sangre por
extracciones en la cola el dia antes de la dosificacion para determinar el valor de referenciay alos 3, 10 y 17 dias
después de la dosis. Los niveles de proteina factor X| en plasma se midieron por ELISA usando anticuerpos de
deteccion biotinilados y de captura del factor XI de R & D Systems, Minneapolis, MN (n.° de catalogo AF2460 y n.°
BAF2460, respectivamente) y el juego de reactivos OptEIA B (n.° de catalogo 550534, BD Biosciences, San José,
CA). Los resultados a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de proteina factor Xl
en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizados a niveles de referencia. Los resultados muestran que los
oligonucleétidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron mas potentes y con mayor duracién de la accién
que el original que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 404071). Ademas, los oligonucledtidos que
comprenden un conjugado de 5'-GalNAc (ISIS 663086, 678347, 678348 y 678349) fueron aun mas potentes con
una duracion de la acciéon aun mayor que el oligonucleétido que comprende un conjugado de 3'-GalNAc (ISIS
656173).

Tabla 79

Niveles de proteina factor Xl en plasma en ratones

N.°ISIS | Dosificacion | Punto temporal (dias Factor XI (% Agrupacion de CM SEQ ID
(mg/kg) después de la dosis) referencia) GalNAcs NO.
3 123
PBS np 10 56 np np np
17 100
3 11
404071 30 10 47 np np 832
17 52
656173 6 3 1 GalNAcs-1a Ad 833
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N.° ISIS | Dosificacion

(mg/kg)

Punto temporal (dias
después de la dosis)

Factor XI (%
referencia)

Agrupacion de
GalNAcs

CM

SEQID
NO.

10 3
17 21

3
663086 6 10
17
3
678347 6 10
17
3
678348 6 10
17
3
678349 6 10
17

GalNAc3-3a Ad 841

GalNAcs-7a Ad 841

GalNAcs-10a Ad 841

GalNAcs-13a Ad 841

[4: | =N PN o)) Y BEN Vo) RN NN 1o 1 O =N

Ejemplo 85: inhibiciéon antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden un
conjugado de GalNAcs

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 76 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones.

Tratamiento

A ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad se les inyecté a cada uno por via subcutanea una vez por
semana a una dosificacion mostrada a continuacion, para un total de tres dosis, un oligonucleétido enumerado en
la tabla 76 o solucion salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 48
horas después de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de SRB-1 usando PCR ultrarrapida
y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con
protocolos estandar. Los resultados a continuacion se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de
ARNm de SRB-1 hepaticos para cada grupo de tratamiento, normalizados al control de solucién salina.

Como se ilustra en las tablas 80 y 81, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de ARNm
de SRB-1 de manera dependiente de la dosis.

Tabla 80

ARNm de SRB-1 en higado

N.°ISIS Dosificacion (mg/kg) ARNm de SRB-1 (% Agrupacion de CM
solucion salina) GalNAcs

Solucién salina np 100 np np
0,1 94

655861 (1)’3 ;;9 GalNAcs-1a Ad
3 32
0,1 120

661161 2.3 i GalNACs-3a Ad
3 26
0,1 107

666881 %3 o GalNAcs-10a Ad
3 27
0,1 120

666981 0.3 103 GalNACcs-7a Ad
1 54
3 21
0,1 118

670061 0.3 89 GalNAcs-13a Ad
1 52
3 18

677842 0,1 119 GalNAcs3-20a Ad
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N.° ISIS Dosificacion (mg/kg) ARNm de SRB-1 (% Agrupacion de CM
solucion salina) GalNAcs
0,3 96
1 65
3 23
Tabla 81
ARNm de SRB-1 en higado
N.°ISIS Dosificacion (mg/kg) ARNm de SRB-1 (% Agrupacion de CM
solucién salina) GalNAcs
0,1 107
661161 0.3 o GalNACs-3a Ad
3 18
0,1 110
677841 0.3 88 GalNAcs-19a Ad
1 52
3 25

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, bilirrubina total, BUN y pesos corporales usando
protocolos estandar. Los valores promedio para cada grupo de tratamiento se muestran en la tabla 82 a

continuacion.

Tabla 82
N.°ISIS | Dosificacion | ALT | AST (U/l)| Bilirrubina [BUN (mg/dl)| Peso corporal (% Agrupacion de CM
(mg/kg) (U/1) (mg/dl) referencia) GalNAc;

Solucion

salina np 19 39 0,17 26 118 np np
0,1 25 47 0,17 27 114
0,3 29 56 0,15 27 118 .

655861 1 >0 37 0.14 o4 112 GalNAcs-1a Ad
3 27 54 0,14 24 115
0,1 35 83 0,13 24 113
0,3 42 61 0,15 23 117 ~

661161 1 34 60 018 > 116 GalNAcs-3a Ad
3 29 52 0,13 25 117
0,1 30 51 0,15 23 118
0,3 49 82 0,16 25 119 ~

666881 1 >3 45 014 o4 117 GalNAc3-10a Ad
3 20 38 0,15 21 112
0,1 21 41 0,14 22 113
0,3 29 49 0,16 24 112 ~

666981 1 19 34 015 > 111 GalNAcs-7a Ad
3 77 78 0,18 25 115
0,1 20 63 0,18 24 111
0,3 20 57 0,15 21 115 P

670061 1 >0 35 0.14 >0 115 GalNAcs-13a Ad
3 27 42 0,12 20 116
0,1 20 38 0,17 24 114
0,3 31 46 0,17 21 117 P

677842 1 > 34 0.15 >1 119 GalNAc3-20a Ad
3 41 57 0,14 23 118

Ejemplo 86: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a TTR que comprenden una
agrupacion de GalNAcs

Los oligonucledétidos enumerados en la tabla 83 a continuacién se sometieron a prueba en un estudio dependiente

de la dosis para determinar la inhibicidn antisentido de la transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que
expresan el gen TTR humano.
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Tratamiento

A ratones transgénicos TTR de ocho semanas de edad se les inyect6 a cada uno por via subcutanea una vez por
semana durante tres semanas, para un total de tres dosis, un oligonucleétido y la dosificacion enumerados en las
tablas a continuacién o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72
horas después de la administracion final. Se realizaron extracciones en la cola en diversos puntos temporales a lo
largo del experimento, y se midieron los niveles de ALT, AST y proteina TTR en plasma y se informé en las tablas
85-87. Después de que se sacrificaran los animales, se midieron los niveles de ALT, AST y TTR humana en plasma,
asi como peso corporal, pesos de érganos y niveles de ARNm de TTR humana hepaticos. Los niveles de proteina
TTR se midieron usando un analizador clinico (AU480, Beckman Coulter, CA). Se usaron PCR ultrarrapida y
reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos
estandar para determinar los niveles de ARNm de TTR humana en higado. Los resultados presentados en las
tablas 84-87 son los valores medios para cada grupo de tratamiento. Los niveles de ARNm son los valores
promedio relativos al promedio para el grupo PBS. Los niveles de proteina en plasma son los valores promedio en
relacion con el valor promedio para el grupo de PBS al inicio del estudio. Los pesos corporales son el promedio
del cambio de porcentaje en peso del valor de referencia hasta el sacrificio para cada grupo de tratamiento
individual. Los pesos de 6rgano mostrados se normalizan al peso corporal del animal, y a continuacién se presenta
el promedio del peso de 6rgano normalizado para cada grupo de tratamiento en relacion con el promedio del peso
de 6rgano normalizado para el grupo de PBS.

En las tablas 84-87, "BL" indica el valor de referencia, las mediciones que se tomaron justo antes de la primera
dosis. Como se ilustra en las tablas 84 y 85, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido redujo los niveles de
expresion de TTR de manera dependiente de la dosis. Los oligonucleétidos que comprenden un conjugado de
GalNAc fueron mas potentes que el original que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 420915). Ademas, los
oligonucleétidos que comprenden un conjugado de GalNAc y enlaces internucleosidicos PS/PO mixtos fueron
incluso mas potentes que el oligonucleétido que comprende un conjugado de GalNAc y enlaces PS totales.

Tabla 83

Oligonucleétidos dirigidos a TTR humana

B g A Agrupacion SEQID
o
N.° ISIS Secuencia5'a 3 Enlaces de GalNAC CM NO.
420915 TcsmCcsTcsTcchsGdsTdsTdsAdsmCdsAdsTdsGdsAds PS np np 842
Ads AcsTcschschsch
TesmCeSTesTesGesGdsTdsTdsAdsmCdsAdsTdsGdsAds
660261 Adc AecTee™Coc™Co™CeonA PS GalNAcs-1a | Ad 843
ds Aesles Les Les LeoAdo- GalNAc3-1a
GalNAc3-3a-

682883 | o’ Les CeolcoleoGeoGasTasTasAds 'CasAds| PS/PO | GalNAcs-3a| PO | 842

TdsGdsAdsAdsAcoTcomCesmC csmC e
GalNAc3-7a-

682884 u’TesmCeoTeoTeoGeoGdsTdsTdsAdsmCdsAds PS/PO GalNAcs-7a | PO 842
TdsGdsAdsAdsAcoTcochschsmCc
GalNAc3-10a-

682885 o'TcsmCcoTcoTcchoGdsTdsTdsAdsmCds PS/PO |GalNAcs-10a| PO 842

Ad sTdsGdsAdsAd sAcoTcochschsch

GalNAc3-13a.
682886 | o' Les CeoleoTeoGeoGdsTdsTasAds"Cds | PSPO  |GalNAcs-13a| PO | 842
AdsTdsGdsAdsAdsAcoTcomCcschsch
TesmCeoTeoTeoGeoGdsTdsTdsAdsmCdsAdsTdsGdsAd
sAdsAcoTcomCcschschoA(lo" GalNAc3-19,

684057 PS/PO  |GalNAcs-19a| Ad 843

La leyenda para la tabla 85 se puede encontrar en el ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-1 se mostro en el
ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a se mostro en el ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7a se mostrd en el
ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se mostrd en el ejemplo 46. La estructura de GalNAc3-13a se mostro en
el ejemplo 62. La estructura de GalNAc3-19a se mostré en el ejemplo 70.
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Inhibicion antisentido de TTR humana in vivo

N° ISIS Dosificacion ARNm de TTR (% Proteina TTR en | Agrupacion de cM SEQID
) (mg/kg) PBS) plasma (% PBS) GalNAc NO.
PBS np 100 100 np np
6 99 95
420915 20 48 65 np np 842
60 18 28
660261 e 1 i GalNAcs-1a | A 843
660261 6 20 27 GalNAcs-1a Ad 843
660261 20 9 11 GalNAcs-1a Ad 843
Tabla 85
5
Inhibicién antisentido de TTR humana in vivo
Proteina TTR en plasma (% PBS al inicio)
N° SIS Dosificacion ATRTI\::{m(%e Dia 17 |Agrupacion cM SEQID
) (mg/kg) PBS) BL Dia 3 Dia 10 | (después |de GalNAc NO.
de sac.)
PBS np 100 100 96 90 114 np np
6 74 106 86 76 83
420915 20 43 102 66 61 58 np np 842
60 24 92 43 29 32
0,6 60 88 73 63 68
682883 2 18 75 38 23 23 GalNAc3-3a| PO 842
6 10 80 35 11 9
0,6 56 88 78 63 67
682884 2 19 76 44 25 23 GalNAcs-7a| PO 842
6 15 82 35 21 24
0,6 60 92 77 68 76 GalNACs-
682885 2 22 93 58 32 32 10a PO 842
6 17 85 37 25 20
0,6 57 9N 70 64 69 GalNACcs-
682886 2 21 89 50 31 30 13a PO 842
6 18 102 41 24 27
0,6 53 80 69 56 62 GalNAGs-
684057 2 21 92 55 34 30 19a Ad 843
6 11 82 50 18 13
Tabla 86
10
Niveles de transaminasas, cambios en peso corporal y pesos de 6rganos relativos
N.° |Dosificacion 'IALT (%/I.')a - éST (LIJ:)/:,; Dia Couerpo Hl?o/aodo B(?,/Zoo R'(’;,‘Z“ SE)Q
ISIS | (mg/kg) BL |Dia3 10 Dia 17| BL |Dia 3 10 17 (% BL) PBS) |PBS)|PBS)| NO.
PBS np 33 34 33 24 58 62 67 52 105 100 | 100 | 100 | np
42091 6 34 33 27 21 64 59 73 47 115 99 89 9N
5 20 34 30 28 19 64 54 56 42 111 97 83 89 | 842
60 34 35 31 24 61 58 71 58 113 102 98 95
0,6 33 38 28 26 70 71 63 59 111 96 99 92
66026 2 29 32 31 34 61 60 68 61 118 100 92 90 843
1 6 29 29 28 34 58 59 70 90 114 99 97 95
20 33 32 28 33 64 54 68 95 114 101 106 | 92
15
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Tabla 87

Niveles de transaminasas, cambios en peso corporal y pesos de érganos relativos

. Dosificacion ALT (U/,l) i AST (Ull,) —{Cuerpo Hl'goado Ba;zo Rir;u’)n SEQ

P | imgrg) | B pia3 G5 57| BL |pias] G5 | O7 |0 BL)| pig) | pis) |ps)|no.

PBS np 32 | 34 | 37 | #1 62 78 | 76 | 77 104 100 100 | 100 | np
6 32 1303434 | 61 71 72 | 66 102 103 102 | 105

420915 20 41 | 34 | 37 | 33| 80 76 | 63 | 54 106 107 135 | 101 | 842
60 36 [ 30 |32 )34 | 58 81 57 | 60 106 105 104 | 99
0,6 32 {3538 |40 | 53 81 74 | 76 104 101 112 | 95

682883 2 38 139142 43| ™ 84 | 70 | 77 107 98 116 | 99 [842
6 35 [ 35]41 |38 | 62 79 | 103 | 65 105 103 143 | 97
0,6 33 (323534 70 74 | 75 | 67 101 100 130 | 99

682884 2 31 (3238|338 63 77 | 66 | 55 104 103 122 | 100 | 842
6 38 [ 3236 | 34| 65 85 | 80 | 62 99 105 129 | 95
0,6 39 |26 |37 |35 | 63 63 | 77 | 59 100 109 109 | 112

682885 2 30 | 26 | 38 | 40 | 54 56 | 71 | 72 102 98 111 | 102 | 842
6 27 | 27 | 34 | 35 | 46 52 | 56 | 64 102 98 113 | 96
0,6 30 {40 [ 34 | 36 | 58 87 | 54 | 61 104 99 120 | 101

682886 2 27 | 26 | 34 | 36 | 51 55 | 55 | 69 103 91 105 | 92 [842
6 40 | 28 | 34 | 37 | 107 | 54 | 61 | 69 109 100 102 | 99
0,6 351263339 56 51 51 | 69 104 99 110 | 102

684057 2 33 (323140 | 54 57 | 56 | 87 103 100 112 | 97 |843
6 39 [ 33|35 40| 67 52 | 55 | 92 98 104 121 | 108

Ejemplo 88: modulacién de empalme in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SMN que comprenden un
conjugado de GalNAcs

5 Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 90 se sometieron a prueba para determinar la modulacion de
empalme de la supervivencia de la neurona motora (SMN) humana en ratones.

Tabla 90

10 ASO modificados dirigidos a SMN

Agrupacion
N.° ISIS Secuencias (5'a 3') de CM SI,E\I%ID

GalNAc3 )

387954 AgsTesTeSlnCesAesrnCesTesTesTesn;_}CesAesTesAesAesTesGesInCesTesGes np np 844

69981 9 GaINAC3-7a-0, .Art--r:\.l.:\‘u(: :\A‘.‘\m(::\.[.:\'I.c:-'rrtv.‘.(-‘ZMA:~'l‘c.al'\ :“A o GaINACB' PO 844
41.'_‘\Gt:\m(j ;:.‘].;,\G[\GL 7a

699821 GalN AC3-7a-0"AesTeQTeomCcoAéomCeoTeoTeoTebn]CeeroTeero GalNAcs- PO 844
AT e0Geo"Coo TeiGeGe ’a

700000 AesTesTesmCesAesmC esTesTesTes'mCesAesTesAesAesTesGesmCesTesGes GalNAcs- Aq 845
GeAvo-GalNACs-1a 1a

703421 X-ATT"CA™CTTT"CATAATG"CTGG np np 844

703422 GalNACs 7, X-ATT"CATCTTT"CATAATG"CTGG GalliAcs | np | 844

La estructura de GalNAcs-7a se mostrd previamente en el ejemplo 48. "X" indica una amina primaria 5' generada
por Gene Tools (Philomath, OR), y GalNAcs-7, indica la estructura de GalNAcs-7a que carece de la porcion —NH-
15 Ce-O del conector como se muestra a continuacion:
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Los numeros ISIS 703421 y 703422 son oligonucledtidos de morfolino, en los que cada nucleétido de los dos
oligonucleétidos es un nucleétido de morfolino.

Tratamiento

A ratones transgénicos de seis semanas de edad que expresan SMN humana se les inyectd por via subcutanea
una vez un oligonucleétido enumerado en la tabla 91 o solucién salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 2
machos y 2 hembras. Los ratones se sacrificaron 3 dias después de la dosis para determinar los niveles de ARNm
de SMN humana hepaticos tanto con como sin el exén 7 usando PCR ultrarrapida de acuerdo con protocolos
estandar. El ARN total se midi6é usando el reactivo Ribogreen. Los niveles de ARNm de SMN se normalizaron a
ARNm total y se normalizaron ademas a los promedios para el grupo de tratamiento con solucién salina. El
promedio de proporciones resultantes de ARNm de SMN que incluye el exén 7 con respecto al ARNm de SMN
que carece del exén 7 se muestran en la tabla 91. Los resultados muestran que los oligonucleétidos totalmente
modificados que modulan el empalme y comprenden un conjugado de GalNAc son significativamente mas potentes
para alterar el empalme en el higado que los oligonucleétidos originales que carecen de un conjugado de GalNAc.
Ademas, esta tendencia se mantiene para multiples quimicas de modificacién, incluyendo los oligonucleétidos 2'-
MOE y morfolino modificados.

Tabla 91

Efecto de oligonucleétidos dirigidos a SMN humana in vivo

o . . . Agrupacion de SEQID
N.° ISIS Dosis (mg/kg) +Exén 7 / -Exén 7 GalNAGs CM NO.
Sglalficnlgn np 1,00 np np np
387954 32 1,65 np np 844
387954 288 5,00 np np 844
699819 32 7,84 GalNAcs3-7a PO 844
699821 32 7,22 GalNAcs3-7a PO 844
700000 32 6,91 GalNAcs-la Ad 845
703421 32 1,27 np np 844
703422 32 4,12 GalNAcs3-7b np 844

Ejemplo 89: inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a apolipoproteina A (Apo(a)) que
comprenden un conjugado de GalNAc 3

Los oligonucleotidos enumerados en la tabla 92 a continuaciéon se sometieron a prueba en un estudio para
determinar la inhibicién dependiente de la dosis de Apo(a) en ratones transgénicos.
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Tabla 92

ASO modificados dirigidos a Apo(a)

N.°ISIS Secuencias (5'a 3') Qgrcl;glal\?fcz CcM SIIE\J%ID
494372 T:s(-;xm(.‘ csTcsm(.‘csmCdsGdsTdsT :tc'ds(jdsTdsG dsm(.- ds np np 847

]dglx(.fc;|x l.:sm(:c
681257 GaINAC3-7a-0’ T‘.\Gq>ln(-\|.x -Tuumc..‘omCdﬂcdde\Td\'Gi\Gd*
Td;-GdsmCd.s Td»T:o(}coTcaTm.l 'C:

GalNAcs-7a| PO 847

La estructura de GalNAcs-7a se mostro en el ejemplo 48.
Tratamiento

A ratones C57BL/6 hembra de ocho semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyectd a cada
uno por via subcutanea una vez por semana en una dosificacién mostrada a continuacioén, para un total de seis
dosis, un oligonucleétido enumerado en la tabla 92 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 3-4 animales.
Se realizaron extracciones en la cola el dia antes de la primera dosis y semanalmente después de cada dosis para
determinar los niveles de proteina Apo(a) en plasma. Los ratones se sacrificaron dos dias después de la
administracion final. Los niveles de ARNm hepatico de Apo(a) se determinaron usando PCR ultrarrapida y reactivo
de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos
estandar. Se determinaron los niveles de proteina en plasma de Apo(a) usando ELISA y se determinaron los
niveles de transaminasas hepaticas. Los resultados de proteina en plasma y ARNm en la tabla 93 se presentan
como el promedio del porcentaje del grupo de tratamiento en relacién con el grupo tratado con PBS. Los niveles
de proteina en plasma se normalizaron ademas al valor de referencia (BL) para el grupo de PBS. Se informa del
promedio absoluto de niveles de transaminasas y los pesos corporales (% en relacion con los promedios de
referencia) en la tabla 94.

Como se ilustra en la tabla 93, el tratamiento con los oligonucleétidos redujo los niveles de proteina en plasma y
ARNm hepatico de Apo(a) de manera dependiente de la dosis. Ademas, el oligonucleétido que comprende el
conjugado de GalNAc fue significativamente mas potente con una mayor duraciéon de la accion que el
oligonucleétido original que carece de un conjugado de GalNAc. Como se ilustra en la tabla 94, los niveles de
transaminasas y los pesos corporales no se vieron afectados por los oligonucleétidos, lo que indica que los
oligonucleétidos se toleraron bien.

Tabla 93

Niveles de proteina en plasma y ARNm hepatico de Apo(a)

Dosificacic ARNm de Proteina en plasma Apo(a) (% PBS)
N. IsIg | ZOsteaclon |pnq @y (%
(mg/kg) PBS) BL [Semana 1|Semana 2|Semana 3|Semana 4| Semana 5 |Semana 6
PBS np 100 100 120 119 113 88 121 97
3 80 84 89 91 98 87 87 79
494372 10 30 87 72 76 71 57 59 46
30 5 92 54 28 10 7 9 7
0,3 75 79 76 89 98 71 94 78
1 19 79 88 66 60 54 32 24
681257 3 2 82 52 17 7 4 6 5
10 2 79 17 6 3 2 4 5
Tabla 94
N.°ISIS |Dosificaciéon (mg/kg)| ALT (U/l) AST (U/) Peso corporal (% referencia)
PBS np 37 54 103
3 28 68 106
494372 10 22 55 102
30 19 48 103
0,3 30 80 104
1 26 47 105
681257 3 29 62 102
10 21 52 107
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Ejemplo 90: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a TTR que comprenden una
agrupacion de GalNAc;

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 95 a continuacién se sometieron a prueba en un estudio dependiente
de la dosis para determinar la inhibicién antisentido de la transtiretina humana (TTR) en ratones transgénicos que
expresan el gen TTR humano.

Tratamiento

A ratones transgénicos TTR se les inyecté a cada uno por via subcutanea una vez por semana durante tres
semanas, para un total de tres dosis, un oligonucleétido y la dosificacién enumerados en la tabla 96 o PBS. Cada
grupo de tratamiento consistid en 4 animales. Antes de la primera dosis, se realiz6 una extraccion en la cola para
determinar los niveles de proteina TTR en plasma al inicio del estudio (BL). Los ratones se sacrificaron 72 horas
después de la administracion final. Los niveles de proteina TTR se midieron usando un analizador clinico (AU480,
Beckman Coulter, CA). Se usaron PCR ultrarrapida y reactivo de cuantificacion de ARN RIBOGREEN® (Molecular
Probes, Inc. Eugene, OR) de acuerdo con protocolos estandar para determinar los niveles de ARNm de TTR
humana en higado. Los resultados presentados en la tabla 96 son los valores promedio para cada grupo de
tratamiento. Los niveles de ARNm son los valores promedio relativos al promedio para el grupo PBS. Los niveles
de proteina en plasma son los valores promedio en relacién con el valor promedio para el grupo de PBS al inicio
del estudio. "BL" indica el valor de referencia, las mediciones que se tomaron justo antes de la primera dosis. Como
se ilustra en la tabla 96, el tratamiento con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de expresion de TTR de
manera dependiente de la dosis. Los oligonucledtidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron mas
potentes que el original que carece de un conjugado de GalNAc (ISIS 420915), y los oligonucledtidos que
comprenden un resto escindible de fosfodiéster o desoxiadenosina mostraron mejoras significativas en la potencia
en comparacioén con el original que carece de un conjugado (véanse los numeros ISIS 682883 y 666943 frente a
420915 y véanse los ejemplos 86 y 87).

Tabla 95

Oligonucleétidos dirigidos a TTR humana

o oA Agrupacion SEQID
N.° ISIS Secuencia5'a 3 Enlaces de GalNAC CM NO.

420915 Tc<chsTcsTc;GcsGdsTde:."\d:"CdsAdedsGdsA' s PS np np 842
Ads Aesles"Cos™Cos™Co
GalNAc3-3a-
682883 0‘-|-¢sm .cu'l.gu.l.cuc;des.I.db.l.d;Ad)‘m(:db.Ads PS/PO | GalNAc3-3a PO 842
TdsGds-’\dsr'\ds~"\coT:omCcsmc:smc:
GalNAcs3-3a-

666943 0'Ado Tes"Coo TeoTevGeoGus Tus TusAus PS/PO | GalNAcs-3a | As | 846
mcda"\dsTdsGdsAdv.-Ads -A:OTcnchquc :w(:c
GalNAc3-7a-

682887 v Ado Les" CeaTeaTenGooGasT asTaeAus PS/PO | GalNAcs-7a | As | 846
mCusAdsTdsGds"'\dsAdsAcuTcochsu’ccsu{-‘c
GalNAc3-10a.

682888 v Ado Les"CeaTeaTenGooGasT s TasAus PS/PO |GalNAcs-10a|  Ad 846
mCdsAdsTdsGdsAdsAdsAcuTcowCﬁu’Ccsu’Cc
GalNAcs3-13..-

682889 v Ado Les" CeaTeaTenGooGasT asTaeAus PS/PO |GalNAcs-13a| As | 846
mCLlsAdsTdsGdsAdsAdsAcuTcochsu(‘csu{‘c

La leyenda para la tabla 95 se puede encontrar en el ejemplo 74. La estructura de GalNAcs-3a se mostré en el
ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7a se mostrd en el ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se mostro en
el ejemplo 46. La estructura de GalNAcs-13a se mostré en el ejemplo 62.
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Tabla 96

Inhibicién antisentido de TTR humana in vivo

N.° ISIS Do(fr']fg;ﬁ;')o” ARNm de TTR (% PBS) | Proteina TTR (% BL) Agrgg?ﬁfg de | cm

PBS np 100 124 np np
6 69 114

420915 20 71 86 np np
60 21 36
0,6 61 73

682883 2 23 36 GalNAc=3a | PO
6 18 23
0.6 74 93

666943 2 33 57 GalNAcs3a | Ad
6 17 22
0.6 60 97

682887 2 36 49 GalNAcs-7a | Ad
6 12 19
0.6 65 92

682888 2 32 46 GalNAcs-10a | A
6 17 22
0.6 72 74

682889 2 38 45 GalNAcx13a | Ad
6 16 18

Ejemplo 92: inhibicién antisentido en hepatocitos primarios por oligonucleétidos antisentido dirigidos a
Apo-Clll que comprenden un conjugado de GalNAcs

Se prepararon hepatocitos primarios de ratdén en placas de 96 pocillos a 15.000 células por pocillo, y se afiadieron
los oligonucleétidos enumerados en la tabla 99, dirigidos a ApoC-lll de ratén, a 0,46, 1,37, 4,12 o0 12,35, 37,04,
111,11 0 333,33 nM o 1,00 yM. Después de la incubacion con los oligonucleétidos durante 24 horas, las células
se lisaron y el ARN total se purificé usando RNeasy (Qiagen). Los niveles de ARNm de ApoC-lll se determinaron
usando PCR ultrarrapida y reactivo de cuantificaciéon de ARN RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc.) de acuerdo
con protocolos estandar. Los valores de Clso se determinaron usando el programa informatico Prism 4 (GraphPad).
Los resultados muestran que independientemente de si el resto escindible fue un fosfodiéster o una
desoxiadenosina enlazada a fosfodiéster, los oligonucleétidos que comprenden un conjugado de GalNAc fueron
significativamente mas potentes que el oligonucleoétido original que carece de un conjugado.

Tabla 99

Inhibicion de la expresion de APOC-IIl de ratéon en hepatocitos primarios de ratén

N.°ISIS Secuencia (5' a 3) CM | Clso (nM) SEI%"D
440670 mccsAc sG':och; :sTdsTa-A(lsTélaT;s-A thdsGdadeAdsmCuA :bGCb!u np 13,20 849
esAe
661180 m(-".“;AcsG:sch's'.l.:'s"{d;rd‘sAdde;0-['(1;Ads(}d‘;Gd:(}dsAdsma Ag 140 850
AesGes"CesAropyy-GalNAcs-1 '
GalNAc3-3a.
680771 o "CosArsGes"CosTee Tas TasAus Tas T asAueGaGasGusAas™C s PO 0,70 849
AcsGo™CosAs
GalNAc3-7a.
680772 o’mC :sA“‘\:chsch&Tc (ﬁl‘d:-.-l.dsAd \'.l‘d.s.lldsi’\dﬁGd.\GdsGd.sAd\'mC‘cs PO 1,70 849
AesGesMCesAe
GalNAc3-10a-
680773 0 ch sAe sG:sch; Pes TusTasAus TasTasAd sG d.sGdsGdsAdsmC s PO 2,00 849
AuiGos"CusAe
GalNAc3-13a-
680774 o mCrbA:sthmc chcsTdsTdbAdsTl.lsTdsAdsGdchisc'dsAdsmCts PO 1,50 849
AesGres"CesAe
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N2 ISIS Secuendia (5' a 3) CM | Clso (ni) | 552 1P
GalNAc3-3a-
681272 o’mCcsAcr}GcomchconsTd;AdsTdsTdsAdSGdsGdsG(lsAdsma PO | <0,46 849
AooGes"CesAe
GalNAc3-3a-

681273 | oo CesAesGei"CoiTeuT o TusAusTas TasAdGuGuoGusAus | A | 110 | 851
"Cos\osGres™Cose
MCesAesGes"CecTes TasTasAdeT ac T acAdsGasGusGasAgs™Ces

Ao G* "IC~ A
esiles L es/AeoAdo-GalNACs-19a

683733 Aq 2,50 850

La estructura de GalNAcs-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, GalNAcs-3a se mostro en el ejemplo 39,
GalNAcs-7a se mostrd en el ejemplo 48, GalNAcs3-10a se mostro en el ejemplo 46, GalNAcs-13a se mostré en el
ejemplo 62 y GalNAcs-19a se mostré en el ejemplo 70.

Ejemplo 93: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden alas
mixtas y un conjugado de 5'-GalNAc3

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 100 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicion antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 100

ASO modificados dirigidos a SRB-1

N.° ISIS Secuencias (5'a 3') Agrupa | CM SEQID
cion de NO.
GalNA
c3
449093 T Tis"CreAdsGas T o Cae AdsTae Gas A" Cats Tas T "Ciis™Ci | 7P np 852
699806 GalNAGs-3a0 Lks s ChsAdsGias Tas™Cas AdsTas GasAgs™Cas | GalNA | PO 852
AR c3-3a
TeTis"Cis"Ci 3
699807 GaINAcs-Tao ks Ths"CrsAdsGuas T "Cas AdTa GaAg"C Sa;NaA PO 852
Ta T "Cr™Cie i
699809 T A G T2 Coa 12 Ae"Cs | GalNA | PO 852
GaINAC3-Ta TL,TL, Ck \J.Gll Tds r(/tl I\.],Td, CIJ; \ll. Cd~ cs7a
Til.\Tnm(-‘r.\m(-‘c
699811 T Ta™CesAssGas Tas"Cas AgsTas GacAas™Cys | GalNA | PO 852
GalNAc3-7a-o’ c3-7a
T4 T, "Cl"Co
699813 T Tas™ CrsAaeGas Tas™Cas AdsTas GacAgsCas | GalNA | PO 852
GalNAc3-7ao c3-7a
T4 Tis™Cas™Cie
699815 TesTi"CrsA e G T "Coe Age Ty GeAe"Cy. | GalNA | PO 852
GalNAc3-7a ) c3-7a
Tdschncksu{‘c

La estructura de GalNAcs-3 a se mostré previamente en el ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a se mostrd
previamente en el ejemplo 48. Subindices: "e" indica nucledsido 2'-MOE modificado; "d" indica B-D-2'-
desoxirribonucleosido; "k" indica nucledsido biciclico 6'-(S)-CHs (cEt); "s" indica enlaces internucleosidicos
fosforotioato (PS); "o" indica enlaces internucleosidicos fosfodiéster (PO). El superindice "m" indica 5-

metilcitosinas.

Tratamiento

A ratones C57BL/6 de seis a ocho semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyecto6 por via
subcutanea una vez a la dosificacion mostrada a continuacién un oligonucleétido enumerado en la tabla 100 o

solucion salina. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 72 horas después
de la administracion final. Los niveles de ARNm de SRB-1 hepaticos se midieron usando PCR ultrarrapida. Los
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niveles de ARNm de SRB-1 se normalizaron a niveles de ARNm de ciclofilina de acuerdo con protocolos estandar.
Los resultados se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de ARNm de SRB-1 para cada grupo de
tratamiento en relacion con el grupo de control de solucidn salina. Como se ilustra en la tabla 101, el tratamiento
con oligonucleétidos antisentido redujo los niveles de ARNm de SRB-1 de manera dependiente de la dosis, y los
oligonucleétidos gapmeros que comprenden un conjugado de GalNAc y que tienen alas que eran modificaciones
glucidicas de cEt completas o mixtas fueron significativamente mas potentes que el oligonucledétido original que

ES2941742T3

carece de un conjugado y que comprende alas modificadas de cEt completas.

También se midieron los pesos corporales, transaminasas hepaticas, bilirrubina total y BUN, y los valores promedio
para cada grupo de tratamiento se muestran en la tabla 101. El peso corporal se muestra como el promedio del
porcentaje de peso corporal en relacién con el peso corporal de referencia (% BL) medido justo antes de la dosis

de oligonucleotido.

Tabla 101

Niveles de ARNm de SRB-1, ALT, AST, BUN y bilirrubina total y pesos corporales

o Dosificacion| ARNm de SRB-1 . Peso corporal (%
N.° ISIS (mg/kg) (% PBS) ALT (U/l) AST (U/1) Bil BUN BL)
PBS np 100 31 84 0,15 28 102
1 111 18 48 0,17 31 104
449093 3 94 20 43 0,15 26 103
10 36 19 50 0,12 29 104
0,1 114 23 58 0,13 26 107
699806 0,3 59 21 45 0,12 27 108
1 25 30 61 0,12 30 104
0,1 121 19 41 0,14 25 100
699807 0,3 73 23 56 0,13 26 105
1 24 22 69 0,14 25 102
0,1 125 23 57 0,14 26 104
699809 0,3 70 20 49 0,10 25 105
1 33 34 62 0,17 25 107
0,1 123 48 77 0,14 24 106
699811 0,3 94 20 45 0,13 25 101
1 66 57 104 0,14 24 107
0,1 95 20 58 0,13 28 104
699813 0,3 98 22 61 0,17 28 105
1 49 19 47 0,11 27 106
0,1 93 30 79 0,17 25 105
699815 0,3 64 30 61 0,12 26 105
1 24 18 41 0,14 25 106

Ejemplo 94: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden

modificaciones glucidicas en 2' y un conjugado de 5'-GalNAc3

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 102 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis

para determinar la inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 102

ASO modificados dirigidos a SRB-1

N-° Secuencias (5'a 3') Agrupacion CM ISDEQ
ISIS de GalNAc3 NO
353382 gaTc w l v l 28 (-':\A'\J\GJ\J o ('d»:'\d\ l dsGﬂ.ﬁ'\ds I(;d.\ l J>J s (-'_‘.\' C w np np 829
evie
(.1l'*6(\'l‘f\'ll"l'\lJ?ll\(:'ll\‘;\( \'(‘ 'T' \'.“(-\ \.A( \Tl \(.' \-"\l '~'“(-‘( \T\' ~lll"&(:'.l'.‘-(-\" 3
700989 LI U WSSt Gl S “| np np | 853
| Ges"Cor Tee T CasA g5t T CasA as TasGas Acs
666904 | GalNACs-350 " ~& & 5 T PoETE GalNAcs-3a | PO | 829
m(-dc | ds | :,&'" »mm( ;&l s | c
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GalNAc3-7ao (J'N\C n*sL, th n‘,s(.. ms!\ .1\-(;.1;. l'd<x](:ds.-'\ .15. l‘dsG ds

700991 ot . .
A ;h"(' ds | '.bU:u:(fm-.-C e U:mU:u

GalNAcs-7a PO | 853

El subindice "m" indica un nucledsido 2'-O-metil modificado. Véase el ejemplo 74 para la leyenda de la tabla
completa. La estructura de GalNAcs-3 a se mostrd previamente en el ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a se
mostré previamente en el ejemplo 48.

Tratamiento

El estudio se completd usando el protocolo descrito en el ejemplo 93. Los resultados se muestran en la tabla 103
a continuacion y muestran que los oligonucleétidos tanto 2'-MOE como 2'-OMe modificados que comprenden un
conjugado de GalNAc fueron significativamente mas potentes que los respectivos oligonucleétidos originales que
carecen de un conjugado. Los resultados de los pesos corporales, mediciones de transaminasas hepaticas,
bilirrubina total y BUN indicaron que todos los compuestos se toleraron bien.

Tabla 103

ARNm de SRB-1

N.°ISIS Dosificacion (mg/kg) ARNm cé)eBgRB-1 (%
)
PBS np 100
5 116
353382 15 58
45 27
5 120
700989 15 92
45 46
1 98
666904 3 45
10 17
1 118
700991 3 63
10 14

Ejemplo 95: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a SRB-1 que comprenden
nucleésidos biciclicos y un conjugado de 5'-GalNAcs

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 104 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicién antisentido de SRB-1 en ratones.

Tabla 104

ASO modificados dirigidos a SRB-1

Agrupacion de SEQ

N.°ISIS Secuencias (5'a 3') CM ID
GalNAc3 NO

440762 Ti"CrsA G To"CasA g T G A "Ca T Ti " Cie np np |823
666905 GalNAC3-3a_°'Tk.\"ICtLv“\\led\T\]\"'Cd\—‘.\d\ J.\G\lx-'\-ﬂ\mclj\-r\lwTR\H'CL GalNACS'Sa PO 823
699782 Ga|NAc3-7a_°’Tk\-'t(-‘l.\f\ds(jds-rdxm(-‘d»"\d.\TdsGJ.u'\dsmCd.\Td\TL\lr(-\k GalNACc3-7a PO |823
699783 | GaINAcs-3a 11 ClifAasOas L™ CasA g T OasA g Cas Ta TG | GalNAcs-3. | PO | 823
653621 Tl\-"(:lv'.\ll\(;lls‘Ttl\m(:tl\i\d\Tds(}lls"\\ls‘."(-‘\ls‘Td\Tl\”.(-\loAdo’-GalNAC? GalNACs-1a Ad 824

1a

439879 T CsAgsGas Tas"CasA gz T Gd;,Ad;"'(.'dsTdéTis"‘Ca np np 823

699789 |GalNAcs-3ac ) oo C esAdsOaTa" CacAds Ta GusAd™Cac Ta Te"Ce | GalNAcs-3. | PO | 823

El subindice "g" indica un nucleésido fluoro-HNA, el subindice "1" indica un nucledsido bloqueado que comprende
un puente 2'-O-CH2-4'. Véase la leyenda de la tabla del ejemplo 74 para otras abreviaturas. La estructura de
GalNAcs3-1a se mostré previamente en el ejemplo 9, la estructura de GalNAc3-3a se mostrd previamente en el
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ejemplo 39, y la estructura de GalNAcs-7a se mostré previamente en el ejemplo 48.
Tratamiento

El estudio se completd usando el protocolo descrito en el ejemplo 93. Los resultados se muestran en la tabla 105
a continuacion y muestran que los oligonucledtidos que comprenden un conjugado de GalNAc y diversas
modificaciones nucleosidicas biciclicas fueron significativamente mas potentes que el oligonucleétido original que
carece de un conjugado y comprende modificaciones nucleosidicas biciclicas. Ademas, el oligonucleétido que
comprende un conjugado de GalNAc y modificaciones fluoro-HNA fue significativamente mas potente que el
original que carece de un conjugado y que comprende modificaciones fluoro-HNA. Los resultados de los pesos
corporales, mediciones de transaminasas hepaticas, bilirrubina total y BUN indicaron que todos los compuestos se
toleraron bien.

Tabla 105

Niveles de ARNm de SRB-1, ALT, AST, BUN y bilirrubina total y pesos corporales

N.° ISIS Dosificacion (mg/kg) ARNm de SRB-1 (% PBS)
PBS np 100
1 104
440762 3 65
10 35
0,1 105
666905 0,3 56
1 18
0,1 93
699782 0,3 63
1 15
0,1 105
699783 0,3 53
1 12
0,1 109
653621 0,3 82
1 27
1 96
439879 3 77
10 37
0,1 82
699789 0,3 69
1 26

Ejemplo 96: uniéon a proteina en plasma de oligonucleétidos antisentido que comprenden un grupo
conjugado de GalNAcs3

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 70 dirigidos a ApoC-lll y los oligonucleétidos en la tabla 106 dirigidos
a Apo(a) se sometieron a prueba en un ensayo de ultrafiltracion para evaluar la unién a proteina en plasma.
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Tabla 106

Oligonucleétidos modificados dirigidos a Apo(a)

: Vo Agrupacion SEQID
o
N.°ISIS Secuencias (5'a 3') de GalNAGs CM NO
T ¢ W '1° _ m7' o NG = S o T T T
494372 I'aGa"CosTo"Ces -d\(:ld.xl:'i\.l i\(_.\u\Gd.\la\Gds CaTaTeCxTu - o 847
lC& I(./c
693401 'l-ccho.'rCco'I‘:om(‘:o-'ncdscds'l.#I.ﬁvs((-‘;ids(ids'I.ﬁcidsmcds-"ds.rce(:‘loo.I.:s np np 847
oy .

TaQa™Co la Ca"Calin e Ta Galin Telin™Ce
TeTeGa T Te"Ce
_TEG 0 Ceol o Coo™CasOae Tas TaGacGaTasGas™Cas

681257 | GalNAcs-7ao o GalNAcs-7. | PO | 847
lAlslau(J:ol@J:sr('t

681251 | GalNAcs-7ao GalNAcs-7a | PO | 847

Véase el ejemplo 74 para la leyenda de la tabla. La estructura de GalNAcs-7a se mostro previamente en el ejemplo
48.

Las unidades de ultrafiltracion Ultrafree-MC (30.000 NMWL, membrana de celulosa regenerada de baja union,
Millipore, Bedford, MA) se preacondicionaron con 300 pl de Tween 80 al 0,5 % y se centrifugd a 2000 g durante
10 minutos, a continuacion con 300 pl de una solucién de 300 ug/ml de un oligonucleétido control en H20 y se
centrifugd a 2000 g durante 16 minutos. Para evaluar la unién inespecifica a los filtros de cada oligonucleétido de
prueba de las tablas 70 y 106 que se van a usar en los estudios, se colocaron 300 ul de una solucién de 250 ng/ml
de oligonucledtido en H20 a pH 7,4 en los filtros preacondicionados y se centrifugdé a 2000 g durante 16 minutos.
Las muestras sin filtrar y filtradas se analizaron por un ensayo ELISA para determinar las concentraciones de
oligonucledtidos. Se usaron tres duplicados para obtener un promedio de concentracion para cada muestra. El
promedio de concentracion de la muestra filtrada en relacién con la muestra sin filtrar se usa para determinar el
porcentaje de oligonucleétido que se recupera a través del filtro en ausencia de plasma (% recuperacion).

Las muestras de plasma completo congelado obtenidas en K3-EDTA de voluntarios humanos normales, libres de
farmacos, macacos cangrejeros y ratones CD-1, se adquirieron de Bioreclamation LLC (Westbury, NY). Los
oligonucleétidos de prueba se afadieron a alicuotas de 1,2 ml de plasma en dos concentraciones (5 y 150 pg/ml).
Se dispuso una alicuota (300 pl) de cada muestra de plasma enriquecida en una unidad de filtro preacondicionada
y se incubd a 37 °C durante 30 minutos, seguido de inmediato de centrifugacién a 2000 g durante 16 minutos. Se
analizaron alicuotas de muestras de plasma enriquecido filtradas y sin filtrar por un ELISA para determinar la
concentracion de oligonucleétido en cada muestra. Se usaron tres duplicados por concentracion para determinar
el promedio del porcentaje de oligonucleétido unido y no unido en cada muestra. El promedio de concentracion de
la muestra filtrada en relacion con la concentraciéon de la muestra sin filirar se usa para determinar el porcentaje
de oligonucleétido en el plasma que no se une a proteinas en plasma (% no unido). Los valores de oligonucledétidos
no unidos finales se corrigen para la unién inespecifica dividiendo el % no unido entre el % de recuperacién para
cada oligonucledtido. Los valores de % de oligonucledtido unido final se determina restando a 100 los valores de
% no unido final. Los resultados se muestran en la tabla 107 para las dos concentraciones de oligonucleétido
sometidas a prueba (5 y 150 pg/ml) en cada especie de plasma. Los resultados muestran que los grupos
conjugados de GalNAc no tienen un impacto significativo en la union a proteina en plasma. Ademas, los
oligonucleétidos con enlaces internucleosidicos PS totales y enlaces PO/PS mixtos se unen ambos a proteinas en
plasma, y aquellos con enlaces PS totales se unen a proteinas en plasma en un grado algo mayor que aquellos
con enlaces PO/PS mixtos.

Tabla 107

Porcentaje de oligonucleétido modificado unido a proteinas en plasma

NS SIS Plasma humano Plasma de macaco Plasma de ratéon
5 pg/ml 150 pg/ml 5 pg/ml 150 pg/ml 5 pg/ml 150 pg/ml

304801 99,2 98,0 99,8 99,5 98,1 97,2
663083 97,8 90,9 99,3 99,3 96,5 93,0
674450 96,2 97,0 98,6 94,4 94,6 89,3
494372 94,1 89,3 98,9 97,5 97,2 93,6
693401 93,6 89,9 96,7 92,0 94,6 90,2
681251 95,4 93,9 99,1 98,2 97,8 96,1
681257 93,4 90,5 97,6 93,7 95,6 92,7
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Ejemplo 97: oligonucleétidos modificados dirigidos a TTR que comprenden un grupo conjugado de
GalNAcs3

Los oligonucledtidos mostrados en la tabla 108 que comprenden un conjugado de GalNAc se disefiaron para
dirigirse a TTR.

Tabla 108

Oligonucleétidos modificados dirigidos a TTR

Agrupacion de

GalNACs CM |SEQID NO

N.° ISIS Secuencias (5'a 3')

GaINAC3-3a.0'Ado Tes "Coes Tes Tes Ges Gas Tas Tas Aus
"'(:db Ads Td:s Gu.l:s Ad:s Al.ls Aci TCb "'Ccs "C es "ICt

666942 Tn:~: m(.?co Tcu Tco (}c() (}d\l de’ Td:s f\d.\ lu(.‘d\ /\dﬁ Td:s (i'd.\ GalNAcs-1 Ag 843
Ads Ads Acu Tw "l(-‘tb m(‘cs "'Cw Ado-GalNAc3.3a
682876 GaINAC3.3a.o'T3\. ch:« Tes Tc»: (-iL'\' 'Gds Tus .l'dx Ad& "I(.‘ds GalNACs-3 PO 842
Ads Tas Gas Ads Ads Ags Tos "Cos "Cos "Ce

vy e = = 3 = T 1 K | )
682877 Gamgfs-?la‘-o' -l(;\ 'C o8 'lcu Les CL,\ (:Id'\' lz::l {danilxl‘lx C ds GalNACs-7 PO 842
Ads Lds Uds Ad\ Ads A:s lcx Ccs Ccs C ¢
682878 | GalNAC3.10a.0 Tes "Ces Tes Tes Ges Gas Tas Tas Aas "Cas GalNAcs-10 | PO 842

Ags Tas Gds "'\ds o"\ds f'\cs les "C ¢3 chs e ¢
GalNACc3-13a-0’ Tcs chi T::s Tc\' Gc\: Gds Td:~ Td:s Ad\ mCds

Ad; Td< Gds Ads Ads Aes Tes mCes mCes "'C-;-
Tes "Ces Tes Tes Gies Gas Tas Tas Ads
682880 | GalNACa-Taohgo 75 % & F A TR0 T TR GalNAe7 | A | 846
)('ds Ags Tas Gus Ads Ads Aes Les 'Ces Ce; lcc
682881 GalNAC3-10a0'Ado Tes m('es Tes Tes Ges (Tds Tas Tas Adi GalNAGs-10 Aq 846
m(-‘ds Ads rds Gds Ads Ads Acs 'l Cs m(-\cs m'Ccs m(-‘c

GalNAC3-132-0’Ado Tes I“C'.“& Tc% T:»z Ges Gus Tas Taw Aas

666941 GalNAcs-3 Ad 846

682879 GalNAcs-13 | PO 842

682882 ) > e - . . . GalNAc3-13 Ad 846
m(fds "\ds Ids (lds -"\ds l"\ds Acs Ics m(«:s m(-cs m(-c
Tes "Ces Tes Tes Ges Gas Tus Tas Aus "Cas Ads Tats Guas Ads
684056 | © A" A P me me mes 0T T GalNAG-19 | A 846
fAds fres les es cs €0 Ago-GalNAc3-19a

La leyenda para la tabla 108 se puede encontrar en el ejemplo 74. La estructura de GalNAcs3-1 se mostré en el
ejemplo 9. La estructura de GalNAcs-3a se mostrd en el ejemplo 39. La estructura de GalNAcs-7a se mostrd en el
ejemplo 48. La estructura de GalNAcs-10a se mostrd en el ejemplo 46. La estructura de GalNAc3-13a se mostro en
el ejemplo 62. La estructura de GalNAcs-19a se mostré en el ejemplo 70.

Ejemplo 98: evaluacion de los efectos proinflamatorios de los oligonucleétidos que comprenden un
conjugado de GalNAc en el ensayo de hPMBC

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 109 se sometieron a prueba para determinar los efectos
proinflamatorios en un ensayo de hPMBC como se describe en los ejemplos 23 y 24. (Véanse las tablas 30, 83,
95 y 108 para las descripciones de los oligonucleétidos). ISIS 353512 es un respondedor alto usado como control
positivo, y los otros oligonucledtidos se describen en las tablas 83, 95 y 108. Los resultados mostrados en la tabla
109 se obtuvieron usando sangre de un donante voluntario. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que
comprenden enlaces internucleosidicos mixtos PO/PS produjeron respuestas proinflamatorias significativamente
menores en comparacion con los mismos oligonucleétidos que tienen enlaces PS totales. Ademas, el grupo
conjugado de GalNAc no tuvo un efecto significativo en este ensayo.
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Tabla 109
N.° ISIS Emax/CEso Agrupacion de GalNAcs Enlaces CM
353512 3630 np PS np
420915 802 np PS np
682881 1311 GalNAcs3-10 PS Ad
682888 0,26 GalNAcs3-10 PO/PS Ad
684057 1,03 GalNAcs3-19 PO/PS Ad

Ejemplo 99: afinidades de unién de oligonucleétidos que comprenden un conjugado de GalNAc para el
receptor de asialoglucoproteina

Las afinidades de unidon de los oligonucleétidos enumerados en la tabla 110 (véase la tabla 76 para las
descripciones de los oligonucledtidos) para el receptor de asialoglucoproteina se sometieron a prueba en un
ensayo de unién a receptor competitivo. El ligando competidor, glucoproteina acida a1 (AGP), se incub6 en tampén
acetato de sodio 50 mM (pH 5) con 1 U de neuraminidasa-agarosa durante 16 horas a 37 °C, y se confirmé una
desialilacion > 90 % por ensayo de acido sialico o bien cromatografia de exclusion por tamarfio (SEC). Se us6
monocloruro de yodo para yodar la AGP de acuerdo con el procedimiento de Atsma et al. (véase J Lipid Res. 1991
Jan; 32(1): 173-81.) En este procedimiento, se afiadié glucoproteina acida a1 desialilada (des-AGP) a cloruro de
yodo 10 mM, Na'?| y glicina 1 M en NaOH 0,25 M. Después de incubacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se separd des-AGP marcada con '?| del 25| libre concentrando la mezcla dos veces utilizando una
columna de centrifugacion 3 KDMWCO. La proteina se sometié a prueba para determinar la eficacia y la pureza
del marcado en un sistema de HPLC equipado con una columna Agilent SEC-3 (7,8 x 300 mm) y un contador 3-
RAM. Los experimentos de competencia utilizando des-AGP marcada con ' y diversos ASO que contenian
agrupaciones de GalNAc se realizaron como sigue. Se prepararon células HepG2 humanas (108 células/ml) en
placas de 6 pocillos en 2 ml de medio de crecimiento apropiado. Se usé medio MEM complementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10 %, L-glutamina 2 mM y HEPES 10 mM. Las células se incubaron 16-20 horas a 37 °C con
CO2 al 5% y al 10 % respectivamente. Las células se lavaron con medio sin FBS antes del experimento. Las
células se incubaron durante 30 min a 37 °C con 1 ml de mezcla de competencia que contenia medios de
crecimiento apropiados con FBS al 2 %, des-AGP marcada con 2%l 108 M y ASO que contenian agrupaciones de
GalNAc en concentraciones que varian de 10" a 105 M. La union inespecifica se determind en presencia de
glucido GalNAc 1072 M. Las células se lavaron dos veces con medio sin FBS para retirar des-AGP marcada con
125 no unida y el competidor ASO de GalNAc. Las células se lisaron usando tampon RLT de Qiagen que contenia
B-mercaptoetanol al 1 %. Los lisados se transfirieron a tubos de ensayo de fondo redondo después de un breve
ciclo de congelacion/descongelacion de 10 min y se sometieron a ensayo en un contador y. La unién inespecifica
se resto antes de dividir los recuentos de proteina %I entre el valor de los recuentos de concentracion de GalNAc-
ASO mas bajos. Las curvas de inhibicion se ajustaron de acuerdo con una ecuacion de unidon competitiva de sitio
Unico usando un algoritmo de regresion no lineal para calcular las afinidades de unién (Kbo).

Los resultados en la tabla 110 se obtuvieron a partir de experimentos realizados en cinco dias diferentes. Los
resultados para oligonucleétidos marcados con el superindice "a" son el promedio de los experimentos realizados
en dos dias diferentes. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de
GalNAc en el extremo 5' se unen al receptor de asialoglucoproteina en células HepG2 humanas con una afinidad
de 1,5 a 16 veces mayor que los oligonucledtidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc en el extremo

3.
Tabla 110

Resultados del ensayo de unién a receptor de asialoglucoproteina

Extremo oligonucleotidico al
N.° ISIS Conjugado de GalNAc que se une el conjugado de Ko (nM)
GalNAc
6611612 GalNAc3-3 5' 3,7
6668812 GalNAcs-10 5' 7,6
666981 GalNAcs-7 5' 6,0
670061 GalNAcs-13 5' 7,4
6558612 GalNAcs-1 3 11,6
6778412 GalNAcs-19 3 60,8
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Ejemplo 100: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de
GalNAc dirigido a Apo(a) in vivo

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 111a a continuacién se sometieron a prueba en un estudio de dosis
Unica para determinar la duracién de la accién en ratones.

Tabla 111a

ASO modificados dirigidos a APO(a)

. . Agrupacion SEQID
o
N.°ISIS Secuencias (5'a 3') de GalNACs CM NO.
g T me T Wt 4 GG o ] >
681251 | GalNAC3-Tao LeGes™Cox T ™Cos™C s Gios T s TG G GalNAcs7a | PO | 847
TdsG'.lsn(?;lsT;i:Tr.-(Jea TesT:s“(T:
GalNAc3-7a-0’ TC<G :Omc coTcnmc- aorrC d.sGdsTdsTdsGd;Gd;
681257 TdSGdsllC(bT(IST«\GCOTL:STQ\:lCC GalNAcs3-7a | PO 847

La estructura de GalNAcs-7a se mostro en el ejemplo 48.
Tratamiento

A ratones transgénicos hembra que expresan Apo(a) humana se les inyecté a cada uno por via subcutanea una
vez por semana, para un total de 6 dosis, un oligonucleétido y la dosificacién enumerados en la tabla 111b o PBS.
Cada grupo de tratamiento consisti6 en 3 animales. Se extrajo sangre el dia antes de la dosificacion para
determinar los niveles de referencia de la proteina Apo(a) en plasma y a las 72 horas, 1 semana y 2 semanas
después de la primera dosis. Se realizan extracciones de sangre adicionales a las 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas y 6 semanas después de la primera dosis. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma se midieron usando
un ELISA. Los resultados en la tabla 111b se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de proteina
Apo(a) en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizados a niveles de referencia (% BL). Los resultados
muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc presentaron una potente
reduccion en la expresion de Apo(a). Este potente efecto se observé para el oligonucleétido que comprende
enlaces internucleosidicos de PS completos y el oligonucleétido que comprende enlaces de PO y PS mixtos.

Tabla 111b

Niveles de proteina en plasma de Apo(a)

0, 0,
N.°ISIS |Dosificacion (mg/kg)|Apo(a) en 72 horas (% BL) Apo(a) en éLs)emana (% | Apo(a) en %E)emanas (%
PBS np 116 104 107

0,3 97 108 93

1,0 85 77 57
681251

3,0 54 49 11

10,0 23 15 4

0,3 114 138 104

1,0 91 98 54
681257

3,0 69 40 6

10,0 30 21 4

Ejemplo 101: inhibicién antisentido por oligonucleétidos que comprenden una agrupacion de GalNAc
enlazada por medio de un resto estable

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 112 se sometieron a prueba para determinar la inhibicion de la
expresion de APOC-III de ratén in vivo. A ratones C57B1/6 se les inyect6é a cada uno por via subcutanea una vez
un oligonucleétido enumerado en la tabla 112 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Cada
ratén tratado con ISIS 440670 recibié una dosis de 2, 6, 20 o 60 mg/kg. Cada ratén tratado con ISIS 680772 o
696847 recibié 0,6, 2, 6 o 20 mg/kg. El grupo conjugado de GalNAc de ISIS 696847 se enlaza por medio de un
resto estable, un enlace fosforotioato en lugar de un enlace que contiene fosfodiéster faciimente escindible. Los
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animales se sacrificaron 72 horas después de la dosis. Los niveles de ARNm de APOC-III hepaticos se midieron
usando PCR ultrarrapida. Los niveles de ARNm de APOC-III se normalizaron a niveles de ARNm de ciclofilina de
acuerdo con protocolos estandar. Los resultados se presentan en la tabla 112 como el promedio del porcentaje de
niveles de ARNm de APOC-III para cada grupo de tratamiento en relacién con el grupo de control de solucién
salina. Los resultados muestran que los oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc fueron
significativamente mas potentes que el oligonucledtido que carece de un grupo conjugado. Ademas, el
oligonucleétido que comprende un grupo conjugado de GalNAc enlazado al oligonucleétido por medio de un resto
escindible (ISIS 680772) fue aun mas potente que el oligonucledtido que comprende un grupo conjugado de
GalNAc enlazado al oligonucledétido por medio de un resto estable (ISIS 696847).

Tabla 112

Oligonucleétidos modificados dirigidos a APOC-IIl de ratén

e ARNm de
N.° SIS Secuencias (5'a 3) cm | Dosificaci | \poe e, | SEQID
on (mg/kg) NO.
PBS)
2 92
mCesAesGes"CesTesTdsTdsAdsTdsTdsAds 6 86
440670 GdsGdsGdsAdsm(:es AesGes mCesAe np 20 59 849
60 37
. 0,6 79
680772 GalNAC3-Tao’ ]CcsAcchsmmCesTcsTdsfflsAds PO g 2213 849
TdsTdsAdsGds GdsGdsAds Ces Ae sGes CesAe 20 13
GalNAc3-7a. 0,6 83
696847 ¢"CesAesGes™Ces TesTasTasAasTas np (PS) é Zg 849
TdsAdsGdsGdsGdsAdsmCes AesGeSmCesAe 20 28

La estructura de GalNAcs-7a se mostro en el ejemplo 48.

Ejemplo 108: inhibicion antisentido in vivo por oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de
GalNAc dirigido a Apo(a) in vivo

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 118 a continuacién se sometieron a prueba en un estudio de dosis

Unica en ratones.

Tabla 118

ASO modificados dirigidos a APO(a)

N.° SIS Secuencias (5'a 3) Qgreugﬁ\jcfcna cM Si%_'D
494372 TesGesmC esTesmC esmcdsGdsTdsTdsGdsGdsTdsGdsmCds np np 847
T gdfés(}f{%nﬁ%c eG TasTasGasG
B JAeshTes ey e oo o dshTds Loy basd Ty
681251 GalNAcs 73*%(15 G CoT TG T TG GalNAcs-7a | PO | 847
681255 Ga|NAC3-3a_°chchumCl:uTcumCI:UmCdSGdsTdsTd:\GdsGd:\ GalNAcs-3a PO 847
TdsGdsmCdsTdsTmGeo TesTesmCe
681256 GalNAc3-1 oa_o,TesGeomC eoTeomc eomcdsGdsTdsTdsGdsGds GalNAcs-10a PO 847
TdsGdsmCdsTdsTeoGeo TesTesmC €
681257 GalNAGs-7a |50 " Cooleo CeoC G T TGl GalNAcs7a | PO | 847
TdsGdsmCdsTdsTeoGeo TesTmmCe
681258 GalNAc3-1 3‘a_°1TcsGl:0chuTcum(jl:mmCdesGdsT(lsTd:\GclsGd:\ GalNAcs-13a PO 847
R o P NV Y Y PR Y P o P G
681260 TaGeo eolep -;o T d[ands ;S hds dshJds 1 ds\Tds ds ldsleoNJeo GalNAcs-19a Ay 854
es Les L eptdo-GalNAC3-19

La estructura de GalNAcs-7a se mostro en el ejemplo 48.
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Tratamiento

A ratones transgénicos macho que expresan Apo(a) humana se les inyectdé a cada uno por via subcutanea una
vez un oligonucledtido y la dosificaciéon enumerados en la tabla 119 o PBS. Cada grupo de tratamiento consistio
en 4 animales. Se extrajo sangre el dia antes de la dosificacién para determinar los niveles de referencia de la
proteina Apo(a) en plasmay 1 semana después de la primera dosis. Se realizan extracciones de sangre adicionales
semanalmente durante aproximadamente 8 semanas. Los niveles de proteina Apo(a) en plasma se midieron
usando un ELISA. Los resultados en la tabla 119 se presentan como el promedio del porcentaje de niveles de
proteina Apo(a) en plasma para cada grupo de tratamiento, normalizados a niveles de referencia (% BL). Los
resultados muestran que los oligonucleétidos antisentido redujeron la expresion de proteina Apo(a). Ademas, los
oligonucleétidos que comprenden un grupo conjugado de GalNAc presentaron una reducciéon aun mas potente en
la expresion de Apo(a) que el oligonucleétido que no comprende un grupo conjugado.

Tabla 119

Niveles de proteina en plasma de Apo(a)

N.° Dosificacion Apo(a) en 1

ISIS (mg/kg) semana (% BL)

PBS np 143
494372 50 58
681251 10 15
681255 10 14
681256 10 17
681257 10 24
681258 10 22
681260 10 26

Ejemplo 113: inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a CEB

Los oligonucleétidos enumerados en la tabla 121 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicién antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en ratones.

Tabla 121

ASO modificados dirigidos a CFB

o . v Agrupacion SEQID
N.°ISIS Secuencias (5'a 3') de GalNACs CM NO.
. w, , w,, ., w, . . N A | n, .,
Apsles Cos Cos Cosls (ds(-'dsm‘-ds Cgs Cals
588540 " e W _ np np 440
('dSTds(‘dsTis Ccs (4“."\eg(les Ce
AesTes Cos Cos' Ceshds CasGis
687301 GAINAGs-3.o" * o o o GalNAcs-3a | PO | 440
Cds Cde Cdy CaeT, G, T, 0 L AGey Co

La estructura de GalNAcs-3a se mostro previamente en el ejemplo 39.
Tratamiento

A ratones transgénicos que expresan CFB humano (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyect6 por via
subcutanea una vez por semana durante 3 semanas (un total de 4 dosis) un oligonucleétido enumerado en la tabla
122 o solucion salina. Los cuatro grupos de tratamiento que recibieron n.° ISIS 588540 recibieron 6, 12, 25 o
50 mg/kg por dosis. Los cuatro grupos de tratamiento que recibieron n.° ISIS 687301 recibieron 0,25, 0,5, 2 o
6 mg/kg por dosis. Cada grupo de tratamiento consistié en 4 animales. Los ratones se sacrificaron 2 dias después
de la administracion final para determinar los niveles de ARNm de ciclofilina y CFB humano hepaticos y renales
usando PCR ultrarrapida de acuerdo con protocolos estandar. Los niveles de ARNm de CFB se normalizaron a los
niveles de ciclofilina, y los promedios para cada grupo de tratamiento se usaron para determinar la dosis que logro
una un 50 % de inhibicién de la expresién de transcrito de CFB humano (DEso). Los resultados son los promedios
de cuatro experimentos completados con dos conjuntos de sonda y cebador diferentes y se muestran en la tabla
122.
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Tabla 122

Potencias de oligonucleétidos dirigidos a CFB humano in vivo

DEso en . -
N.° ISIS higado DEso en rifion Agrupacion oM
(mgl/kg) (mg/kg) de GalNAcs
588540 79 T - —
687301 049 0,35 GalNAcs-3a PO

Los niveles de transaminasas hepéticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST), en
suero, se midieron en relacion con ratones inyectados con solucién salina usando protocolos estandar. También
se evaluaron la bilirrubina total, BUN y pesos corporales. Los resultados muestran que no hubo cambios
significativos en ninguno de los grupos de tratamiento en relacion con el grupo tratado con solucién salina (datos
no mostrados), lo que indica que ambos oligonucledtidos se toleraron muy bien.

Ejemplo 114: inhibicién antisentido in vivo por oligonucleétidos dirigidos a CFB

Los oligonucledtidos enumerados en la tabla 123 se sometieron a prueba en un estudio dependiente de la dosis
para determinar la inhibicién antisentido de CFB humano en ratones.

Tratamiento

A ratones transgénicos que expresan CFB humano (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) se les inyectaron por
via subcutanea una vez 0,6, 1, 6 o 18 mg/kg de un oligonucleétido enumerado en la tabla 123 o solucion salina.
Cada grupo de tratamiento consistié en 4 o 5 animales. Los ratones se sacrificaron 72 horas después de la dosis
para determinar los niveles de ARNm de ciclofilina y CFB humano hepaticos usando PCR ultrarrapida de acuerdo
con protocolos estandar. Los niveles de ARNm de CFB se normalizaron a los niveles de ciclofilina, y los promedios
para cada grupo de tratamiento se usaron para determinar la dosis que logré una un 50 % de inhibicion de la
expresion de transcrito de CFB humano (DEso). Los resultados se muestran en la tabla 123.

Tabla 123

ASO modificados dirigidos a CFB

.. DEso en
N2 ISIS Secuencias (5'a 3) Ang“gf;\lCX’C'l d¢ | oM | higado SEI% ID
(mg/kg) i

‘A T mC mC 1]1C A 1]1C G
696844 | GalNAcsTap = = "¢ 7o 7 ds s [;'5 GalNAcs-7a | PO 0,86 440
Cds Cds Cds CdsTdsGdsTd.s Ca CesAesGe.s Ce

) AesTeomC eomC eomC eoAdsmC dsGds

Ga|NAC3-7a-o
696845 GalNAc»-7a | PO 0,71 440
m, m, m n m m n
Cds Cds Cds CdsTdsGdsTds Ceo CaersGes Ce
A T ﬂ]C\ ]'l'lC\ lUC‘ A ]“C G
698969 | CGalNAC:7ao oiew T i el BTG GaNAce7a | PO 0,51 440
Cds Cds Cds CdsTdsGdsTds Ceo CeersGes Ce
-A T ﬂ]C lUC ]“C A ]“C G
o y G N 14 st s ds ™ ils
698970 | GalNAcs-7ao @ v Tro o T GalNAcs-7a | PO 0,55 440

My, Y| W\ P - m ., . I,
(”ds Cds (’ds (’dsTdsG Tds Ccn ('CUACS(IL‘b (

ds

La estructura de GalNAc3-7a se mostré previamente en el ejemplo 48.

Ejemplo 115: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento humano (CFB)
y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Los oligonucledtidos
antisentido se sometieron a prueba en una serie de experimentos que tuvieron condiciones de cultivo similares.
Los resultados de cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion. Se transfectaron
células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacién con oligonucleétido
antisentido 4.500 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aisl6 el ARN de
las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se uso6 el conjunto de
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sonda y cebador humano RTS3459 (secuencia directa AGTCTCTGTGGCATGOGTTTOG | designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 810; secuencia inversa GGGCGAATGACIGAGATCL TG,
designada en el presente documento como SEQ ID NO: 811; secuencia de sonda
TACCGATTACCACAAGCAACCATGGCA, designada en el presente documento como SEQ ID NO:
812) para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de
ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién de CFB,
en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuacion se disefiaron
como gapmeros 5-10-5 MOE. Los gapmeros 5-10-5 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el
segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la
direccion 5'y la direccion 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Cada nucledsido en el segmento de ala
5'y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacién 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo
largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada gadpmero son 5-
metilcitosinas. "Sitio de inicio" indica el nucledsido més hacia 5' al que se dirige el gdpmero en la secuencia génica
humana. "Sitio de parada" indica el nucledsido méas hacia 3' al que se dirige el gdpmero en la secuencia génica
humana. Cada gapmero enumerado en las tablas a continuacién se dirige al ARNm de CFB humano, designado
en el presente documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia
gendmica de CFB humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK
NT_007592.15 truncada de los nucleétidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucledtido
antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.

Tabla 124

Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2

Sitio | Sitio de Sitio | Sitio
de parada de de

inicio SEQ . o inicio para- SEQ
N°ISIS | SEQ | IDNO: Fffigr';” Secuencia inhitﬁ’cién SEQ da ID

ID NO: 1 D | SEQ | NO:

1 NO:2 | ID
NO: 2
Exoén . .

532608 20 39 1 GCTGAGCTGCCAGTCAAGGA 36 1741 | 1760 6
532609 | 26 45 EX1°“ GGCCCCGCTGAGCTGCCAGT 16 1747 | 1766 | 7
532610 | 45 64 EX1°n CGGAACATCCAAGCGGGAGG 11 1766 | 1785 8
532611 | 51 70 Exfn CTTTCCCGGAACATCCAAGC 26 1772 | 1791 | 9
532612 100 119 E)Elén ATCTGTGTTCTGGCACCTGC 25 1821 1840 10
532613 148 167 Ex16n GTCACATTCCCTTCCCCTOGO 39 1869 1888 11
532614 | 154 | 173 | P | GACCTGGTCACATTCCCTTC | 71 1875 | 1804 | 12
532615 | 160 | 179 E"f” GACCTAGACCTGGTCACATT | 35 | 1881 | 1900 | 13
532616 | 166 | 185 | T°" | ACTCCAGACCTAGACCTGGT | 39 | 1887 | 1906 | 14
532617 | 172 191 Exfn GCTGAAACTCCAGACCTAGA 27 1893 | 1912 | 15
532618 | 178 197 E"f” GTCCAAGCTGAAACTCCAGA 29 1899 | 1918 | 16
532619 184 203 Exfn CICAGIGICCAAGCTGAAAC 21 1905 | 1924 17
532620 | 246 265 E"f” AGGAGAGAAGCTCGCGCCTIGE 31 1967 | 1986 | 18
532621 | 252 | 271 Exfn GAAGGCAGGAGAGAAGCTGG 25 1973 | 1992 | 19
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Sitio Sitio de Sitio Sitio
de parada de de
inicio SEQ . o inicio para- SEQ
Neisis | SEQ | IDNO: Fffagr']‘;” Secuencia inhikﬁ’cién SEQ | da ID
ID NO: 1 1D SEQ NO:
1 NO: 2 ID
NO: 2
Punto
de
532622 | 336 | 355 “g‘g” GTGGTGGTCACACCTCCAGA 28 np np 20
exon
1-2
532623 | 381 400 EX2°n CCCTCCAGAGAGCAGGATCC 22 2189 | 2208 | 21
532624 | 387 | 406 EX2°” TCTACCCCCTCCAGAGAGCA 37 | 2195 | 2214 | 22
532625 | 393 | 412 E"zé“ TIGATCTCTACCCCCTCCAG 30 2201 | 2220 | 23
532626 | 417 | 436 EX2°“ TGGAGAAGTCGGAAGGAGCC 35 2225 | 2244 | 24
532627 | 423 | 442 EX2°” CCCTCTTGGAGAAGTCGGAA 37 2231 | 2250 | 25
532628 | 420 | 448 | %" | GCCTGGCCCTCTTGGAGAAG 0 2237 | 2256 | 26
532629 | 435 | 454 E"2°“ TCCAGTGCCTGGCCCTCTTG 26 | 2243 | 2262 | 27
532630 | 458 | 477 EX2°" AGAAGCCAGAAGGACACACG 30 | 2266 | 2285 | 28
532631 | 464 | 483 EX2°” ACGGGTAGAAGCCAGAAGGA 43 2272 | 2291 | 29
532632 | 480 | 499 E"2°“ COGIGTCTGCACAGGGTACGG 57 2288 | 2307 | 30
532633 | 513 532 EX2°” AGGGTGCTCCAGGACCCCGT 27 2321 | 2340 | 31
Punto
de
532634 | 560 | 579 “’;‘g" TTGCTCTGCACTCTGCCTTC 41 np np 32
exon
2.3
Exon g g S gy g g e
532635 | 600 | 619 3 FATTCCOCCGTTCTCGAAGTC 67 2808 | 2827 | 33
532636 | 626 | 645 E’g’“ CATTIGTAGTAGGGAGACCGG 24 2834 | 2853 | 34
532637 | 632 | 651 E"3°“ CACICACATIGIAGIAGGGA | 49 | 2840 | 2859 | 35
532638 | 638 | 657 E’ff” TCTCATCACTCACATIGTAG 50 2846 | 2865 | 36
532639 | 644 663 E’g’“ AAGAGATCTCATCACTCACA 52 2852 | 2871 | 37
532640 | 650 669 E’;én AGIGGAAAGAGATCLICATCA 34 2858 | 2877 | 38
532641 | 656 | 675 E’ff” CATAGCAGTIGGAAAGAGATC | 32 | 2864 | 2883 | 39
532642 | 662 681 E’;"’“ AACCGTCATAGCAGTGGAAA 45 2870 | 2889 | 40
532643 | 668 | 687 E’;°“ GAGTGTAACCGICATAGCAG 36 2876 | 2895 | 41
532644 | 674 | 693 E’§°” CCCGGAGAGTGTAACCGTCA 30 2882 | 2901 | 42
532645 | 680 | 699 | %" | CAGAGCCCCGGAGAGTGTAA | 27 | 2888 | 2007 | 43
532646 | 686 | 705 E’g’“ GATTGGCAGAGCCCCGGAGA 20 2894 | 2013 | 44
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Sito | Sitio de Sito | Sitio
de parada de de
inicio SEQ Region o inicio para- SEQ
N.° ISIS SEQ ID NO: digna Secuencia 0 SEQ da ID
ID NO: 1 inhibicion | "™ | seqQ | NO:
1 NO:2 | ID
’ NO: 2
532647 | 692 | 711 E’§°” AGGIGCGATIGGCAGAGCCC 28 2900 | 2919 | 45
532648 | 698 | 717 E’éon CTTGGCAGGTGCGATTGGCA 24 2906 | 2925 | 46
532649 | 704 | 723 | FX" | CATICACTTIGGCAGGIGCGA | 28 | 2912 | 2031 | 47
532650 | 729 748 E’;°” ATCGCTGTCTGCCCACTCCA 44 2937 | 2956 | 48
532651 | 735 754 E’g’” TCACAGATCGCTGTCTGCCC 44 2043 | 2962 | 49
532652 | 741 760 E’g’“ CCGTTGTCACAGATCGCTGT 27 2049 | 2068 | 50
Punto
de
532653 | 747 | 766 | 0" | CCCGCTCCGTTGTCACAGAT 28 np np 51
exon
3-4
Punto
de
532654 | 753 | 772 | oM | CAGTACCCCGCTCCGTTGTC 13 np np 52
exon
3-4
Punto
de
532655 | 759 | 778 | 0T | TTGGAGCAGTACCCCGCTCC | 8 oo | np | 53
exon
3-4
532656 | 789 | 808 E’f” ACCTTCCTTGTGCCAATGGG 40 3152 | 3171 | 54
532657 | 795 814 E’;"“ CTGCCCACCTTCCTTGTGCC 41 3158 | 3177 | 55
532658 | 818 | 837 E’f” CGOTGTCTICAAGGCGGTAC 33 3181 | 3200 | 56
532659 | 835 854 E’ZO” GCTGCAGTGGTAGGTGACGC 32 3198 | 3217 | 57
532660 | 841 860 E’f“ COCCCGGE TACAGTGGTAGG 17 3204 | 3223 | 58
e
532661 | 847 | 866 | . | GGTAAGCCCCCGGCTGCAGT | 28 | 3210 | 3229 | 59
532662 | 853 872 E’f” ACGCAGGGTAAGCCCCCGGC 13 3216 | 3235 | 60
532663 | 859 | 878 E’f“ GGAGCCACGCAGGGTAAGCC 33 3222 | 3241 | 61
532664 | 866 | 885 E’f” GCCGCTGGGAGCCACGCAGG 10 3220 | 3248 | 62
532665 | 891 | 910 E’f” CAAGAGCCACCTTCCTGACA 17 3254 | 3273 | 63
532666 | 897 | 916 | T | CCGOTCCAAGAGCCACCTTC | 25 | 3260 | 3279 | 64
532667 | 903 922 E’f” TCCGTCCCGCTCCAAGAGCC 29 3266 | 3285 | 65
532668 | 909 928 E’ZO” GAAGGCTCCGTCCCGCTCCA 14 3272 | 3291 | 66
532660 | 915 | 934 | TN | TGGCAGGAAGGCTCCGTCCC | 18 | a2r8 | 3207 | o7
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Sitio | Sitio de Sito | Sitio
de parada de de
inicio SEQ . o inicio para- SEQ
NeIsIS | SEQ | IDNO: F;e_glon Secuencia % | SEQ | da ID
ID NO: 1 iana inhibicion | 1" | seqQ | NO:
1 NO:2 | ID
NO: 2
Punto
de
532670 | 921 | 940 | PN | GAGTCTTGGCAGGAAGGCTC | 20 | np | np | 68
exon
4.5
Punto
de
532671 | 927 | 946 | 0N | ATGAAGGAGTCTTGGCAGGA 14 np np 69
exon
4-5
532672 | 956 975 E’;°“ CTTCGGCCACCTCTTGAGGG 45 3539 | 3558 | 70
532673 962 981 Exsén GGAAAGCTTCGGCCACCTCT 37 3545 3564 71
532674 | 968 | 987 E’g’” AAGACAGGAAAGCTTCGGCC 28 3551 | 3570 | 72
532675 | 974 | 993 E’gm TCAGGGAAGACAGGAAAGCT 16 3557 | 3576 | 73
532676 | 996 | 1015 E);on TCGACTCCTTCTATGGTCTC 31 3579 | 3598 | 74
Punto
de
532677 | 1033 | 1052 “’;‘g” CTTCTGTTGTTCCCCTGGG 36 np np 75
exon
5.6
532678 | 1068 | 1087 E’g°” TTCATGCACGCCTGAAGGGTC 19 3752 | 3771 | 76
Exén . N
532679 | 1074 | 1093 6 TAGATG I TCATGGAGCCTGA 24 3758 | 3777 | 77
532680 | 1080 | 1099 E’é?“ ACCAGGTAGATGTTCATGGA 13 3764 | 3783 | 78
532681 | 1086 | 1105 | T | TCTAGCACCAGGTAGATGTT | 20 | 3770 | 3789 | 79
532682 | 1092 | 1111 E?” GATCCATCTAGCACCAGGTA 33 3776 | 3795 | 80
532683 | 1098 | 1117 E’é?“ CTGTCTGATCCATCTAGCAC 44 3782 | 3801 | 81
532684 | 1104 | 1123 E?” CCAATGCTGTCTGATCCATC 29 3788 | 3807 | 82
532685 | 1129 | 1148 E’;°” TITGGCTCCTGTGAAGTTGE 40 3813 | 3832 | 83
Tabla 125
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2
Sitio "
de | Sitiode . Sitiode | Sitio de
N° ISIS inicio pgrEaga Region s . . h/'ob'- inicio parada SII[E)Q
: SEQ | \JNo: | diana ecuencia ”;i (') n' SEQID | SEQID | o
ID NO: 1 ’ NO: 2 NO: 2 ’
1
532686 | 1135 1154 | Exon6 | ACACTITTTGGCTCCIGIGA 91 3819 3838 84
532687 | 1141 | 1160 | Exon6 | GACTAGACACITTTITGGCIC 77 3825 3844 85
532688 | 1147 | 1166 | Exon6 | TAAGITGACTAGACACTITI | 70 3831 3850 86
532689 | 1153 | 1172 | Exon6 | CTCAATTAAGTTGACTAGAC 61 3837 3856 87
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Sitio

Sitio de . .
N° ISIS in(ijce:}io pgrEaga Region s . . ;/"b Silrt1li(::ige ?)glrggs SII[E)Q
: SEQ | JNo: | diana ecuencia Inid- 1 seQID | SEQID _
ID NO: NO: cion NO:2 | No:2 | NO
1
Punto
de
532690 | 1159 | 1178 | “NOM | CACCTTCTCAATTAAGTTGA | 57 3843 | 3862 88
exon 6-
7
Punto
de
532691 | 1165 1184 “g‘g” ACTTGCCACCTTCTCAATTA 56 np np 89
exon 6-
7
Punto
de
532692 | 1171 1190 “g‘g” ACCATAACTTGCCACCTICT 56 np np 90
exoén 6-
7
532693 | 1177 1196 | Exon7 | CTICACACCATAACTTGCCA 56 4153 4172 91
532694 | 1183 1202 | Exon7 | TCTTGGCTTCACACCATAAC 55 4159 4178 92
532695 | 1208 1227 Exén7 | ATGTGGCATATGTCACTAGA 55 4184 4203 93
532696 | 1235 1254 | Exon7 | CAGACACTTTGACCCAAATT 55 4211 4230 94
Punto
de
532697 | 1298 1317 “g‘;’” GGTCTTCATAATTGATTTCA 53 np np 95
exon 7-
8
Punto
de
532698 | 1304 | 1323 | B0 | ACTTGTGGTCTTCATAATTG 53 np np 9%
exon 7-
8
Punto
de
532699 | 1310 1329 “g‘;’” ACTTCAACTTGTGGTCTTCA 52 np np 97
exon 7-
8
532700 | 1316 1335 | Exon8 | TCCCTGACTTCAACTTGTGH 52 4609 4628 98
532701 | 1322 1341 Exon8 | TGTTAGTCCCTGACTTCAAC 52 4615 4634 99
532702 | 1328 1347 | Exon8 | TCITGGIGITAGICCCTGAC 51 4621 4640 100
532703 | 1349 1368 | Exon8 | TGTACACTGCCTGGAGGGCC 51 4642 4661 101
532704 1355 1374 Exon8 | TCATGCTIGTACACTGCCIGG 51 4648 4667 102
532705 | 1393 1412 | Exon8 | GITCCAGCCTTCAGGAGGGA 50 4686 4705 103
532706 | 1399 1418 | Exon8 | GGTGCGGITCCAGCCTICACG 50 4692 4711 104
532707 1405 1424 Exon8 | ATGGCGOGTGCGOGTTCCAGC 50 4698 4717 105
532708 | 1411 1430 | Exon8 | GATGACATGGCGGGIGCGG 49 4704 4723 106
532709 | 1417 1436 | Exon8 | GAGGATGATGACATGGCGGG 49 4710 4729 107
Punto
de
532710 | 1443 1462 “g‘g” CCCATGTTGTGCAATCCATC 48 np np 108
exoén 8-
9
532711 | 1449 1468 | Exon9 | TCCCCGCCCATGTTGTGCAA 48 5023 5042 109
532712 | 1455 1474 | Exon9 | ATTGGGTCCCCGCCCATGTT 48 5029 5048 110
532713 | 1461 1480 | Ex6n9 | ACAGTAATTGGGTCCCCGCC 48 5035 5054 111
532714 | 1467 1486 | Exon9 | TCAATGACAGTAATTGGGIC 47 5041 5060 112
532715 | 1473 1492 Exon9 | ATCITCATCAATCACAGTAAL 47 5047 5066 113
532716 | 1479 1498 Ex6n9 | TCCCGUGATCTCATCAATCOAC 46 5053 5072 114
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Sitio

de ?}g'r‘;gs o Sitode | Sitiode | gr ()
o inicio Region . R inicio parada
N2ISIS | geq |§’|E\1%- diana Secuencia '”C*I‘c')t;' SEQID | SEQID r\z[())-
ID NO: A NO:2 | NO:2 :
1
Punto
de
532717 | 1533 | 1552 | "M | ACATCCAGATAATCCTCCCT | 46 np np 115
exon 9-
10
Punto
de
532718 | 1539 | 1558 | "7 | ACATAGACATCCAGATAATC 46 np np 116
exon 9-
10
Punto
de
532719 | 1545 | 1564 | "7 | CCAAACACATAGACATCCAG 46 np np 117
exon 9-
10
532720 | 1582 1601 E;‘g” AGCATTGATGTTCACTTGGT 46 5231 5250 118
532721 | 1588 | 1607 E;‘g” AGCCAAAGCATTGATGTTCA 45 5237 5256 119
532722 | 1504 | 1613 | SO | CTTGGAAGCCAAAGCATTGA | 45 5243 | 5262 | 120
532723 | 1600 | 1619 | SO | GICTTTICTIGGAAGCCAAAG | 45 | 5249 | 528 | 121
532724 | 1606 | 1625 E;‘g” CTCATTGTCTTTCTTGGAAG 44 5255 5274 122
532725 | 1612 | 1631 E;‘g” ATGTTGCTCATIGICTITCT 44 5261 5280 123
532726 | 1618 | 1637 | SO | GAACACATGTTGCTCATTGT | 44 5267 | 5286 | 124
532727 | 1624 | 1643 E;‘g” GACTTTGAACACATGTTGCT | 43 5273 5292 125
532728 1630 1649 E;‘g” ATCCTTGACTTTGAACACAT 43 5279 5298 126
532729 | 1636 1655 E;‘g” TTCCATATCCTTGACTTTGA 43 5285 5304 127
532730 | 1642 | 1661 E;‘g” CAGGTTTTCCATATCCTTGA | 42 5291 5310 | 128
532731 | 1686 | 1705 | " | CTCAGAGACTGGCTTTCATC | 42 5827 | 5846 | 129
532732 | 1692 | 1711 | BN | CAGAGACTCAGAGACTGGCT | 42 5833 | 5852 | 130
516252 | 1698 | 1717 E;‘?” ATGCCACAGAGACTCAGAGA 42 5839 5858 131
532733 | 1704 | 1723 E;‘?” CAAACCATGCCACAGAGACT | 41 5845 5864 132
532734 1710 1729 Eﬁ’” TGTTCCCAAACCATGCCACA 41 5851 5870 133
532735 | 1734 1753 Eﬁ’” TITGTGGTAATCGGTACCCTT 41 5875 5894 134
532736 | 1740 | 1750 | B9 | GGTTGCTTGTGGTAATCGGT | 40 5881 5000 | 135
532737 | 1746 | 1765 E;‘?” TGCCATGGTTGCTTGTGGTA 40 5887 5906 136
532738 | 1752 1771 Eﬁ’” TTGGCCTGCCATGGTTGCTT 40 5893 5912 137
532739 | 1788 | 1777 | EX" | GAGATCTTGGCCTGCCATGG | 38 5899 | 5918 | 138
532740 | 1803 | 1822 E;‘Z"’” ACAGCCCCCATACAGCTCTC 38 6082 6101 139
532741 | 1809 | 1828 | EX" | GACACCACAGCCCCCATACA | 38 6088 | 6107 | 140
saz742 | 1815 | 1834 | TS" | TACTCAGACACCACAGCCCC | 38 | 6094 | 6113 | 141
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S | sitiode Sitiode | Sitio de

o inicio parada Region . . % . inicio parada SEQ

N2ISIS 1 seq | SEQ | diana Secuencia A sEQiD | SEQID | o
oNo: | P} NO:2 | NO:2
532743 | 1821 | 1840 | SXO" | ACAAAGTACTCAGACACCAC | 37 6100 | 6119 | 142
saz7aa | 1827 | 1846 | TS" | GTCAGCACAAAGTACTCAGA | 37 6106 | 6125 | 143
saz745 | 1872 | 1891 | EXO" | TTGATTGAGTGTTCCTTGTC | 36 6151 6170 | 144
532746 | 1878 1897 E;‘g” CTGACCTTGATTGAGTGTTC 35 6157 6176 145
532747 | 1909 | 1928 | S | TATCTCCAGGTCCCGCTTCT | 35 6403 | 6422 | 146
532748 | 1967 | 1986 E;‘g” GAATTCCTGCTTCTTITTTITC | 32 6461 6480 | 147
saz749 | 1973 | 1992 | 5" | ATTCAGGAATTCCTGCTITCT | 32 6467 | 6486 | 148
532750 1979 1998 E?](gn CATAAAATTCAGGAATTICCT 32 6473 6492 149
532751 1985 2004 E;‘g’” CATAGTCATAAAATTCAGGA 31 6479 6498 150
532752 | 2006 | 2025 E;‘g” TGAGCTTGATCAGGGCAACG 30 6500 | 6519 | 151
532753 | 2012 | 2031 | 5" | TATTCTTGAGCTTGATCAGG | 30 6506 | 6525 | 152
P:reno
532754 | 2048 | 2067 “gié’” GACAAATGGGCCTGATAGIC 30 np np 153
1314
532755 | 2070 | 2089 | S" | GTTGTTCCCTCGGTGCAGGG | 29 6659 | 6678 | 154
532756 2076 2095 Eﬁ)n GCICGAGTITGTTICCCTICOGGT 28 6665 6684 155
532757 | 2082 | 2101 Eﬁ’” CTCAAAGCTCGAGTTGTTCC | 28 6671 6690 | 156
532758 | 2088 | 2107 Eﬁ” GGAAGCCTCAAAGCTCGAGT 25 6677 6696 157
532759 | 2094 2113 Eﬁ’” GTTGCGAGGAAGCCTCAAAGC 23 6683 6702 158
532760 | 2100 2119 E;‘i’” GTGOGTAGTTGGAGGAAGCCT 23 6689 6708 159
532761 | 2106 | 2125 Eﬁ’” TGGCAAGTGGTAGTTGGAGG 18 6695 6714 160
532762 2112 2131 E?](:;)n TOGTTGCTGGCAAGTGGTAGT 14 6701 6720 161
Tabla 126
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2
G | stode |
Sis | Sta | SeaD | doma SeCUETeH ntibieid | SEG S5 No:
o1 | o No2| 2

928 | np | Exon1 | TCCAGCTCACTCCCCTGTTG| 19 1593 | 1612 | 162
5328 | mp np | Exon1 | TAAGGATCCAGCTCACTCCC| 40 1599 | 1618 163
%28 | mp np | Exont | CAGAAATAAGGATCCAGCTC| 39 1605 | 1624 | 164
338 | mp | mp | Exon1 | AGGGACCAGAAATAAGGATC| 0 | 1611 | 1630 | 165
5?28 np np Exon1 | CCACTTAGGOGACCAGAAATA 27 1617 1636 166
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Sitio

Sitio

de | Sitiode de | Sttiode
Ne° | inicio | parada | Regién s . % inicio pgg"ga SEQID
ISIs | SEQ | SEQID | diana ecuencia inhibicien | SEQ | | N4, NO:
ID NO: 1 ID 9 ’
NO: 1 NO: 2
%928 | np | Exont | TCCAGGACTCTCCCCTTCAG | 38 | 1682 | 1701 | 167
%8 | np | Exon1 | AAGTCCCACCCTTTGETGOC| 15 1707 | 1726 | 168
%8 | mp | Exon1 | CIGCAGAAGTCCCACCCTTT| 26 1713 | 1732 | 169
%28 | np | Exont | CAGAAACTGCAGAAGTCCCA | 8 1719 | 1738 | 170
5328 Exon 2 e e e
21 np np -Intron | AACCTCTGCACICTICCCTIC 39 2368 | 2387 171
2
5328 Exo6n 2
22 np np -Intrén | CCCTCAAACCTCTGCACTCT 3 2374 | 2393 172
2
5328 Exon 2
328 | e np | -Inton | TCATTGCCCTCAAACCTCTG| 19 2380 | 2309 | 173
2
5342‘_8 np np Intron 2 | CCACACTCATTGCCCTCAAA 37 2386 2405 174
326 1 mp | mp | Inten2 | CACTGCCCACACTCATTGEC | 23 | 2892 | 2411 | 175
%28 | mp p | o2 | TTAGGCCACIGCCCACACIC| 15 | 2398 | 2417 | 176
%28 | mp | nen2 | CTAGTCCTGACCTIGCTGOC | 28 2436 | 2455 | 177
5%8 np np Intron 2 | CTCATCCTAGICCTGACCTT 25 2442 | 2461 178
328 1 mp | mp | mten2 | CCTAGTCTCATCCTAGTCCT| 23 | 2448 | 2467 | 179
328 | np np | Inten2 | ACCCTGCCTAGTCTCATCCT| 30 | 2454 | 2473 | 180
%8 | mp | lnton2 | CTTGTCACCCTGCCTAGTCT| 34 | 2460 | 2479 | 181
5238 np np Intron 2 | GCCCACCTTGTCACCCTGCC 36 2466 | 2485 182
5%8 np np Intron 2 | CCTAAAACTGCTCCTACTCC 9 2492 | 2511 183
%28 | mp p | Inton4 | GAGTCAGAAATGAGGTCAAA| 19 | 3494 | 3513 | 184
%28 | mp np Intren | CCCTACTCCCATTTCACCTT | 16 5971 | 5090 | 185
5328 Intron 8\~ i
328 | o | -Exon | TGUIGTGCAATCCTGCAGAA| 25 5013 | 5032 | 186
9
%28 | np np | Inten1 | AAAGGCTGATGAAGCCTGGC| 18 | 2123 | 2142 | 187
%8 | o | inten7 | CCTTTGACCACAAAGTGGCC| 21 | 4461 | a4s0 | 188
%28 | mp np N | AGGTACCACCTCTTTGIGGG | 29 6362 | 6381 189
5328 L R
o np np “Exén | TGGTGGTCACACCTGAAGAG 34 2143 | 2162 190
2
Punto
5327 de s A fof A g
63 2133 2152 union | GCAGGGAGCAGCTCTTCCTT 40 np np 191
de exon
14-15
5% 1 2130 | 2188 | BN | TCCTGIGCAGGGAGCAGCIC| 28 6927 | 6946 | 192
8327 | 2us | 2164 | B | TTGATATCCTGTGCAGGGAG| 41 | 6933 | 6952 | 193
%2 12151 | 2170 | EXOM | AGAGCTITGATATCCIGIGC| 36 | 6939 | 6958 | 194
2T 1 2157 | 2176 | EXO" | ACAAACAGAGCTTTGATATC | 33 6945 | 6964 | 195
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Sitio S0 | g0 o
de Sitio de de parada
N.° inicio parada Region . % inicio SEQID
ISIS | SEQ | SEQID | diana Secuencia inhibicion | SEQ |§’|E\1%- NO:
ID NO: 1 ID po:
NO: 1 NO: 2
27 | 2163 | 2182 | BXO" | TCAGACACAAACAGAGCTTT| 41 6951 | 6970 196
%27 | 2169 | 2188 | X" | ICCTCCICAGACACAAACAG | 49 | 6957 | 6976 | 197
5%7 2193 | 2212 E;‘g” ACCTCCTTCCGAGTCAGCTT 61 6981 | 7000 198
5827 | 2190 | 2218 | EXO" | ATGTAGACCTCCTTCCGAGT| 38 | 6987 | 7006 | 199
5%7 2205 | 2224 E;‘g” TTCTTGATGTAGACCTCCTT 30 6993 | 7012 200
5357 2211 | 2230 Efg” TCCCCATTCTTGATGTAGAC 31 6999 | 7018 201
Punto
5327 de e e A pye gy & e
74 2217 2236 union TCTTATCCCCATTCTTGA' 36 np np 202
de exon
15-16
Punto
5327 de
5 2223 2242 unién CIGCCTTrICTTATCCCCATI 56 np np 203
de exén
15-16
Punto
5327 de ) porperarn .
76 2229 2248 union | TCACAGCTGCCTTTCTTATC 33 np np 204
de exon
15-16
%27 1 2235 | 2254 | X" | TCTCTCTCACAGCTGCCTTT| 38 7119 | 7138 205
5%7 2241 | 2260 E;‘g” TGAGCATCTCTCTCACAGCT | 51 7125 | 7144 206
%07 | 2247 | 2266 | FXO" | GCATATTGAGCATCTCICIC| 39 7131 | 7150 207
5327 Exén TGACTTTGTCATAGCC TGGE
oar | 2267 | 2286 X IGACTTIGTCATAGCC GGG 56 7151 | 7170 208
5337 | 2273 | 2202 BN | TGTCCTTGACTTTGTCATAG | 36 7157 | 7176 209
8327 1 2300 | 2328 | EXO" | CAGTACAAAGGAACCGAGGG| 30 | 7193 | 7212 | 210
5227 2315 | 2334 E;‘g” CTCCTCCAGTACAAAGGAAC 21 7199 | 7218 211
5237 2321 2340 E1X8n GACTCACTCCTCCAGTACAA 31 7205 7224 212
%271 1 2327 | 2346 | X" | CATAGGGACTCACTCCICCA 30 7211 | 7230 213
S%27 | 2333 | 2352 BXOn | GGTCAGCATAGGGACTCACT| 31 7217 | 7236 214
Punto
5327 de
87 2352 2371 union | TCACCTCTGCAAGTATTGGG 42 7236 7255 215
de exén
16-17
Punto
5327 de e e
88 2358 2377 unién CCAGAATCACCTCTGCAAGT 32 np np 216
de exon
16-17
Punto
5327 de R,
89 2364 2383 union | GGGCCGCCAGAATCACCICI 35 np np 217
de exon
16-17
5327 S
90 2382 2401 17 CTCTTGTGAACTATCAAGGG 33 7347 7366 218
53? 2388 | 2407 E;‘g” CGACTTCTCTTGTGAACTAT 52 7353 | 7372 219
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Sitio Sifo | g0 ge
de Sitio de de parada
N.° inicio parada Region . % inicio SEQID
ISIS | SEQ | SEQID | diana Secuencia inhibicion | SEQ |§’|E\1%- NO:
ID NO: 1 ID e
NO: 1 NO: 2
5327 2394 | 2413 E;‘?” ATGAAACCACTTCTCTIGIG 16 7359 | 7378 220
Punto
de
5357 2400 | 2419 union | ACTTGAATGAAACGACTTCT 45 7365 | 7384 221
de exon
17-18
Punto
5327 de . . .
o 2406 2425 union ACACCAACTTGAATGAAACG 18 np np 222
de exon
17-18
53? 2427 | 2446 E;‘g” TCCACTACTCCCCAGCTGAT 30 7662 | 7681 223
5g§7 2433 | 2452 Ej‘gn CAGACATCCACTACTCCCCA 38 7668 | 7687 224
07 | 2439 | 2458 | B | TTTTTGCAGACATCCACTAC| 35 | 7674 | 7693 | 225
%27 1 2aas | 2464 | EXON | TTCTGGTTTTTGCAGACATC | 45 7680 | 7699 226
8827 | gas1 | 2470 | BXO" | TGCCGCTTCTGGTTTITGCA| 47 | 7886 | 7705 | 227
%28 | su57 | 2476 | X" | TGCTTTTGCCGCTTCTGGTT| 61 | 7602 | 7711 | 228
53?*‘ 2463 | 2482 E;‘g’” GGTACCTGCTTTTGCCGCTT| 47 7608 | 7717 229
5328 | 2460 | 2488 | FXO" | TGAGCAGGTACCTGCTTTTG| 31 7704 | 7723 230
5838 2517 | 2536 E;‘g” TTCAGCCAGGGCAGCACTTG 41 7752 | 7771 231
5325 | 2523 | 2542 | BN | PICTCCTICAGCCAGGGCAG | 44 | 7758 | 7777 | 232
%28 | 2520 | 2508 | EXO" | TGGAGTTTCTCCTTCAGCCA| 46 | 7764 | 7783 | 233
0008 | 2535 | 2554 | EO" | TCATCTTGGAGTTICTCCTT| 49 | 7770 | 7789 | 234
5328 | 2541 | 2560 | EXO0 | AAATCCTCATCTTGGAGITT| 30 | 7776 | 7795 | 235
53§8 2547 2566 Ef gn AAACCCAAATCCTCATCTTG 20 7782 | 7801 236
5358 2571 | 2500 Efgn GTCCAGCAGGAAACCCCTTA| 65 7806 | 7825 237
08 | 2577 | 2596 | F" | GCCCCTGTCCAGCAGGAAAC| 74 | 7812 | 7831 | 238
5%8 2509 | 2618 E;‘g” AGCTGTTTTAATTCAATCCC| 9 7834 | 7853 239
Tabla 127
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2
- Sitio —
Sitio de Sitio Sitio de
oo | P | pecien % oo | parada SEQID
NOISIS | Seq da d.g Secuencia L SEQ _
SEQ iana inhibicion SEQ ID NO: NO:
ID 5 ID A
NO: 1 | o> 4 NO: 2
532841 | np np 'Et;gfr‘] ® | AACTTGCCACCTGTGGGTGA| 4142 | 4161 1 240
Exén 15 o
532842 np np -Intron | TCACCTTATCCCCATTICITG] 7007 7026 16 241
15
532843 np np Intron 11 | TCAACTTTCACAAACCACCA| 6015 6034 19 242
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Sitio e Sitio | iio ge
. qe. para- . . Qel parada
Nolslg | Inicio da Region Secuencia % inicio SEQ SEQID
’ SEQ SEQ diana inhibicién SEQ ID NO: NO:
ID r ID 5
NO:1 | o 1 NO: 2
Intrén 16
532844 np np -Exon | CCGCCAGAATCACCTGCAAG]) 7326 7345 33 243
17
532845 np np Intrén 10 | AGGAGGAATGAAGAAGGCTT] 5431 5450 29 244
532846 np np Intron 13 | GCCTTTCCTCAGGGATCTGG| 6561 6580 26 245
532847 np np Intrén 4 | AAATGTCTGGGAGTGTCAGG] 3477 3496 18 246
532848 np np Intrén 15 | GCCTAGAGTGCCTCCTTAGG| 7038 7057 20 247
532849 np np Intron 17 | GGCATCTCCCCAGATAGGAA| 7396 7415 16 248
532850 np np Intréon 6 | AGGGAGCTAGTCCTGGAAGA| 3906 3925 14 249
532851 | np np | MO T 1 ACACCTGAAGAGAAAGGCTG) 2135 | 2154 6 250
532852 np np Intron 7 | CCCTTTGACCACAAACGTGGC 4462 4481 25 251
532853 np np Intron 7 | GCCCTCAAGGTAGTCTCATG 4354 4373 26 252
532854 np np Intrén 6 | AAGGGAAGGAGGACAGAATA 3977 3996 18 253
532855 np np Intron 1 | AAAGGCCAAGCGAGGGATGCT] 2099 2118 9 254
532856 | np np | TO08 I AGAGGTCCCTTCTGACCATC| 4736 | 4755 4 255
532857 np np Intrén 8 | GCTGGGACAGGAGAGAGGTC] 4749 4768 0 256
532858 np np Intrén 4 | TCAAATGTCTGGGAGTGTCA] 3479 3498 13 257
532859 np np Intrén 10 | AGAAGGAGAATGTIGCTGAAA] 5801 5820 20 258
532860 np np Intron 17 | TGCTGACCACTTGGCATCTC] 7408 7427 20 259
532861 np np Intron 11 | CAACTTTCACAAACCACCAT| 6014 6033 18 260
532862 np np Intrén 10 | AGCTCTGTGATTCTAAGGTT| 5497 5516 15 261
532863 np np IrE;%r:]E;- CCACCTOGTGGOGTGAGGAGAA 4136 4155 16 262
Exén 17
532864 np np -Intron | GAGGACTCACTTGAATGAAA 7373 7392 21 263
17
532865 np np Intron 6 | TGGAATGATCAGGGAGCTAG 3916 3935 30 264
532866 np np Intron 5 | GTCCCTICTCCATTITCCCC] 3659 3678 26 265
532867 np np Intron 7 | TCAACTTITTAAGTTAATCA[ 4497 4516 14 266
532868 np np Intron 6 | GGGTGAGGAGAACAAGGCG( 4128 4147 21 267
532869 np np Intron7 | CTTCCAAGCCATCTTTTAAC| 4553 4572 5 268
Exén 17
532870 np np -Intron | AGGACTCACTTGAATCAAAC| 7372 7391 18 269
17
532871 np np Intrén 10 | TTCCAGGCAACTAGAGCTT( 5412 5431 15 270
532872 np np Exon1 | CAGAGTCCAGCCACTGTTITG] 1557 1576 13 271
Intrén 17
532873 np np -Exén | CCAACCTGCAGAGGCAGTGG 7638 7657 23 272
18
532874 np np Intron 16 | TGCAAGGAGAGGAGAAGCTG| 7312 7331 10 273
532075 | p | np | X909 | CTAGGCAGGTTACTCACCCA| 5120 | 5139 | 2t 274
532876 | np | np | MONO T CACCATAACTTGCCACCTGT| 4148 | 4167 | 4t 275
532877 np np Intron 12 | TAGGTACCACCTCTTIGTGG] 6363 6382 27 276
532878 np np Intrén 11 | CTTGACCTCACCTCCCCCAA| 5954 5973 13 277
532879 np np Intron 12 | CCACCTCTTTGTGGGCAGCT| 6357 6376 33 278
532880 np np Intron 11 | TTCACAAACCACCATCTCTT] 6009 6028 8 279
532881 np np 'Iz:t‘:gn?’?; TTCTCACCTCCGTTGTCACA 2958 2977 17 280
532882 np np Intron 12 | GAAAGTGGGAGGTGTTGCCT] 6225 6244 19 281
532883 np np Intrén 1 ACAGCAGGAAGGGAAGGTTA| 2075 2094 34 282
532884 np np Intrén 17 | CATGCTGACCACTIGGCATC] 7410 7429 18 283
532885 | np | np | D07 GGTCACCTTGGCAGGAAGGC| 3286 | 3305 | 0 284
532886 np np Intron 8 | GTATAGTGTTACAAGTGGAC] 4804 4823 13 285
532887 np np Intron 7| GGACTTCCCTTTGACCACAA| 4468 4487 18 286
532888 np np Intron 11 | TCACCTTGACCTCACCTCCC| 5958 5977 20 287
532889 np np Intron 15 | TAGAGTGCCTCCTTAGGATG 7035 7054 27 288
532890 np np Intron 7| TGACTTCAACTTGTGGTCTG| 4605 4624 16 289
532891 np np Intrén 10 | CACAGAACGGACGAATGIGCT(] 5804 5823 25 290
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Sitio e Sitio | iio ge
in?:io para- | pegion . % in?;o parada | gpq|p
NLISIS | seq S(IanQ diana Secuencia inhibicion | sEQ | ST | “No:
ID ID :
NO: 1 N('E ] NO: 2 2
Intrén 14
532892 np np - Exon AGGOGAGCAGCTCTTCCTCTG 6919 6938 47 291
15
532893 | np np | MO TGTTCCCCTGGGTGCCAGGA, 3710 | 3729 | 24 292
532894 np np Intrén 10 | GGCCTGGCTGTTTTCAAGCC| 5612 5631 15 293
Intrén 10
532895 np np - Exon GACTGGCTTTCATCTGGCAG| 5821 5840 25 294
11
532896 np np Intrén 10 | GAAGGCTTTCCAGGCAACTA| 5419 5438 19 295
Exén 17
532897 np np -Intron | TCACTTGAATGAAACGACTT] 7367 7386 11 296
17
532898 np np Intron 1 | GCCCCCAAAAGGCCAAGGAG| 2106 2125 5 297
Intrén 16
532899 np np - Exén AATCACCTGCAAGGAGAGGA| 7319 7338 19 298
17
532900 np np Intrén 12 | GACCTTCAGTTGCATCCTTA| 6183 6202 25 299
532901 np np Intron 1 ICGATCAAGCCICGCCCCAAA] 2117 2136 0 300
532902 np np Intron 12 | TAGAAAGICCGGAGCICTIGC] 6227 6246 0 301
532903 np np Intron 12 | CCCATCCCTGACTGGTCTGG] 6295 6314 14 302
532904 np np Intron 8 | CCATGCOGIATAGIGITACAA] 4810 4829 13 303
532905 np np Intron 2 | GTGTTCTCTTGACTTCCAGG| 2586 2605 23 304
532906 np np Intrén 13 | GGCCTGCTCCTCACCCCAGT| 6597 6616 27 305
532907 np np Intron 10 | GAGGCCTGGCTGTTTTCAAG] 5614 5633 32 306
532908 np np Exon1 | GACTCTCCCCTTCAGTACCT| 1677 1696 16 307
532909 np np Intrén 8 CATGOGTATAGTOGTTACAAG 4809 4828 10 308
532910 np np Intrén 10 [ GAAGGAGAATGTGCTGAAAA] 5800 5819 0 309
532911 np np Intron 7| TCACCTGGTCTTCCAAGCCA| 4562 4581 0 310
532912 np np Intron 17 | CTCCCCAGATAGGAAAGGGA] 7391 7410 0 311
Exén 17
532913 np np -intrdn | GGACTCACTTGAATGAAACG] 7371 7390 0 312
17
Intrén 16
532914 np np - Ex6n GOGCCGCCAGAATCACCTGCA 7328 7347 30 313
17
Exén 17
532915 np np -Intron | CTCACTTGAATGAAACGACT| 7368 7387 22 314
17
532916 np np Intrén 13 | CTTTCCCAGCCTTTCCTCAG] 6569 6588 28 315
532918 np np Intrén 12 | AGAAAGTGGGAGGTGTTGCC| 6226 6245 3 316
532917 | 2604 | 2623 | Ex6n18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTC: 7839 7858 90 317
Tabla 128
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2
Sitio Sitio Sditei°
de Sitio de de ara-

N.° inicio parada Region Secuencia % inicio pda SEQID
ISIS | SEQ | SEQID | diana uenc inhibicion | SEQ | grq NO:
ID NO: 1 ID D
NO: 1 NO:2 |\

5?39 np np Exon1 | CCAGGACTCICCCCTICAGT | 1681 1700 | 4 318
5239 np np Intron 6 | AGGGAAGGAGGACAGAATAG | 3976 | 3995 | 25 319
2% 1 e | | mona | GAAATGAGGTCAAATGTCTG | 3488 | 3507 | 30 | 320
5239 np np Intron 4 | GOAGAGTCAGAAATGAGGTC | 3497 | 3516 | 25 321
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Sitio Sitio Sditeio
de Sitio de de ara-

N.° inicio parada Regién Secuencia % inicio pda SEQID
ISIS SEQ SEQID diana inhibicién SEQ SEQ NO:
ID NO: 1 ID D
NO: 1 NO:2 |
529 1 np np Intrén | GTAGAAAGTGGGAGGTGTTG | 6228 | 6247 | 26 329
329 1 np np Intron | TAGAAAGATCTCTGAAGTGE | 5521 | 5540 | 24 323
5329 | np np Intrén | CTACTCOTCACCCCAGTOCT | 6504 | 6613 | 26 324
8329 | np | mp | 'MWON | CTACTGGGATTCTGTGCTTA| 527 | 5946 | 30 | 325
5259 np np Intron 1 | CCCAAAAGGCCAAGGAGGGA | 2103 2122 13 326
329 1 np np N | TGACCACTTGGCATCTOCCT | 7405 | 7424 | 27 327

5329 Intrén

29 np np 16 - COTOGOCAAGOAGAGOGIAGAAGC 7314 7333 29 328

Exén 17

5329 Exon16 | . e a

30 np np - Intrén CTCTCACCTCTGCAAGTATT 7239 7258 44 329

16

329 1 g | mp | mtont | CCCCAAAAGGCCAAGGAGGG | 2104 | 2123 | 21 | 330
5329 1 np o | Inwen7 | GTCTTCCAAGCCATCTTTTA | 4555 | 4574 | 20 | 331
%29 | np np | Inten8 | GTTACAAGTGGACTTAAGGG | 4797 | 4816 | 30 332
5229 np np _'rl‘zt;%?]% COCATGTIGTGCAATCUTGC | 5017 5036 30 333
5329 Intrén GAGGIGGG s 1N A

35 np np s AGGIGGGAAGUCA IGGAGAA| 7001 | 7110 | 17 334
329 1 g | mp | MON | TGCTCCCACCACTGTCATCT | es74 | 6893 | 21 | 335
5329 1 np np | TOMO | AGGCACGGTI ACTCACCCAGA | 5118 | 5137 | 18 | 336

ntrén 9

5329 Intron AL TCGGGA TICTGICGC T UACT

38 np np b 5026 | 5945 | 15 337
5329 1 np np non | GECTTTCCCAGOCTTTCCTC | 6571 | 6500 | 27 338
5329 1, np | MON8 | GTGCAATCCTGCAGAAGAGA | 5009 | 5028 | 21 339

40 -Exén 9
5929 1 np np | Inton8 | ACAGGAGAGAGGICCCTICT| 4743 | 4762 | 20 340
5829 1 np np | MM CCCAAAAGGAGAAAGGGAAA | 5717 | 5736 | 14 | 341
5239 np np Intron 2 | AALGCCCAGGGTAAATGCTTA 2557 2576 32 342
%29 1 np np | Intron1 | GATGAAGCOCTGGCCCCAAAA| 2116 | 2135 | 22 343
8291 np | mp | MO RGGEAGAGAAGGAGAATGTG| 5807 | 826 | 22 | 344
829 | np | mp | ™" | TTCCCAGCCTTTCCTCAGGG| 6567 | 6586 | 35 | 345
%29 | mp | mp | ™" | GGCAGAGAAGGAGAATGTGC| 5806 | 5825 | 30 | 346
5229 np np '”grg” ACAGIGCCAGGAAACAAGAA | 5471 5490 | 25 347
029 1 np p | N9 | TAGGCAGGTTACTCACCCAG| 5119 | 5138 | 22 348
%329 1 np np | Inwen2 | TTCTCTTGACTTCCAGGGOT | 2583 | 2602 | 22 349
5?9 np np '”ﬁrg” CCTGCTCCTCACCCCAGTCC | 6595 6614 16 350
%29 1 np np | Inwen7 | TCCCACTAACCTCCATTGOC | 4422 | 4441 | 14 351
329 1 np np | Inton7 | TTCCCTTTGACCACAAAGTG | 4464 | 4483 | 16 352
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Sitio Sitio 3520
de Sitio de de )
N.° | inicio | parada | Regién Secuencia % inicio pzf: SEQID
ISIS | SEQ | SEQID | diana inhibicion | SEQ | i | NO:
D | NO:1 ID
. _ ID
NO: 1 NO:2 | o,
5329 1 np np | Inten9 | CTGGGTCCTAGGCAGGTTAC| 5127 | 5146 | 30 353
%329 | np p | MO | TCCAGGCAACTAGAGCTTCA| 5411 | 5430 | 20 | 354
%329 1 np p | MO8 | GCCCATGTTGTGCAATCCTS | 5018 | 5037 | 45 355
5329 1 np o | Inton7 | GGITCCCACTAACCICCATT | 4425 | 4444 | 18 356
5239 np np Intron 3 | AGGIAGAGAGC AAGAGITAC| 3052 | 3071 | 26 357
5329 1 np np Intron 7 | CCACTAACCTCCATTGCCCA | 4420 | 4439 | 10 358
5329 1 np np N FCACABACCACTATCTCUTA | 6008 | 6027 | 40 359
N9 | e | 500951 TACTCACCCAGATAATCCTC | 5110 | 5129 | 27 | 360
B9 m | | MM | TGCTCCTCACCCCAGTCCTC| 6593 | 6612 | 24 | 361
5329 Intréon
3 np np 15- | TCTCACAGUIGCCITICIGY | 7115 | 7134 | 25 362
Exoén 16
5329 Exon 17 | e A apn  farTape e
65 np np -Intron | GAAAQCGOAGQGACTCACTTGA 7379 7398 11 363
17
5259 np np Intron7 | CCATCTTTTAACCCCAGAGA =~ 4545 | 4564 | 18 364
329 1 np | mp | MM | TCCTCACCCCAGTCCTCCAG, 6590 | 6609 | 27 | 365
5229 np np '”ﬁrg” CTGGCAGAGAAGGAGAATGT| 5808 | 5827 | 15 366
%9 1 mp | mp | MO | TCTCCCCAGATAGGAAAGGG 7392 | 7411 | 23 | 367
%329 1 np np NN | ACTTCAGCTGU ICCCACCAL 6882 | 6901 | 18 368
5329 1 np np | Inton1 | GACAGCAGGAAGGGAAGGTT 2076 | 2005 | 13 369
5329 ItrOn |
79 np np 13 - GUAGACAAATOQGGOCCTATAN 6640 6659 33 370
Exon 14
%329 1 np e | MO | CTGCTCCCACCACTGTCATC 6875 | 68oa | 11 371
5329 Intr6
29 [ g | mp | SN | AGGAATGAAGAAGGCTTTCC| 5428 | 5447 | 21 | a2
5%9 np np '”{f” GGGATCTCATCCTTATCCTC| 6741 6760 | 31 373
5%9 np np Intron 9 | GTGCTOOOTCCTACOCAGOT] 5130 5149 16 374
%329 1 np np | Inton1 | CAAAAGGCCAAGGAGGGATG 2101 | 2120 | 14 375
539 [ p | | MO0 | CCATGCTGACCACTTGGCAT, 7411 | 7430 | 20 | a7
5329 1 np o | Inton8 | GGAGGCTGGGACAGGAGAGA 4753 | 4772 | 25 377
5329 L D
80 np np 14 - GGAGCAGCICIICCTCIGGA | 6917 6936 36 378
Exoén 15
5329 1 np p | FO03 | TCTCACCTCCGTTGTCACAG) 2057 | 2076 | 20 379
%29 1 np np N | CAGTCCTCCAGOCTTTCCCA 6581 | 6600 | 21 380
% | np N 1 AGICCTCCAGCCTTICUCAG 6580 | 6599 | 22 381
524219 np np 'rl‘zt;%?]”é TGAAGGAGTCTGGGAGAGTC | 3509 | 3528 | 12 382
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Sitio Sitio Sd'te'O
de Sitio de de
N.° | inicio | parada | Regién Secuencia % inicio pf‘j[:" SEQID
ISIS | SEQ | SEQID | diana inhibicion | SEQ | g NO:
ID NO: 1 ID 0
NO: 1 NO:2 | oo
5329 Intrén e e o
pge np np 16- | CAGAATCACCIGUAAGGAGA | 7322 7341 20 383
Exoén 17
5329 Exon 17 ‘
86 np np - Iqtrén TAGGAAAGGGAGCACTCACT| 7382 7401 3 384
7
5239 np np 'frﬁ?gnt‘ ACCTIGHOACGLAAGKHC 1O 308D 3301 12 385
5329 Intron e o e arepap e
o np np 13- | GAGACAAATGGGCCIATAAA 6639 6658 15 386
Exoén 14
5329

89 np np Intron 1 | CTGAAGAGAAAGGCTGATGA 2131 2150 17 387

5329 | np | Inten6 | AATCATCAGGGAGCTAGTCC 3913 | 3932 | 30 388

5329 np np ntén | CTTAGCTGACCTAAAGGAAT 7557 7576 22 389

91 17
5839 np np Intron 8 | TGOGTATAGTOTTACAACGTG] 4807 4826 17 390
5g§9 np np Intron 1 | TGAAGAGAAAGGCTGATGAA 2130 2149 19 391
5329 np np Intron 8 | GG TACAAGIGGACTTAAG 4799 4818 25 392
5329

95 np np Intron 6 | ACCTOTGGGTGAGGAGAACA| 4134 4153 24 393

5329 | np | BXON9- 1 TCACCCAGATAATCCTCCCT | 5107 5126 | 36 394

Intrén 9

5329 | 2608 | 2627 | Exén18 | TGTTGTCGCAGCTGTTTTAA | 7843 7862 | 90 395

Ejemplo 116: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento
humano (CFB) y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Se
transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacion con
oligonucleétido antisentido 4.500 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se uso6
el conjunto de sonda y cebador humano RTS3460_MGB (secuencia directa CGAAGCAGCTCAATGAAATCAA,
designada en el presente documento como SEQ ID NO: 813; secuencia inversa TGCCTGGAGGGCCTTCTT,
designada en el presente documento como SEQ ID NO: 814; secuencia de sonda AGACCACAAGTTGAAGTC,
designada en el presente documento como SEQ ID NO: 815) para medir los niveles de ARNm. Los niveles de
ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los
resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuacion se disefiaron
como gapmeros 5-10-5 MOE. Los gapmeros 5-10-5 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el
segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la
direccion 5'y la direccién 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Cada nucledsido en el segmento de ala
5'y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacién 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo
largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada gapmero son 5-
metilcitosinas. "Sitio de inicio" indica el nucledsido més hacia 5' al que se dirige el gdpmero en la secuencia génica
humana. "Sitio de parada" indica el nucleésido mas hacia 3' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica
humana. Cada gapmero enumerado en las tablas a continuacién se dirige al ARNm de CFB humano, designado
en el presente documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia
gendmica de CFB humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK
NT_007592.15 truncada de los nucleétidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucledtido
antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.
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Tabla 129
Inhibicién de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1y 2
Sitio Sitio Sitio Sitio
de de de de
o inicio | parada Region . % inicio parada SE
N2ISIS | seq | “sEq diana Secuencia inhibicion | SEQ SEQ ﬁ(')c_’
ID ID NO: ID NO: | ID NO: :
NO: 1 1 2 2
532686 | 1135 1154 Exon6 | ACACTTTTTGGCTCCTGTGA 48 3819 3838 84
532687 | 1141 1160 Exén6 | GACTAGACACTTTTTGGCTC 63 3825 3844 85
532688 | 1147 1166 Exon 6 FTAAGTTGACTAGACACTTTT 47 3831 3850 86
532689 | 1153 1172 Exén6 | CTCAATTAAGTTGACTAGAC 57 3837 3856 87
Punto de
532690 | 1159 1178 unisnde | CACCTTCTCAATTAAGTTGA 49 3843 3862 88
exon 6-7
Punto de
532691 | 1165 1184 unionde | ACTTGCCACCTTCTCAATTA 33 np np 89
exon 6-7
Punto de
532692 | 1171 1190 unionde | ACCATAACTTGCCACCTTCT 67 np np 90
exon 6-7
532693 | 1177 1196 Exén7 | CTTCACACCATAACTTGCCA 56 4153 4172 91
532694 | 1183 1202 Exén 7 TCTTGGCTTCACACCATAAC 50 4159 4178 92
532695 | 1208 1227 Ex¢n7 | ATGTGGCATATGTCACTAGA 53 4184 4203 93
532696 | 1235 1254 Exon7 | CAGACACTITCACCCAAATT 52 4211 4230 94
Punto de
532697 | 1298 1317 unionde | GOGTCTTCATAATTGATTTCA 59 np np 95
exén 7-8
Punto de
532698 | 1304 1323 unionde | ACTTGTGGTCTTCATAATTG 52 np np 96
exén 7-8
Punto de
532699 | 1310 1329 | unidsnde | ACTTCAACTTGTGGTCTTCA 85 np np 97
exén 7-8
532700 | 1316 1335 Exon 8 TCCCTGACTTCAACTTGTGG 96 4609 4628 98
532701 | 1322 1341 Exén8 | TGTTAGTCCCTGACTTCAAC 56 4615 4634 99
532702 | 1328 1347 Exén8 | TCTTGGTGTTAGTCCCTGAC 86 4621 4640 | 100
532703 | 1349 1368 Exén8 | TGTACACIGCCTGGAGGGCC 35 4642 4661 101
532704 | 1355 1374 Exon8 | TCATGCTGTACACTGCCTGG 12 4648 4667 | 102
532705 1393 1412 Exon 8 GTTCCAGCCTTCAGGAGGGA 27 4686 4705 103
532706 | 1399 1418 Exén8 | GGTGCGGTTCCAGCCTTCAG 67 4692 4711 104
532707 | 1405 1424 Exon8 | ATGGCGGGTGCGGTTCCAGC 26 4698 4717 | 105
532708 | 1411 1430 Exon8 | GATGACATGGCGGGTGCGGT 28 4704 4723 | 106
532709 1417 1436 Exon 8 GAGGATGATGACATGGOGGG 6 4710 4729 107
Punto de
532710 | 1443 1462 | unidonde | CCCATGTTGTGCAATCCATC 35 np np 108
exoén 8-9
532711 1449 1468 Exon 9 ICCCCGCCCATGTIGTGCAA 28 5023 5042 109
532712 | 1455 1474 Exén9 | ATTGGGTCCCCGCCCATGTT 19 5029 5048 | 110
532713 | 1461 1480 Exén9 | ACACGTAATTCGCTCCCCOCC 29 5035 5054 | 111
532714 | 1467 1486 Ex6n9 | TCAATGACAGTAATTGGGTC 49 5041 5060 | 112
532715 | 1473 1492 Exén9 | ATCTCATCAATGACAGTAAT 45 5047 5066 | 113
532716 | 1479 1498 Exén9 | TCCCGGATCTCATCAATGAC 54 5053 5072 | 114
Punto de
532717 | 1533 1552 | unidénde | ACATCCACATAATCCLICCCT 22 np np 115
exoén 9-10
Punto de
532718 1539 1558 unisnde | ACATAGACATCCAGATAATC 8 np np 116
exoén 9-10
Punto de
532719 | 1545 1564 uniénde | CCAAACACATAGACATCCAG 30 np np 117
exoén 9-10
532720 | 1582 1601 Exén 10 | AGCATTGATGTTCACTTGGT 62 5231 5250 | 118
532721 1588 1607 Exon 10 | AGCCAAAGCATIGATGITICA 46 5237 5256 119
532722 | 1594 1613 Exon 10 | CTTGGAAGCCAAAGCATTGA 35 5243 5262 | 120
532723 | 1600 1619 Exén 10 | GTCTTTCTTGCGAACGCCAAAG 43 5249 5268 | 121
532724 | 1606 1625 Exon 10 | CTCATTGICTTTICTTIGGAAG 40 5255 5274 | 122
532725 | 1612 1631 Exon 10 | ATGTTGCTCATTGTCTTTCT 49 5261 5280 | 123
532726 | 1618 1637 Exon 10 | GAACACATGTTGCTCATTGT 68 5267 5286 | 124
532727 | 1624 1643 Exon 10 | GACTTTGAACACATGTTGCT 54 5273 5292 | 125
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Sitio Sitio Sitio Sitio

de de de de
o inicio | parada Region . % inicio parada SE
N2ISIS | sEq | “sEq diana Secuencia inhibicion | SEQ | SEQ ﬁ(')c_’
ID ID NO: ID NO: | ID NO: :

NO: 1 1 2 2
532728 | 1630 1649 Exén 10 | ATCCTTGACTTTGAACACAT 61 5279 5208 | 126
532729 | 1636 1655 Exon 10 | TICCATATCCITGACTTIGA 55 5285 5304 | 127
532730 | 1642 1661 Exén 10 | CAGGTTTTCCATATCCTTGA 51 5291 5310 | 440

Punto de
532731 | 1686 | 1705 | UMONe | CICAGAGACIGGCTTTCATC| 41 5827 | 5846 | 129
11

532732 | 1692 1711 Exén 11 | CAGAGACTCAGAGACTGGCT 59 5833 5852 | 130
516252 | 1698 1717 Exon 11 | ATGCCACAGAGACTCAGAGA 57 5839 5858 | 131
532733 | 1704 1723 Exén 11 | CAAACCATGCCACAGAGACT 34 5845 5864 | 132
532734 | 1710 1729 Exon 11 | TGTTCCCAAACCATCCCACA 51 5851 5870 | 133
532735 | 1734 1753 Exén 11 | TTGTGGTAATCGGTACCCTT 50 5875 5894 | 134
532736 | 1740 1759 Ex6n 11 | GGTTGCTTGTGGTAATCGGT 64 5881 5900 135

532737 | 1746 1765 Exén 11 | TGCCATGGTTGCTTGTGGTA 40 5887 5906 | 136

532738 | 1752 1771 Exon 11 | TTGGCCTGCCATGGTTGCTT 49 5893 5912 137

532739 | 1758 1777 Exon 11 | GAGATCITTGGCCTGCCATGG 47 5899 5918 | 138
532740 | 1803 1822 Exén 12 | ACAGCCCCCATACAGCTCTC 48 6082 6101 | 139
532741 | 1809 1828 Exén 12 | GACACCACAGCCCCCATACA 40 6088 6107 | 140
532742 | 1815 1834 Exon12 | TACTCAGACACCACAGCCCC 33 6094 6113 | 141
532743 | 1821 1840 Exon 12 | ACAAAGTACTCAGACACCAC 39 6100 6119 | 142

532744 | 1827 1846 Exén 12 | GTCAGCACAAAGTACTCAGA 45 6106 6125 | 143

532745 | 1872 1891 Exén 12 | TTGATTGAGTGTTCCTIGIC 42 6151 6170 | 144

532746 | 1878 1897 Exon12 | CTGACCTTGATTGAGTGTTC 53 6157 6176 | 145

532747 | 1909 1928 Exon13 | TATCTCCAGGTCCCGCTTCT 31 6403 6422 | 146
532748 | 1967 1986 Exon 13 | GAATTCCTGCTITCTTITITIC 30 6461 6480 | 147
532749 | 1973 1992 Exén 13 [ ATTCAGGAATICCIGCTICT 40 6467 6486 | 148
532750 | 1979 1998 Exén 13 | CATAAAATTCAGGAATTCCT 45 6473 6492 | 149
532751 | 1985 2004 Exén 13 | CATAGTCATAAAATTCAGGA 43 6479 6498 | 150
532752 | 2006 2025 Exon 13 | TGAGCTTGATCAGGGCAACG 61 6500 6519 | 151
532753 | 2012 2031 Exon 13 | TATTCTTGAGCTTGATCAGG 47 6506 6525 152
Punto de
532754 | 2048 | 2067 | o0 1"39_ GACAAATGGGCCTGATAGTC| 35 np np | 153
14
532755 2070 2089 Exon14 | GTTGTTCCCTCOGGTGCAGOGO 43 6659 6678 154
532756 | 2076 2095 Exén 14 | GCTCGAGTTGTTCCCTCGGT 51 6665 6684 155
532757 | 2082 2101 Exon 14 | CTCAAAGCTCGAGTTGTTCC 36 6671 6690 | 156
532758 | 2088 2107 Exon 14 | GGAAGCCTCAAAGCTCGAGT 54 6677 6696 157
532759 | 2094 2113 Exén 14 | GTTGGAGGAAGCCTCAAAGC 52 6683 6702 | 158
532760 | 2100 2119 Exén 14 | GTGGTAGTIGGAGGAAGCCT 22 6689 6708 | 159
532761 | 2106 2125 Exén 14 | TGGCAAGTGGTAGTTGGAGG 34 6695 6714 | 160
532762 | 2112 2131 Exon 14 | TGTTGCTGGCAAGTGGTAGT 52 6701 6720 | 161

Ejemplo 117: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento
humano (CFB) y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Los
oligonucledtidos antisentido se sometieron a prueba en una serie de experimentos que tuvieron condiciones de
cultivo similares. Los resultados de cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion.
Se transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacion
con oligonucledtido antisentido 5.000 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas,
se aisl6 el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrpida cuantitativa. Se
uso el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de
CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuacion se disefiaron

como gapmeros 5-10-5 MOE. Los gapmeros tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento de
hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5' y la

113



10

15

ES2941742T3

direccion 3' que comprenden cinco nucleésidos cada uno. Cada nucleésido en el segmento de ala 5' y cada
nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de
cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada gapmero son 5-
metilcitosinas. "Sitio de inicio" indica el nucledsido mas hacia 5' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica
humana. "Sitio de parada" indica el nucledsido méas hacia 3' al que se dirige el gdpmero en la secuencia génica
humana. Cada gapmero enumerado en las tablas a continuacién se dirige al ARNm de CFB humano, designado
en el presente documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia
gendmica de CFB humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK
NT_007592.15 truncada de los nucleétidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucledtido
antisentido no se dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad. En caso de que
no se muestre la alineacion de secuencias para un gen diana en una tabla particular, se entiende que ninguno de
los oligonucleotidos presentados en esa tabla se alinea con un 100 % de complementariedad con ese gen diana.

Tabla 130

Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1

Sitio de Sitio de

|§i; siEigTD gég?g R;?S:léan Secuencia inhi;/?cién |§ IIE\I%:
NO: 1 NO: 1
S8857 | 150 169 Exon1 | TGGTCACATTCCCTTCCCCT| 54 396
BT sz | amt | Exént | CCTGGICACATTCCCTICCC| 63 | 397
53201 | 454 173 Exon1 | GACCTGGTCACATTCCCTTC| 64 12
S8857 1 156 175 Exén1 | TAGACCTGGTCACATTCCCT| 62 308
P8857 | 158 177 Exon1 | CCTAGACCTGGTCACATTCC| 53 399
58256 2189 2208 Exon 15 | CCTTCCGAGTCAGCTTTTTC| 60 400
08856 | 2101 2210 Exon 15 | CTCCTTCCGAGTCAGCTTTT| 61 401

S277 | 2193 | 2212 | Exoni5 | ACCTCCTTCCGAGTCAGCTT| 77 | 198

%8856 | 2195 2214 Exén 15 | AGACCTCCTTCCGAGTCAGC| 72 402

58356 2197 2216 Exén 15 | GTAGACCTCCTTCCGAGTCA| 46 403
58257 2453 2472 Exén18 | TTTGCCGCTTCTGGTTTTTG| 46 404

P8857 1 2455 2474 Exon18 | CTTTTGCCGCTTCTGGTTTT] 41 405

5
2457 2476 Exon 18 | TGCTTTTGCCGCTTCTGGTT 69 228

53280
0
58257 2459 2478 Exen 18 | CCTGCTTTTIGCCGCTTCTIGG| 61 406

58357 2461 2480 Exon 18 | TACCTGCTTTTGCCGCTTCT| 51 407
S1635 | 2550 | 2569 | Exon18 | AGAAAACCCAAATCCTCATC| 71 408
P8850 | 2551 | 2570 | Exon18 | TAGAAAACCCAAATCCTCAT| 58 409
58851 2552 2571 Exon 18 | ATAGAAAACCCAAATCCTCA| 57 410
8951 | 2553 | 2572 | Exon18 | TATAGAAAACCCAAATCCIC| 87 411
58251 2554 2573 Exén 18 | TTATAGAAAACCCAAATCCY 44 412
8851 | 2555 | 2574 | Exon18 | CTTATAGAAAACCCAAATCC| 37 413
8851 | 2556 | 2575 | Exon18 | CCTTATAGAAAACCCAAATC| 50 414
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Sitio de Sitio de
sis | stqb | Seaid | e Secuencia inhitieién | 1D NO:
NO: 1 NO: 1
08851 | 2557 2576 | Exén18 | CCCTTATAGAAAACCCAAAT| 45 415
%8851 | 2568 2577 | Exon18 | CCCCTTATAGAAAACCCAAA| 60 416
58351 2559 2578 Exon 18 | ACCCCTTATAGAAAACCCAA| 67 417
O885T | 2560 | 2579 | Exen18 | AACCCCTTATAGAAAACCCA| 57 418
58851 | 2561 2580 | Exon18 | AAACCCCTTATAGAAAACCC| 6 419
P8852 | 2562 | 2581 | Exon18 | GAAACCCCTTATAGAAAACC| 27 420
08852 1 2563 2582 | Exon18 | GGAAACCCCTTATAGAAAAC| 25 421
08852 | 2564 | 2583 | Exon18 | AGGAAACCCCTTATAGAAAA| 36 422
%8892 | 2565 | 2584 | Exon18 | CAGGAAACCCCTTATAGAAA| 36 423
08852 | 2566 | 2585 | Exon18 | GCAGGAAACCCCTTATAGAA| 46 424
58252 2567 2586 Exon 18 | AGCAGGAAACCCCTTATAGA 38 425
58852 | 2568 2587 | Exon18 | CAGCAGGAAACCCCITATAG| 47 426
58852 | 2560 | 2588 | Exen18 | CCAGCAGGAAACCCCTTATA| 68 427
8852 | 2570 | 2589 | Exon18 | TCCAGCAGGAAACCCCTTAT| 63 428
53380 2571 2590 Exén 18 | GICCAGCAGGAAACCCCTTA|] 85 237
8992 | 2572 | 2501 | Exon18 | TGTCCAGCAGGAAACCCCTT| 76 429
08853 | 2573 2502 | Exen18 | CTGTCCAGCAGGAAACCCCT| 74 430
58?53 2574 2593 Exon 18 | CCTGTCCAGCAGGAAACCCC| 75 431
%899 | 2575 | 2504 | Exents | CCCTGTCCAGCAGGAAACCC| 73 | 432
O8953 | 2576 | 2505 | Exon18 | CCCCTGTCCAGCAGGAAACC| 82 433
53281 | o577 2596 | Exon18 | GCCCCTGTCCAGCAGGAAAC| 88 238
%99 | 2578 | 2507 | Exent8 | CGCCCCTGTCCAGCAGGAAA| 86 | 434
58853 | 2579 | 2508 | Exon18 | ACGCCCCTGICCAGCAGGAA| 6 435
58853 | 2580 | 2500 | Exonts | CACGCCCCTGTCCAGCAGGA| o3 436
08853 | 2581 2600 | Exon18 | CCACGCCCCTGTCCAGCAGG| 92 437
08853 | 2582 2601 Exon 18 | CCCACGCCCCTGTCCAGCAG] 94 438
%8853 | 2583 | 2602 | Exen1s | TCCCACGCCCCTGTCCAGCA| o6 439
08854 | 2584 | 2603 | Exen18 | ATCCCACGCCCCTGICCAGC| 88 440
08854 | 2585 | 2604 | Exon18 | AATCCCACGCCCCTGTCCAG| 79 441
°8854 | 2586 | 2605 | Exen18 | CAATCCCACGCCCCTGTCCA| 3 442
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Sitio de Sitio de
|gi°s siEicgiTD gég?g I?:j?agrign Secuencia inhitc;/?cién |§ IIE\I%:
NO: 1 NO: 1
08954 | 257 2606 | Exon1s | TCAATCCCACGCCCCTGTCC| 86 443
08854 | 2588 2607 | Exon18 | TTCAATCCCACGCCCCTGIC| 90 444
58254 2589 2608 Exén 18 | ATTCAATCCCACGCCCCTGT| 92 445
58854 | 2500 2609 | Exon18 | AATTCAATCCCACGCCCCIG| 92 446
58854 | 2501 2610 Exén 18 | TAATTCAATCCCACGCCCCT| 88 447
58254 2592 2611 Exon 18 | TTAATTCAATCCCACGCCCC| 93 448
08954 | 2503 2612 Exon 18 | TTTAATTCAATCCCACGCCC| 88 449
58855 | 2504 2613 Exon 18 | TTTTAATTCAATCCCACGCC| 89 450
58855 | 2505 2614 Exon 18 | GTTTTAATTCAATCCCACGC| 94 451
08855 | 2506 2615 Exon 18 | TGTTTTAATTCAATCCCACG| 93 452
08995 | 2507 2616 Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATCCCAC| 96 453
58255 2508 2617 Exon 18 | GCTGTTTTAATTCAATCCCA| 98 454
53281 | 2509 2618 Exon 18 | AGCTGTTTTAATTCAATCCC| o7 239
53281 | 2509 2618 Exon 18 | AGCTGTTTTAATTCAATCCC| 95 239
58855 | 2600 2619 Exon 18 | CAGCTGTTTTAATTCAATCC| 93 455
08855 | 2601 2620 Exon 18 | GCAGCTGTTTTAATTCAATC| 96 456
08855 | 2602 2621 Exon 18 | CGCAGCTGTTTTAATTCAAT| o8 457
58855 | 2603 2622 Exon 18 | TCGCAGCTGTTTTAATTCAA| 95 458
53291 1 2604 2623 Exon 18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA| 97 317
58895 | 2605 2624 Exon 18 | TGTCGCAGCTGTTTTAATTC| 95 459
58856 | 2606 2625 Exon 18 | TTGTCGCAGCTGTTTTAATT| o2 460
08856 1 2607 2626 Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTTTAAT| 93 461
53295 | 2608 2627 Exon 18 | TGTTGTCGCAGCTGTTTTAA| 88 395
00 | 200 | 2628 | @20 | TIGTTGTCGCAGCTGTTTTA| 90 462
%8856 | 2610 2629 RE;(r?gtil?ég TTTGTTGTCGCAGCTGTTTT| 89 463
08856 | 2611 2630 F'fgsgﬁl?é; TTTTGTTGTCGCAGCTGTTT| 92 464
020 | etz | 2e31 | 2SN | TTTTTGTTGTCGCAGCTGTT| 88 465
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Inhibicién de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2

Sitio Sitio
Sitio de de de Sitio de SEQ
N° ISIS inicio parad Region Secuencia % inicio parada D
: SEQID | a SEQ diana inhibicién SEQ SEQID NO:
NO: 1 ID ID NO: 2 :
NO: 1 NO: 2
588685 np np Exon 1 GOATCCAGCTCACTCCCCTG 48 1596 1615 466
588686 np np Exon 1 AMATAAGGATCCAGCTICACT 29 1602 np 467
588688 np np Exon 1 GACCAGAAATAAGGA'ICCAG 58 1608 1627 468
588690 np np Exon 1 CIIAGGOACCAGAAATANGG 45 1614 1633 469
588692 np np Exoén 1 CACCCACTTAGGGACC .-';G;\.-ﬁ 36 1620 1639 470
588694 np np Exon 1 ACCACCCACTTAGGGACCAG 47 1622 1641 471
588696 np np Exon 1 AGGTCCAGGACICICCCCTT 96 1685 1704 472
588698 np np Exon 1 AAGGTCCAGGACTCTCCCCT 96 1686 1705 473
588700 np np Exoén 1 AAACTGCAGAAGTCCCACCC 2 1716 1735 474
588586 30 49 Exén 1 GGAGGGCCCCGCTGAGCTGC 59 1751 1770 475
588587 48 67 Exoén 1 TCCCGGAACATCCAAGCGGG 45 1769 1788 476
588588 56 75 Exon 1 CATCACTIICCCGGAACATIC 39 1777 np 477
588589 151 170 Exoén 1 CIOGTCACATTCCCTICCCC 29 1872 1891 478
588590 157 176 Exoén 1 CTAGACCTGGTCACATTCCL 47 1878 1897 479
Punto de
588591 339 358 union de | GGAGTGGTGGTCACACCTCC 44 np np 480
exén 1-2
588592 384 403 Exoén 2 ACCCCCICCAGAGAGCAGGA 43 2192 2211 481
588593 390 409 Exén 2 ATCTCTACCCCCTCCAGAGA 34 2198 2217 482
588594 467 486 Exon 2 GGTACGGOTAGAAGCCAGAA 17 2275 2294 483
588595 671 690 Exén 3 GOAGAGIGTAACCGTCATAG 37 2879 2898 484
588596 689 708 Exén 3 TGCGATIGGCAGAGCCCCGG 18 2897 2916 485
588597 695 714 Exén 3 GOCAGOTGCOATTGUGCAGAG 32 2903 2922 486
588598 707 726 Exén 3 GOGCCATTCACTTGGCAGGTG 45 2915 2934 487
588599 738 757 Exon 3 TTOGTCACAGATCGCTGTCTG 52 2946 2965 488
Punto de
588600 924 943 union de | AAGGAGTCTTGGCAGGAAGG 39 np np 489
exén 4-5
Punto de
588601 931 950 union de | GIACATGAAGOGAGICTIGGC 37 np np 490
exén 4-5
588602 959 978 Exoén 5 AACGCTTCGGCCACCTCTTGA 21 3542 3561 491
588603 1089 1108 Exon 6 CCATCTAGCACCAGGTAGAT 22 3773 3792 492
588604 1108 1127 Exoén 6 GGCCCCAANTGOTIGICIGAIC 21 3792 3811 493
588606 1150 1169 Exoén 6 AATTAAGTTGACTAGACACT 56 3834 3853 494
Punto de
588608 1162 1181 unionde | TGCCACCTTCTCAATTAAGT 50 19 495
exén 6-7
Punto de
588578 1167 1186 | unidonde | TAACTTGCCACCTTCTCAAT 23 np np 496
exén 6-7
Punto de
588579 1169 1188 unionde | CATAACITGCCACCUICICA 23 np np 497
exén 6-7
Punto de
532692 1171 1190 unidonde | ACCATAACTTGCOACCTTCT 15 np np 90
exén 6-7
Punto de
588580 1173 1192 uniénde | ACACCATAACTTGCCACCI] 16 np np 498
exén 6-7
Punto de
588581 1175 1194 unionde | TCACACCATAACTTGCCACC 14 4151 4170 499
exén 6-7
588610 1319 1338 Exén 8 TAGTCCCTGACTTCAACTIG 50 4612 4631 500
588612 1325 1344 Exo6n 8 TGGTGTTAGTCCCTGACTTC 47 4618 4637 501
588614 1396 1415 Exon 8 GCGGTTCCAGCCTTCAGGAG 47 4689 4708 502
588616 1421 1440 Exon8 | TCATGAGOGATGATGACATGO 51 4714 4733 503
588618 1446 1465 Exén 9 CCGCCCATGTIGTGCAATCC 18 5020 5039 504
588620 1458 1477 Exén 9 GTAATTIGOGGTCCCCGCCCAT 40 5032 5051 505
588623 1482 1501 Exon 9 AAGICCCGGAITICATCAN 40 5056 5075 506
Punto de
unioén de I L
588624 1542 1561 exon 9- AANCACATAGACATCCAGATA 45 np np 507
10
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Sitio Sitio
Sjtig .de de . ‘ Qg Sitio de SEQ
N° ISIS inicio parad Rggm’)n Secuencia _ % _ inicio parada D
’ SEQID | a SEQ diana inhibicién SEQ SEQID NO:
NO: 1 ID ID NO: 2 :
NO: 1 NO: 2
588626 | 1585 1604 | Ex6n10 | CAAAGCATTGATGTTCACTT 43 5234 5253 508
588628 | 1621 1640 | Ex6n10 | TTTGAACACATGTTGCTCAT 45 5270 5289 509
588631 1646 1665 | Ex6n10 | CTTCCAGGTTTICCATATCC 53 5295 5314 510
588632 | 1647 1666 | Exén 10 | TCTTCCAGGITTICCATATC 56 5296 5315 511
588634 | 1689 1708 | Exon 11 | AGACTCAGAGACIGGCITIC 35 5830 5849 512
588636 | 1749 1768 | Exén 11 | GCCTGCCATGGTTGCTTGTG 55 5890 5909 513
588638 | 1763 1782 | Ex6n 11 | TGACTGAGATCTTGGCCTGC 78 5904 5923 514
588640 | 1912 1931 | Exén 13 | TICTATCTCCAGGTICCCGCT 95 6406 6425 515
588642 | 1982 2001 | Exé6n13 | AGTCATAAAATTCAGGAATT 44 6476 6495 516
588645 | 2073 2092 | Exén14 | CGAGTTGTTCCCTCGGTGCA 40 6662 6681 517
588646 | 2085 2104 | Exon 14 | AGCCTCAAANGCTICGAGIIGT 57 6674 6693 518
588648 | 2091 2110 | Ex6n 14 | GGAGGAAGCCTCAAAGUTCG 48 6680 6699 519
588651 | 2097 2116 | Exon 14 | GTAGTTGGAGGAAGCCTCAA 40 6686 6705 520
588652 | 2103 2122 | Exén 14 | CAAGTGG IAGTTGGAGGAAG 43 6692 6711 521
588654 | 2166 2185 | Exé6n 15 | TCCTCAGACACAAACAGAGC 13 6954 6973 522
588656 2172 2191 Exon 15 | TTCTCCTCCTCAGACACAAA 55 6960 6979 523
588658 | 2196 2215 | Exén 15 | TAGACCTCCTTCCGAGTCAG 44 6984 7003 524
588660 | 2202 2221 | Exén 15 | TTGATGTAGACCTCCTTCCG 50 6990 7009 525
Punto de
union de . . e rars . .
588582 | 2219 2238 | _on15. | CTTTCTTATCCCCATTCTIG 19 np np 526
16
Punto de
588583 | 2221 | 2240 ‘e‘)r(‘fn”%"; GCCTTTCTTATCCCCATTCT 14 np np 527
16
Punto de
union de S T A T
532775 | 2223 2242 | oy | CTGCCTTTCTTATCCCCATT 3 np np 203
16
Punto de
588584 | 2225 | 2044 ;‘an”f; AGCTGCCTTICTTATCCCCA 18 np np 528
16
Punto de
588662 | 2226 | 2245 | UMM e | CAGCTGCCTTICTIATCCCC 27 np np 529
16
Punto de
588585 | 2227 | 2246 g;‘(‘fn” 1"5% ACAGCTGCCTTTCTTATCCC 59 np np 530
16
588664 | 2238 2257 | Ex6n16 | GCATCTCTCTCACAGCTGCC 49 7122 7141 531
588666 | 2276 2295 | Ex6n16 | AGATGICCTTGACTITGICA 41 7160 7179 532
588668 | 2330 2349 | Ex6n16 | CAGCATAGGGACTCACTCCT 41 7214 7233 533
Punto de
588670 | 2361 | 2380 | UMONGe | COGOCAGAATCACCTCTGOA 43 np np 534
17
588672 | 2397 2416 | Ex6n17 | TGAATGAAACGACTTCTCIT 52 7362 7381 535
588674 | 2430 2449 | Exon 18 | ACATCCACTACTCCCCAGCT 39 7665 7684 536
588676 | 2448 2467 | Exén 18 | CGCTTCTGGTTTTTGCAGAT 69 7683 7702 537
588678 | 2454 2473 | Ex6n 18 | TITIGCCGCTTCTGGITTTI 46 7689 7708 538
588680 | 2466 2485 | Exén 18 | GUAGOGTACCTGCTTITGOCG 47 7701 7720 539
588682 | 2532 2551 | Ex6n18 | TCTTGGAGTTTCTCCTTCAG 58 7767 7786 540
532811 | 2599 2618 | Exon 18 | AGCTGTITTAATTCAAICCC 10 7834 7853 239
532917 | 2604 2623 | Exén18 | GICGCAGCTGTIITAATTCA 11 7839 7858 317

Ejemplo 118: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento humano (CFB)

y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Los oligonucleétidos
antisentido se sometieron a prueba en una serie de experimentos que tuvieron condiciones de cultivo similares.
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Los resultados de cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion. Se transfectaron
células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacién con oligonucleétido
antisentido 3.000 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se aislé el ARN de
las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se usé el conjunto de
sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron
de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuacion se disefiaron
como gapmeros 4-8-5 MOE, 5-9-5 MOE, 5-10-5 MOE, 3-10-4 MOE, 3-10-7 MOE, 6-7-6- MOE, 6-8-6 MOE o 5-7-5
MOE, o como oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt.

Los gapmeros 4-8-5 MOE tienen una longitud de 17 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central
comprende ocho 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccién 5' y la direccién 3' que
comprenden cuatro y cinco nucledsidos respectivamente. Los gapmeros 5-9-5 MOE tienen una longitud de 19
nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende nueve 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por
segmentos de ala en la direccion 5'y la direccidon 3' que comprenden cinco nucleésidos cada uno. Los gapmeros
5-10-5 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende diez 2'-
desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direcciéon 5' y la direccion 3' que comprenden cinco
nucledsidos cada uno. Los gapmeros 5-7-5 MOE tienen una longitud de 17 nucledsidos, en los que el segmento
de hueco central comprende siete 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direcciéon 5'y la
direccion 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Los gapmeros 3-10-4 MOE tienen una longitud de 17
nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucleésidos y se flanquea por
segmentos de ala en la direccion §' y la direccion 3' que comprenden tres y cuatro nucledsidos respectivamente.
Los gapmeros 3-10-7 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento central comprende diez
2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5' y la direccién 3' que comprenden tres
y siete nucleésidos respectivamente. Los gapmeros 6-7-6 MOE tienen una longitud de 19 nucledsidos, en los que
el segmento de hueco central comprende siete 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la
direccion 5' y la direccion 3' que comprenden seis nucleésidos cada uno. Los gapmeros 6-8-6 MOE tienen una
longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende ocho 2'-desoxinucleésidos y se
flanquea por segmentos de ala en la direccién 5'y la direccion 3' que comprenden seis nucleésidos cada uno. Los
enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de
citosina en cada gapmero son 5-metilcitosinas.

Los oligonucledtidos desoxi, MOE vy (S)-cEt tienen una longitud de 16 nucledsidos en los que el nucleédsido tiene
una modificaciéon glucidica MOE, una modificacion glucidica (S)-cEt o bien una modificacion desoxi. La columna
'‘Quimica’ describe las modificaciones glucidicas de cada oligonucleétido, 'k' indica una modificacion glucidica (S)-
cEt; 'd' indica desoxirribosa; y 'e' indica una modificaciéon MOE.

"Sitio de inicio" indica el nucledsido mas hacia 5' al que se dirige el gadpmero en la secuencia génica humana. "Sitio
de parada" indica el nucledsido mas hacia 3' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada
gapmero enumerado en las tablas a continuacion se dirige al ARNm de CFB humano, designado en el presente
documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia genémica de CFB
humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK NT_007592.15
truncada de los nucledtidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucleétido antisentido no se
dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.

Tabla 132

Inhibicion de ARNm de CFB por oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

sitio | it Sitio | Sitio
de de de de
N.° SIS inicio parad Region s . % inicio parad Moti SIEDQ
: SEQ | goq | diana ecuencia inhibicion | SEQ | a SEQ otivo No.
ID D ID NO: | ID NO: :
NO: 1 NO: 1 2 2
532811 2599 2618 Exo6n 18 AGCTGTTTTAATTCAATCCC 10 7834 7853 swcsdoldaldal b 239
588884 48 63 Exén 1 GCAACATUCAACC GG 79 1769 1784 ecdzdddaddddddicke 541
588872 154 169 Exon 1 TCCTCACATTCOCTTC 91 1875 1890 | ockidddddddiicke | 542
588873 156 171 Exén 1 CUTCCTCACATTOCCT 91 1877 1892 celaiddchihklddike | 543
588874 158 173 Exoén 1 GACULUGICACATTUC 91 1879 1894 cckddddddddddkke 544
Punto de
588878 1171 1186 union de | TAACTIGCCACCTICT 92 np np cehdddiddaddekbe | 545
exon 6-7
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sitio | Sitio Sitio | Sitio
de de de de
L parad . o . SEQ
N.° ISIS inicio a Re.9'°” Secuencia ) A’ ” inicio parad Motivo ID
SEQ SEQ diana inhibicion SEQ a SEQ NO:
ID D ID NO: | ID NO: .
NO: 1 NO: 1 2 2
Punto de
588879 1173 1188 unidn de | CATAACTTGCCACCTT 94 np np sehddddododediie | 546
exoén 6-7
Punto de
588880 1175 1190 unidnde | ACCATAACTIGCCACT 89 4151 4166 | ecidddcddodidke | 547
exén 6-7
588869 2193 2208 Exoén 15 CUTICCGACTCAGLL S 17 6981 6996 vekdchdhdhididkle | 548
588870 2195 2210 Ex6n 15 | C.CCIICCGAGICACS 78 6983 6998 | sommeddudideshe | 549
588871 2197 2212 Exoén 15 ACCICUTLCLCAGICA 80 6985 7000 | ee:uddddcdidilke 550
Punto de
588881 | 2223 | 2238 | 07 1"5? CTTTCTTATCCCCATT 93 np np | eckadlddaduine | 551
16
Punto de
unién de .
588882 | 2225 | 2240 | oo p | GCCTTTCTTATCCCE? 88 np np eckddidddddddike | 552
16
Punto de
unién de
588883 2227 2242 exon 15- CTLCTTTOTTATCC 90 np np cckdddaddddodiies 553
16
588875 2457 2472 Exoén 18 TITCHCCOCTTCTCGTT 81 7692 7707 | ochdhsdlsdsikhe | 554
588876 2459 2474 Exoén 18 CIIIIGCCGCI ICIGG 95 7694 7709 | eskddidddddddike | 555
588877 2461 2476 Exon 18 TGET TT TGRCGC T 91 7696 7711 sskdddiddddddike | 556
588807 2551 2566 Exon 18 AAACCCAAATCCTCAT 82 7786 7801 celiddilditdididkhe 557
588808 2553 2568 Exoén 18 GA SRR A S AT 69 7788 7803 | ochuddddududiiky 558
588809 2555 2570 Exoén 18 PO S AL CU i1 L 51 7790 7805 cokddddddddddkke | 559
588810 2556 2571 Exon 18 ATAGASASOCCAANTC 23 7791 7806 | cckdddddeddddire | 560
588811 2559 2574 Exoén 18 CTTATAGAANCCCAN 13 7794 7809 cckddddddddddkke | 561
588812 2560 2575 Exon 18 COTTATACAAAACCCA 29 7795 7810 | ccudddoddddddils | 562
588813 2561 2576 Exon 18 | CLCITALAGAAAACLL 53 7796 7811 | contddiddadddke | 563
588814 2562 2577 Exon 18 LCLE A T4 4441 C 86 7797 7812 cokddddddddadik: | 564
588815 2563 2578 Exoén 18 ACRCCTTATAGAANAL 76 7798 7813 | eeldlididididiie | 565
588816 2564 2579 Exoén 18 AACCCCTTATAGAAAA 33 7799 7814 | widsdadedosrie | 566
588817 2565 2580 Exoén 18 AMACOCCTTA L AGAAR 48 7800 7815 cokdchidhidididh ke 567
588818 2566 2581 Exén 18 GAAATCE Ol AT AC-AA 44 7801 7816 eckddddddddddkke 568
588819 2567 2582 Exo6n 18 GUARACCCCTTATAGA 74 7802 7817 | sohodddklddolike | 569
588820 2568 2583 Exoén 18 AGGAMACCOC I IALAG 68 7803 7818 | echiakddhidddikhe | 570
588821 2569 2584 Exon 18 CATUEARACHCCT AT 45 7804 7819 | eckadddidedadkys | 571
588822 2570 2585 Exon 18 G ACCANACCOCTTAT 50 7805 7820 | wekaddlakldddhie | 572
588823 2571 2586 Exén 18 AGCAGCAAACCOCTTA 54 7806 7821 oohiklddididdkh: | 573
588824 2572 2587 Exén 18 CAGCAGGAAACCCO LT 35 7807 7822 | audiodddoliee | 574
588825 2573 2588 Exoén 18 CCAGCAGGANANCCCCT 11 7808 7823 | wekddloddddddkbe | 575
588826 2574 2589 Exon 18 CCAGE AGGAAACCCC 19 7809 7824 eekddddddddddkke | 576
588827 2575 2590 Exoén 18 (5 00 AGLAGEA A QUL 42 7810 7825 cekddddddddddkke 577
588828 2576 2591 Exoén 18 TCTCC AL AL AL 0 7811 7826 | eekéddddiddddkks 578
588829 2577 2592 Exoén 18 LG G AGEALLAS AL 49 7812 7827 | wkddduliddddkhe 579
588830 2578 2593 Exon 18 COTGRTOCAGUAGGAA 11 7813 7828 | sahudgddudidskhe | 580
588831 2579 2594 Exén 18 CLCIG CLAGCAGGAA 20 7814 7829 cckddddddddddkke 581
588832 2580 2595 Exoén 18 COCLIGICL SGUAGE 19 7815 7830 | ocrdddecdcdddiie 582
588833 2581 2596 Exoén 18 CCLLUTOTCCAGUAC 12 7816 7831 wekddiddddidilke | 583
588834 2582 2597 Exdn 18 COLLCUN GBI AGCAG 10 7817 7832 cokdidididdddaike | 584
588835 2583 2598 Exén 18 ACCCCOCTETCOAGEA 13 7818 7833 ockedddddddddide 585
588836 2584 2599 Exén 18 CArGCOrCTATCCAGE 13 7819 7834 | cchkbicldldadike | 586
588837 2585 2600 Exon 18 CLACGCCRCTCTCCAG 39 7820 7835 | eddddeddddddkie | 587
588838 2586 2601 Exén 18 LLCALCGULLC 1GILCA 54 7821 7836 | wvadddeddudddike 588
588839 2587 2602 Exon 18 TOCCACGOOCCTGTOC 51 7822 7837 | wekaddodidddduke | 589
588840 2588 2603 Exon 18 ATCCOACHLCCLGI 65 7823 7838 | eekdididddadidiie | 590
588841 2589 2604 Exoén 18 AXTUCCALR UL TGT 59 7824 7839 ocirdddddcddddlke 591
588842 2590 2605 Exon 18 CAATCCCACGOOUCTG 70 7825 7840 sckddddoddéddhicc | 592
588843 2591 2606 Exdn 18 LEAMLCOALGCLCEN 0 7826 7841 | ockddddddddddkke | 593
588844 2592 2607 Exén 18 TICAATCOUACGLLLL 48 7827 7842 ockddddddddddike 594
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sitio | Sitio Sitio | Sitio
de de de de
L parad . o . SEQ
N.° ISIS inicio a Region Secuencia t inicio parad Motivo ID
: SEQ SEQ diana inhibicion SEQ a SEQ NO:
ID D ID NO: | ID NO: .
NO: 1 NO: 1 2 2
588845 2593 2608 Exén 18 ATTCAATCOCACGCCC 46 7828 7843 | cohddddddsdedkie | 595
588846 2594 2609 Exon 18 AATTCAATCOCACGOC 67 7829 7844 | wkddlosdslodie | 596
588847 2595 2610 Exo6n 18 LTAATICAATOCCAL 75 7830 7845 | wkdddoddddodkee | 597
588848 2596 2611 Exén 18 TTAATTCAATOCCACH 76 7831 7846 sl B Ik 598
588849 2597 2612 Exén 18 TTTAATTCAATCOOC A 94 7832 7847 eekddddddddddkke | 599
588850 2598 2613 Exoén 18 L UNA AT LA 9N 7833 7848 | celikidididialki: | 600
588851 2599 2614 Exén 18 G FLAA TLA AL 91 7834 7849 | sckadddddddddike | 601
588852 2600 2615 Exoén 18 TGITL FAA T TUAATICL 78 7835 7850 sekadddddddadkle 602
588853 2601 2616 Exon 18 CTCTTTTAATTOAATC 81 7836 7851 widdddleddddkhe | 603
588854 2602 2617 Exén 18 GOTGTTITAATTCAAT 63 7837 7852 | cekddddddddddkke | 604
588855 2603 2618 Exén 18 AGCTCETTTITAATTCAA 65 7838 7853 aakdddddoddddiks 605
588856 2604 2619 Exoén 18 CAGCTOTTTTAATTC 76 7839 7854 cekdiditdel ik he 606
588857 2605 2620 Exoén 18 GCACATOTTTTANTTC 89 7840 7855 | eculddiddadidike 607
588858 2606 2621 Exén 18 COCAGCTGTTTTAATT 89 7841 7856 | eekddddddddddkke | 608
588859 2607 2622 Exon 18 TCGCAGITGTTTTAAT 89 7842 7857 | wkdddodddidlise | 609
588860 2608 2623 Exon 18 CLOGCACGLIGIITLAA 76 7843 7858 | sikdddeddddddkbe | 610
588861 2609 2624 Exon 18 | TGTCGEAGOTGTTTTS 87 7844 7859 | eeluidddkhichichilke | 611
588862 2610 2625 Exén 18 TTGTCCCAGCTGTTTT 85 7845 7860 | eculdddlicdiddike | 612
588863 2611 2626 Exén 18 CTTOTCCLCAGTTGTIT 87 7846 7861 eekdddddiddddkle | 613
588864 2612 2627 Exén 18 LETLG ICGCACC 1G] 67 7847 7862 | cckddeddddddaske | 614
588865 2613 2628 Exén 18 VGG AGOIG 51 np np cchddeddddoddkke | 615
588866 2614 2629 Exon 18 TTTGTTGTCGUACATG 95 np np kddcdadededids | 616
588867 2615 2630 Exoén 18 TITIGTTGICGCACCT 92 np np cekddddadedddkke | 617
588868 2616 2631 Exoén 18 TTTTIGTTIGTCGCAGSC 66 np np ackddddddddddidke 618
Tabla 133
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2
Sitio Sitio Sitio
de Sitio de de de SEQ
N.° inicio | parada | Region Secuencia % inicio parad D
ISIS SEQ | SEQID | diana inhibicion SEQ | a SEQ NO:
ID NO: 1 ID NO: | ID NO: )
NO: 1 2 2
Rl I np | Exén1 | GGATCCAGCTCACTCCCCTG 14 1596 | 1615 | 466
5886 i
86 np np Exon 1 | AAATAAGOATCCAGCTCAC! 2 1602 1621 467
5226 np np | Exén1 | GACCAGAAATAAGGATCCAG 3 1608 | 1627 | 468
Rl I np | Exén1 | CITAGGGACCAGAAATAAGG 10 1614 | 1633 | 469
5886 . e
92 np np Exon 1 | CACCCACTTAGGGACCAGAA 23 1620 1639 470
04 np np Exon 1 | ACCACCCACITAGGGACCAG 23 1622 1641 471
oee ] e np | Exén1 | AGGICCAGGACICICCCCT 15 1685 | 1704 | 472
%86 | np | np | Exent | AAGGTCCAGGACTCTCCCCT | 19 1686 | 1705 | 473
5337 np np Exon 1 | AAACTGCAGAAGTCCCACCC 16 1716 1735 474
5225 30 49 Exon 1 | GGAGGGCCCCGCTGAGCTGC 11 1751 1770 475
5g$5 48 67 | Exon1 | TCCCGGAACATCCAAGCGGG 14 1769 | 1788 | 476
%55 | 56 | 75 | Exon1 | CATCACTTICCCGGAACAIC | 18 | 1777 | 1796 | 477

121




ES2941 742 T3

Sitio Sitio | Sitio
de Sitio de de de SEQ
N.° inicio | parada | Region Secuencia % inicio parad D
ISIS SEQ | SEQID | diana inhibicion SEQ | aSEQ NO:
D | NO:1 ID NO: | ID NO: '
NO: 1 2 2
5225 151 | 170 | Exén1 | CTGGTCACATTCCCTICCCC 59 1872 | 1891 | 478
5385 157 | 176 | Exén1 | CTAGACCTGGTCACATTCCC 59 1878 | 1897 | 479
Punto
de
5351‘5 339 | 358 | UMM | GGAGTGGTGGTCACACCTCC 45 np np | 480
exon 1-
2
5865 , o
oo’ | 384 | 403 | Ex6n2 | ACCCCCTCCAGAGAGEAGGA 39 2192 | 2211 | 481
5825 300 | 409 | Exon2 | ATCTCTACCCCCTCCAGAGA 29 2198 | 2217 | 482
5825 467 486 Exoén 2 GGTACGGOTAGAAGCCAGAA 47 2275 2294 483
5225 671 | 690 | Exon3 | GGAGAGTGTAACCGTCATAG 44 2879 | 2898 | 484
5825 689 | 708 | Ex6n3 | TGCGATTGGCAGAGCCCCGG 43 2897 | 2916 | 638
58;35 695 | 714 | Exon3 | GGCAGGTGCGATTGGCAGAG 34 2003 | 2922 | 486
5225 707 | 726 | Exon3 | GGCCATICACITGGCAGGIG 17 2015 | 2934 | 487
2095 | 738 | 757 | Exn3 | TTGTCACAGATCGCTGTCTG 37 2046 | 2065 | 488
Punto
de
P886 | 924 | 943 | UMON | AAGGAGTCTTGGCAGGAAGG 18 np np | 489
exon 3-
4
Punto
de
58?6 931 | 950 | “O" | GTACATGAAGGAGICTIGGC 32 np o | 490
exon 3-
4
5326 959 | 978 | Exén5 | AAGCTTCGGCCACCTCTTGA 45 3542 | 3561 | 491
5826 1089 | 1108 | Exon6 | CCATCTAGCACCAGGTAGAT 52 3773 | 3792 | 492
5826 1108 | 1127 | Ex6n6 | GGCCCCAATGCTGTCTGATC 39 3792 | 3811 | 493
5326 1150 | 1169 | Exon6 | AATTAAGTTGACTAGACACT 37 3834 | 3853 | 494
Punto
de
5826 1162 | 1181 | Y7 | TGCCACCTTCTCAATTAAGT 21 np np | 648
exon 6-
7
Punto
de
5?25 1167 | 1186 “g‘g“ TAACTTGCCACCTTCTCAAT 22 np np 496
exon 6-
7
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Sitio Sito | Sitio
de | Sitiode de de SEQ
N.° inicio | parada | Region Secuencia % inicio parad D
ISIS SEQ | SEQID | diana inhibicion SEQ | aSEQ NO:
D | NO:1 ID NO: | ID NO: '
NO: 1 2 2
Punto
de
5?85 1169 | 1188 | "7 | CATAACTTGCCACCTTCTCA 21 np np | 497
exon 6-
7
Punto
de
5326 1171 | 1190 | "7 | ACCATAACTTGCCACCTTCT 56 np np 90
exon 6-
7
Punto
de
5235 1173 | 1192 | Y17 | ACACCATAACTTGCCACCTT 50 np np | 498
exon 6-
7
522135 1175 | 1194 | Exén7 | TCACACCATAACTTGCCACC 50 4151 | 4170 | 499
5?36 1319 | 1338 | Exon8 | TAGTCCCTGACTTCAACTTG 47 4612 | 4631 | 500
5?26 1325 | 1344 | Exon8 | TGGTGTTAGTCCCTGACTIC 47 4618 | 4637 | 501
5?26 1396 | 1415 | Exon8 | GCGGTTCCAGCCTTCAGGAG 51 4689 | 4708 | 502
5?26 1421 | 1440 | Exon8 | TCATGAGGATGATGACATGG 18 4714 | 4733 | 503
5?26 1446 | 1465 | Exon9 | CCGCCCATGTTGIGCAATCC 40 5020 | 5039 | 504
P890 | 1458 | 1477 | Ex6n9 | GTAATTGGGTCCCCGCCCAT | 40 5032 | 5051 | 505
5226 1482 | 1501 | Ex6n 9 | AAGICCCGGATCICATCAAT 45 5056 | 5075 | 506
Punto
de
5226 1542 | 1561 ”g‘g“ AACACATAGACATCCAGATA 43 np np 507
exon 9-
10
5226 1585 | 1604 E;‘gn CAAAGCATTGATGTICACTT 45 5234 | 5253 | 508
o886 | 1621 | 1640 | EXOM | TITGAACACATGTTGETCAT | 53 5270 | 5289 | 509
522136 1646 | 1665 E;‘g” CTTCCAGGTTTTCCATATCC 56 5205 | 5314 | 510
5226 1647 | 1666 E;‘g” TCTTCCAGGTTTTCCATATC 35 5296 | 5315 | 511
5226 1689 | 1708 E;‘?” AGACTCAGAGACTGGCTITC 55 5830 | 5849 | 512
5226 1749 | 1768 E;“j” GCCTGCCATGGTTGCTIGTG 78 5890 | 5909 | 513
5226 1763 | 1782 E;‘?” TGACTGAGATCTTGGCCTGE 95 5904 | 5923 | 514
5286 1912 | 1931 E;‘g” TICTATCTCCAGG TCCCGCT 44 6406 | 6425 | 515
5226 1982 | 2001 E;‘g” AGTCATAAAATTCAGGAATT 40 6476 | 6495 | 516
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Sitio Sitio | Sitio
de Sitio de de de SEQ
N.° inicio | parada | Region Secuencia % inicio parad D
ISIS SEQ | SEQID | diana inhibicion SEQ | aSEQ NO:
D | NO:1 ID NO: | ID NO: '
NO: 1 2 2
5326 2073 | 2092 E}‘Z” CGAGTIGTICCCICGGTGCA 57 6662 | 6681 | 517
o886 | 2085 | 2104 | BXOM | aGecreanadercoaGrior | 48 | 6674 | 6693 | 518
5226 2091 | 2110 E;‘i” GOAGGAAGCCTCAAAGCTCG 40 6680 | 6699 | 519
52?6 2097 | 2116 E;‘g” GTAGTTGGAGGAAGCCTCAA 43 6686 | 6705 | 520
5226 2103 | 2122 E;‘g” CAAGTGGTAGTTGGAGGAAG 13 6692 | 6711 | 521
5226 2166 | 2185 E;‘g” [CCTCAGACACAAACAGAGC 55 6954 | 6973 | 522
5226 2172 | 2191 E;‘g” TTCTCCTCCTCAGACACAAA 44 6960 | 6979 | 523
5226 2196 | 2215 E;‘g” TAGACCTCC ITCCGAGICAG 50 6984 | 7003 | 524
%886 | 2202 | 2221 | BXOM | TTGATGTAGACCTCCTTCCG 97 6990 | 7009 | 505
Punto
de
5225 2219 | 2288 | “"°" | CTTTCTTATCCCCATTCTIG 49 np np | 526
exon
15-16
Punto
de
0095 | 2221 | 2240 | UMM | GCCTITCTTATCCCCATTCT 41 np np | 527
exon
15-16
Punto
de
5%7 2223 | 2242 | "M | CIGCCTITCTTATCCCCATT 41 np np | 203
exon
15-16
Punto
de
5225 2225 | 2244 | UMOM | AGCTGCCTTTCTTATCCCCA 43 np np | 528
exon
15-16
Punto
de
5226 2226 | 2245 | "7 | CAGCTGCCTTTCTTATCCCC 52 np np | 529
exon
15-16
Punto
de
5225 2227 | 2246 “'c‘j‘g“ ACAGCTGCCTTICTTATCCC 39 np np 530
exon
15-16
5226 2238 | 2257 E;‘g” GCATCTCTCTCACAGCTGOC 69 7122 | 7141 | 531
5226 2276 | 2295 E;‘g” AGATGTCCTTGACTTTGTCA 46 7160 | 7179 | 532
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Sitio Sitio Sitio
de Sitio de de de SEQ
N.° inicio | parada | Region Secuencia % inicio parad D
ISIS SEQ | SEQID | diana inhibicion SEQ | aSEQ NO:
ID NO: 1 ID NO: | ID NO: :
NO: 1 2 2
5226 2330 | 2349 E;‘g” CAGCATAGGGACTCACTCOT 47 7214 | 7233 | 533
Punto
de
0886 | 2361 | 2380 | UMM | CCGCCAGAATCACCTCTGCA 58 np np | 534
exon
16-17
5886 Exon A ATETA A A A Ty
72 2397 2416 17 IGAATCGAAACGACTICICI 48 7362 7381 535
5326 2430 | 2449 E;“s’” ACATCCACTACTCCCCAGCT 29 7665 | 7684 | 536
5326 2448 | 2467 E;‘g” CGCTTCTGGTTITTGCAGAC 58 7683 | 7702 | 537
5?26 2454 | 2473 | ©" | TITIGCCGCTICTGGTTITT 45 7689 | 7708 | 538
5236 2466 | 2485 E;“s’” GCAGGTACCTGCTTTTGCCG 36 7701 | 7720 | 539
5226 2532 | 2551 E;‘g” TCTTGGAG TUTCTCCTTCAG 47 7767 | 7786 | 540
5328 | 2509 | 2618 | EXO" | AGCTGTTTTAATTCAATCCC 9% 7834 | 7853 | 239
5%9 2604 | 2623 E;‘g” GTCGCAGCTGTTTTAATTCA 96 7839 | 7858 | 317
Tabla 134
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
Sitio Sitio Sitio
de de de Sitio de
N° SIS inicio | parada Region s . % inicio parada Mot QS|ED
' SEQ | SEQ diana eouencla inhibicion | SEQ | SEQID | “OtVO No.
ID ID NO: ID NO: 2 :
NO: 1 1 NO: 2
598973 | 2552 2568 | Exén 18 | GAAAACCCAAATCCTCA 40 7787 7803 3-10-4 | 619
599036 | 2552 | 2568 | Exon18 | GAAAACCCAAATCCICA 18 7787 7803 5-7-5 | 619
598974 | 2553 | 2569 | Exon18 | AGAAAACCCAAATCCTC 28 7788 7804 3-10-4 | 620
599037 | 2553 | 2569 | Exon18 | AGAAAACCCAAATCCTC 19 7788 7804 5-7-5 | 620
598975 | 2554 | 2570 | Exon 18 | TAGAAAACCCAAATCCT 15 7789 7805 | 3-10-4 | 621
599038 | 2554 | 2570 | Exon18 | TAGAAAACCCAAATCCT 32 7789 7805 57-5 | 621
508976 | 2555 | 2571 | Exon 18 | ATAGAAAACCCAAATCC 12 7790 7806 | 3-10-4 | 622
599039 | 2555 | 2571 | Exon 18 | ATAGAAAACCCAAATCC 7 7790 7806 5-7-5 | 622
598977 | 2557 | 2573 | Exon 18 | TTATAGAAAACCCAAAT 13 7792 7808 | 3-10-4 | 623
599040 | 2557 | 2573 | Exon 18 | TTATAGAAAACCCAAAT 13 7792 7808 5-7-5 | 623
598978 | 2558 | 2574 | Exon18 | CTTATAGAAAACCCAAA 0 7793 7809 | 3-104 | 624
599041 | 2558 | 2574 | Exon18 | CTTATAGAAAACCCAAA 0 7793 7809 5-7-5 | 624
598979 | 2559 2575 Exon 18 | CCTTATAGAAAACCCAA 8 7794 7810 3-10-4 | 625
599042 | 2559 | 2575 | Exon 18 | CCTTATAGAAAACCCAA 19 7794 7810 5-7-5 | 625
598980 | 2560 | 2576 | Exon18 | CCCTTATAGAAAACCCA 42 7795 7811 3-104 | 626
599043 | 2560 | 2576 | Exon18 | CCCTTATAGAAAACCCA 10 7795 7811 5-7-5 | 626
598981 | 2561 2577 | Exén 18 | CCCCTTATAGAAAACCC 20 7796 7812 3-10-4 | 627
599044 | 2561 2577 | Exé6n 18 | CCCCTTATAGAAAACCC 12 7796 7812 57-5 | 627
598982 | 2562 | 2578 | Exon18 | ACCCCTTATAGAAAACC 10 7797 7813 3-10-4 | 628
599045 | 2562 | 2578 | Exon 18 | ACCCCTTATAGAAAACC 3 7797 7813 5-7-5 | 628
598983 | 2563 | 2579 | Exon 18 | AACCCCTTATAGAAAAC 0 7798 7814 | 3-10-4 | 629
599046 | 2563 | 2579 | Exon18 | AACCCCTTATAGAAAAC 18 7798 7814 5-7-5 | 629
598984 | 2564 | 2580 | Exon18 | ANACCCCTTATAGAAAA 0 7799 7815 | 3-10-4 | 630
599047 | 2564 | 2580 | Exon18 | AAACCCCUTTATAGAAAA 7 7799 7815 5-7-5 | 630
598985 | 2565 | 2581 | Exon18 | GAAACCCCTTATAGAAA 0 7800 7816 | 3-10-4 | 631
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Sitio Sitio Sitio
de de de Sitio de
o inicio | parada Region . % inicio parada . SE
N2ISIS | SEq | 'seQ | diana Secuencia inhibicien | SEQ | SEQID | Motivo ﬁ(')'?
ID ID NO: ID NO: 2 :
NO: 1 1 NO: 2
599048 | 2565 | 2581 | Exon18 | GAAACCCCTTATAGAAA 9 7800 7816 5-7-5 | 631
598986 | 2566 | 2582 | Exon18 | GGAAACCCCTTATAGAA 0 7801 7817 | 3-10-4 | 632
599049 | 2566 | 2582 | Exon18 | GGAAACCCCTTATAGAA 18 7801 7817 57-5 | 632
598988 | 2567 | 2583 | Exon18 | AGGAAACCCCTTATAGA 0 7802 7818 3-10-4 | 633
599050 | 2567 | 2583 | Exon 18 | AGGAAACCCCTTATAGA 8 7802 7818 5-7-5 | 633
598989 | 2568 | 2584 | Exon18 | CAGGAAACCCCTTATAG 0 7803 7819 | 3-10-4 | 634
598990 | 2569 | 2585 | Exon18 | GCAGGAAACCCCTTATA 8 7804 7820 | 3-10-4 | 635
598991 | 2570 | 2586 | Exon18 | AGCAGGAAACCCCTTAT 25 7805 7821 3-10-4 | 636
598992 | 2571 2587 | Exon 18 | CAGCAGGAAACCCCTTA 12 7806 7822 3-10-4 | 637
598993 | 2572 | 2588 | Exon18 | CCAGCAGGAAACCCCTT 37 7807 7823 | 3-10-4 | 638
598994 | 2573 | 2589 | Exon18 | TCCAGCAGGAAACCCCT 29 7808 7824 3-10-4 | 639
598995 | 2574 | 2590 [ Exon18 | GTCCAGCAGGAAACCCC 42 7809 7825 | 3-10-4 | 640
598996 | 2575 | 2591 | Exon18 | TGTCCAGCAGGAAACCC 36 7810 7826 3-10-4 | 641
598997 | 2576 | 2592 | Exon18 | CTGTCCAGCAGGAAACC 18 7811 7827 3-10-4 | 642
598998 | 2577 | 2593 | Exon18 | CCTGTCCAGCAGGAAAC 27 7812 7828 3-10-4 | 643
598999 | 2578 | 2594 | Exon18 | CCCTGTCCAGCAGGAAA 61 7813 7829 | 3-10-4 | 644
599000 | 2580 | 2596 | Exon18 | GCCCCTGTCCAGCAGGA 71 7815 7831 3-10-4 | 645
599001 | 2581 2597 | Exén 18 | CGCCCCTGTCCAGCAGG 80 7816 7832 | 3-10-4 | 646
599002 | 2582 | 2598 | Exon18 | ACGCCCCTGTCCAGCAG 68 7817 7833 | 3-10-4 | 647
599003 | 2583 | 2599 | Exon18 | CACGCCCCTGTCCAGCA 71 7818 7834 | 3-10-4 | 648
599004 | 2584 | 2600 | Exon18 | CCACGCCCCTGTCCAGC 76 7819 7835 3-10-4 | 649
599005 | 2585 | 2601 | Exon18 | CCCACGCCCCTGTICCAG 70 7820 7836 | 3-10-4 | 650
599006 | 2586 | 2602 | Exon18 | TCCCACGCCCCTGTCCA 65 7821 7837 3-10-4 | 651
599007 | 2587 | 2603 | Exon18 | ATCCCACGCCCCTGTCC 60 7822 7838 3-10-4 | 652
599008 | 2588 | 2604 | Exon18 | AATCCCACGCCCCTGTC 72 7823 7839 3-10-4 | 653
599009 | 2589 | 2605 | Exon18 | CAATCCCACGCCCCTGT 79 7824 7840 3-10-4 | 654
599010 | 2590 | 2606 | Exon18 | TCAATCCCACGCCCCTG 73 7825 7841 3-10-4 | 655
599011 | 2591 2607 | Exén18 | TTCAATCCCACGCCCCT 79 7826 7842 3-10-4 | 656
599012 | 2592 | 2608 | Exon18 | ATTCAATCCCACGCCCC 67 7827 7843 | 3-10-4 | 657
599013 | 2593 | 2609 | Exon18 | AATTCAATCCCACGCCC 65 7828 7844 | 3-10-4 | 658
599014 | 2594 | 2610 | Exon 18 | TAATTCAATCCCACGCC 74 7829 7845 | 3-10-4 | 659
599015 | 2595 | 2611 | Exon18 | TTAATTCAATCCCACGC 71 7830 7846 | 3-10-4 | 660
599016 | 2596 | 2612 | Exon18 | TTTAATTCAATCCCACG 48 7831 7847 | 3-10-4 | 661
599017 | 2597 | 2613 | Exén18 | TTTTAATTCAATCCCAC 34 7832 7848 3-10-4 | 662
599018 | 2598 | 2614 | Exon18 | GTTTTAATTCAATCCCA 56 7833 7849 3-10-4 | 663
599019 | 2599 | 2615 | Ex6n18 | TGTITIAATTCAATCCC 60 7834 7850 | 3-10-4 | 664
599020 | 2600 | 2616 | Exon18 | CTGTTTTAATTCAATCC 0 7835 7851 3-10-4 | 665
599021 | 2601 2617 | Exon18 | GCTGTTTTAATTCAATC 33 7836 7852 3-10-4 | 666
599022 | 2602 2618 | Exon18 | AGCTGTTTTAATTCAAT 17 7837 7853 3-10-4 | 667
599023 | 2603 | 2619 | Exon18 | CAGCTGTTTTAATICAA 52 7838 7854 3-10-4 | 668
532917 | 2604 | 2623 | Exon18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA 86 7839 7858 | 5-10-5 | 317
599024 | 2604 | 2620 | Exon18 | GCAGCTGTTTTAATTCA 88 7839 7855 3-10-4 | 669
599025 | 2605 | 2621 | Ex6n18 | CGCAGCTGTITTTAATTC 85 7840 7856 | 3-10-4 | 670
599026 | 2606 | 2622 | Exon18 | TCGCAGCTGTTTTAATT 69 7841 7857 3-10-4 | 671
599027 | 2607 | 2623 | Exon18 | GTCGCAGCTGITTIAAT 77 7842 7858 3-10-4 | 672
599028 | 2608 | 2624 | Exon18 | TGITCGCAGCTGTTTTAA 73 7843 7859 | 3-10-4 | 673
599029 | 2609 | 2625 | Exon18 | TTQTCGCAGCTGTTTTA 78 7844 7860 | 3-10-4 | 674
599030 | 2610 | 2626 | Exon18 | GTTGTCGCAGCTGTTTT 75 7845 7861 3-10-4 | 675
599031 | 2611 2627 | Exén 18 | TGTTGTCGCAGCTCGTTT 77 7846 7862 | 3-10-4 | 676
Exon 18
500032 | 2612 | 2628 | p’eti i | TTGTTGTCGCAGCTGTT 79 np np 3-10-4 | 677
on
Exén 18
509033 | 2613 | 2629 | o p’eﬁci TTTGTTGITCGCAGCTGT 80 np np 3-10-4 | 678

on
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Sitio | Sitio Sitio
de de de Sitio de
N° ISIS inicio | parada Region Secuencia % inicio parada Motivo QSIIED
' SEQ | SEQ | diana inhibicion | SEQ | SEQID N
D | IDNO: ID NO: 2 '
NO: 1 1 NO: 2
Exon 18
599034 | 2614 | 2630 | . p’etici TTTTGTTGTCGCAGCTG 78 np np 3-10-4 | 679
on
Exon 18
509035 | 2615 | 2631 | L | TTTTTGTTGTCGCAGCT 63 np np 3-10-4 | 680
epetici
on
Tabla 135
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
Sitio Sitio
o de Sitio de o de Sitio de
g/ | inicio | parada | Region Secuencia nhibiie | Icio | parada | o QS D
o | SEQ | SEQID | diana ° SEQ | SEQID .
ID NO: 1 D | NO:2 '
NO: 1 NO: 2
ggg 2552 | 2568 | Exon18 | GAAAACCCAAATCCTCA 57 7787 | 7803 | 485 | 619
oo | 2553 | 2569 | Exon18 | AGAAAACCCAAATCCTC 33 7788 | 7804 | 4-8-5 | 620
?gg 2554 | 2570 | Exén18 | TAGAAAACCCAAATCCT 32 7789 | 7805 | 4-8-5 | 621
‘:’g? 2555 2571 Exon 18 | ATAGAAAACCCAAANTCC 47 7790 7806 | 4-8-5 | 622
‘:’gg 2557 | 2573 | Exon18 | TTATAGAAAACCCAAAT 59 7792 | 7808 | 485 | 623
fgg 2558 | 2574 | Exen18 | CTTATAGAAAACCCAAA 10 7793 | 7809 | 4-85 | 624
?gi 2559 2575 Exon 18 | CCTTATAGAAAACCCAA 3 7794 7810 4-8-5 | 625
‘:’gg 2560 | 2576 | Exon18 | CCCTTATAGAAAACCCA 45 7795 | 7811 | 485 | 626
‘:’gg 2561 | 2577 | Exén18 | CCCCTTATAGAAAACCC 49 7796 | 7812 | 485 | 627
?gg 2562 | 2578 | Exon18 | ACCCCTTATAGAAAACC 35 7797 | 7813 | 485 | 628
?gg 2563 | 2579 | Exén18 | AACCCCTTATAGAAAAC 17 7798 | 7814 | 485 | 629
‘:’gg 2564 | 2580 | Exon18 | AAACCCCTTATAGAAAA 36 7799 | 7815 | 485 | 630
‘:’?g 2565 | 2581 | Exon18 | GAAACCCCTTATAGAAA 20 7800 | 7816 | 4-8-5 | 631
??? 2566 | 2582 | Exon18 | GGAAACCCCTTATAGAA 20 7801 | 7817 | 485 | 632
??g 2567 | 2583 | Exon18 | AGGAAACCCCTTATAGA 15 7802 | 7818 | 4-85 | 633
‘:’?g 2568 | 2584 | Exon18 | CAGGAAACCCCTTATAG 19 7803 | 7819 | 4-85 | 634
gg? 2568 | 2584 | Exon18 | CAGGAAACCCCTTATAG 2 7803 | 7819 | 575 | 634
??Z 2569 | 2585 | Exon18 | GCAGGAAACCCCTTATA 18 7804 | 7820 | 4-85 | 635
ggg 2569 | 2585 | Exon18 | GCAGGAAACCCCTTATA 21 7804 | 7820 | 575 | 635
‘:’?g 2570 | 2586 | Exon18 | AGCAGGAAACCCCTTAT 31 7805 | 7821 | 485 | 636
ggg 2570 | 2586 | Exon18 | AGCAGGAAACCCCTTAT 25 7805 | 7821 | 57-5 | 636
??2 2571 | 2587 | Exon18 | CAGCAGGAAACCCCTTA 39 7806 | 7822 | 4-85 | 637
ggi 2571 2587 Exén 18 | CAGCAGGAAACCCCTTA 36 7806 7822 5-7-5 | 637
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Sitio Sitio
No | de | Siiode 3 % ‘de | Sitiode SE
s oeo | garada | Redion Secuencia nhibici Oeo | arada | Motivo Qip
Ngjz 1 no- Ngj: 2 no:2
??573 2572 | 2588 | Exon18 | CCAGCAGGAAACCCCTT 46 7807 | 7823 | 4-85 | 638
09| 2572 | 2588 | Exon18 | CCAGCAGGAAACCCCTT | 22 7807 | 7823 | 575 | 638
399 | 2573 | 2589 | Exon18 | TCCAGCAGGAAACCCCT 40 7808 | 7824 | 4-8-5 | 639
822 2573 | 2589 | Exon18 | TCCAGCAGGAAACCCCT 32 7808 | 7824 | 57-5 | 639
??g 2574 2590 | Exon18 | GTCCAGCAGGAAACCCC 50 7809 | 7825 | 4-8-5 | 640
%99 [ 2574 | 2500 | Exonts | GTCCAGCAGGAAACCCC | 46 | 7800 | 7825 | 575 | 640
299 | 2575 | 2501 | Exents | TGTCCAGCAGGAAACCC | 30 | 7810 | 7826 | 485 | 641
o9 | 2575 | 2501 | Exon18 | TGTCCAGCAGGAAACCC | 52 7810 | 7826 | 575 | 64
?g? 2576 2592 | Exon18 | CIGICCAGCAGGAAACC 31 7811 7827 | 4-8-5 | 642
299 | 2576 | 2502 | Exents | CTGTCCAGCAGGAAACC | 24 2811 | 7827 | 575 | 642
fgg 2577 2593 Exon 18 | CCTGTCCAGCAGGAAAC 23 7812 7828 | 4-8-5 | 643
89 | 2577 | 2503 | Exents | COTGTCCAGCAGGAAAC | a7 | 7812 | 7828 | 575 | 643
?23 2578 2594 | Exon18 | CCCTGTCCAGCAGGAAA 51 7813 | 7829 | 4-8-5 | 644
39| 2578 | 2504 | Exon18 | CCCTGTCCAGCAGGAAA | 34 | 7813 | 7820 | 57-5 | 644
| 2580 | 2506 | Exon18 | GCCCCTGTCCAGCAGGA 56 7815 | 7831 | 4-85 | 645
ggg 2580 | 2596 | Exén18 | GCCCCIGICCAGCAGGA 51 7815 | 7831 | 57-5 | 645
?22 2581 2597 | Exon18 | CGCCCCTGTCCAGCAGG 70 7816 | 7832 | 4-8-5 | 646
o9 | 281 | 2507 | Exen18 | CGCCCCTGTCCAGCAGG 56 7816 | 7832 | 57-5 | 646
fgg 2582 | 2598 | Exon18 | ACGCCCCTGTCCAGCAG 76 7817 | 7833 | 4-8-5 | 647
ggg 2582 2598 | Exon18 | ACGCCCCTGTCCAGCAG 61 7817 | 7833 | 575 | 647
‘:’g? 2583 | 2599 | Exon18 | CACGCCCCTGICCAGCA 67 7818 | 7834 | 4-85 | 648
9| 2583 | 2509 | Exon18 | CACGCCCCIGICCAGCA | 64 | 7818 | 7834 | 57-5 | 648
599 | 554 | 2600 | Exon18 | CCACGCCCCTGTCCAGC | 40 | 7810 | 7835 | 575 | 649
gg? 2585 | 2601 | Exon18 | CCCACGCCCCTGTCCAG 37 7820 | 7836 | 57-5 | 650
ggg 2586 2602 | Exon18 | TCCCACGCCCCTGTCCA 31 7821 7837 | 5-7-5 | 651
ooo | 2587 | 2603 | Exen18 | ATCCCACGCCCCIGICC | 39 7822 | 7838 | 575 | 652
299 | 2588 | 2604 | Exon18 | AATCCCACGCCCCTGTC | 59 | 7823 | 7839 | 57-5 | 653
g?? 2589 2605 | Exon18 | CAATCCCACGCCCCTGT 63 7824 | 7840 | 575 | 657
g?g 2590 | 2606 | Exon18 | TCAATCCCACGCCCCIG 74 7825 | 7841 | 57-5 | 655
299 | 2591 | 2607 | Exents | TTCAATCCCACGCCCCT 53 7826 | 7842 | 575 | 656
9| 2592 | 2608 | Exen18 | ATTCAATCCCACGCCCC 56 7827 | 7843 | 575 | 657
g?g 2593 | 2609 | Exon18 | AATTCAATCCCACGCCC 49 7808 | 7844 | 575 | 658
g?g 2594 2610 | Exon18 | TAATTCAATCCCACGCC 54 7829 | 7845 | 57-5 | 659
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Sitio Sitio
N.° incij(e:}io f)iatirc;gs Region R in?c?io f)iatirc;gs SE
Igl SEQ SEQ ID diana Secuencia |nh|rt:|C|o SEQ SEQ D Motivo ﬁ(I)D
ID NO: 1 ID NO: 2 :
NO: 1 NO: 2
g?? 2505 | 2611 | Exén18 | TTAATTCAATCCCACGC 79 7830 | 7846 | 575 | 660
g?g 2506 | 2612 | Exon18 | TTTAATTCAATCCCACG 67 7831 | 7847 | 57-5 | 661
g?g 2597 | 2613 | Exén18 | TTTTAATTCAATCCCAC 69 7832 | 7848 | 575 | 662
ggg 2508 | 2614 | Exon18 | GITTIAATICAATCCCA 79 7833 | 7849 | 575 | 663
gg? 2599 2615 | Exon18 | TGTTTTAATTCAATCCC 57 7834 7850 | 5-7-5 | 664
ggg 2600 | 2616 | Exon18 | CTGTTTTAATTCAATCC 50 7835 | 7851 | 5.7-5 | 665
ggg 2601 | 2617 | Exon18 | GCTGTTTTAATTCAATC 67 7836 | 7852 | 57-5 | 666
Sgi 2602 | 2618 | Exon18 | AGCTGTTTTAATTCAAT 60 7837 | 7853 | 575 | 667
ggg 2603 | 2619 | Exén18 | CAGCTGTTTTAATTCAA 71 7838 | 7854 | 575 | 668
g?g 2604 | 2623 | Exon18 | GTCGCAGCTGTTTTAATIC( 82 7839 | 7858 | 5-10-5 | 317
ggg 2604 | 2620 | Exon18 | GCAGCTGTTTTAATTCA 81 7839 | 7855 | 57-5 | 669
ggg 2605 | 2621 | Exon18 | CGCAGCTGTTITAALIC 88 7840 | 7856 | 5-7-5 | 670
ggg 2606 2622 Exon 18 | TCGCAGCTGITTTAATT 84 7841 7857 57-5 | 671
ggg 2607 | 2623 | Exon18 | GICGCAGCIGTTTTAAT 81 7842 | 7858 | 575 | 672
299 | 2608 | 2624 | Exents | TGTCGCAGCTGTTTTAA 77 2843 | 7859 | 575 | 673
gg? 2609 | 2625 | Exon18 | TTGTCGCAGCTGTTTTA 74 7844 | 7860 | 5-7-5 | 674
ggg 2610 2626 Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTTT 66 7845 7861 5-7-5 | 675
ggg 2611 | 2627 | Exon18 | TGTTGTCGCAGCTGTTT 89 7846 | 7862 | 575 | 676
Exon 18
599 /
oos | 2612 2628 | Rovetici TTGTTGTCGCAGCTGTT 82 np np 5-7-5 | 677
on
Exoén 18
599 / e p g A frppm
o095 | 2613 2629 Repetici TTTGTTGTCGCAGCTGT 87 np np 57-5 | 678
on
Exon 18
599 / T s A e par
09 | 2614 2630 Repetici TTTTGTTGTCGCAGCTG 85 np np 5-7-5 | 679
on
Exoén 18
599 / TTTT T T T A (T
0o | 2615 2631 Repetici FITTIGITGICGCAGC 78 np np 575 | 680
on
Tabla 136
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
Sitio Scijt;o Sitio
de Sitio de o L de
N.° inicio parada | Regién . . .A’. | 'niclo parada . SE
SIS SEQ SEQ ID diana Secuencia |nh|rt:|C|o SIEDQ SEQ Motivo %(I)D
ID NO: 1 No. | 1D NO: :
NO: 1 ' 2
599 Exon - s B
010 | 2552 2570 18 TAGAAAACCCAAATCCTCA 45 7787 | 7805 | 5-9-5 | 681
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Sitio 1 Slto | sitio
e | o ?’glrc;g: Region Secuencia inhiticié | SEG pa?aec’a Motivo | Q1D
ISIs | SEQ | SEQID | diana P =1 | “seq NS
b | NO: N D No:
39| 2083 | 2571 | BN | ATAGAAAACCCAAATCCIC | 46 | 7788 | 7806 | 595 | 682
59 | 2554 | 2672 | BXO" | TATAGAAAACCCAAATCCT | 38 | 7789 | 7807 | 595 | 683
222 2556 | 2574 Eﬁgn CTTATAGAAAACCCAAATC 1 7791 | 7809 | 595 | 684
Soa | 2857 | 2575 | BXOM | CCTTATAGAAAACCCAAAT 5 | 7792 | 7810 | 595 | e85
oo | 2088 | 2576 | EXON | CCCTTATAGAAAACCCAAA | 34 | 7793 | 7811 | 595 | 686
oo | 2550 | 2577 | BN | CCCCTTATAGAAAACCCAA | 40 | 7794 | 7812 | 595 | 687
gg? 2560 | 2578 Efg” ACCCCTTATAGAAAACCCA 39 7795 | 7813 | 595 | 688
399 | 2061 | 2579 | EXCN | AACCCCTTATAGAAAACCC | 57 | 7796 | 7814 | 595 | 689
o9 | 2562 | 2580 | BXO" | ANACCCCTTATAGAAAACC | 26 | 7797 | 7815 | 595 | 690
ooy | 2562 | 2580 | BN | AAACCCCTTATAGAAAACC | 15 | 7797 | 7815 | 676 | 690
%99 | 2563 | 2581 | X" | GAAACCCCTTATAGAAAAC | 17 | 7798 | 7816 | 5905 | 6ot
ooy | 2563 | 281 | BXOM | GAAACCCCTTATAGAAAAC | 12 | 7798 | 7816 | 676 | 691
g?ﬁ 2564 | 2582 E;‘g” GGAAACCCCTTIATAGAAAA | 23 | 7709 | 7817 | 595 | 692
Saa | 2564 | 2582 | BN | GGAAACCCCTTATAGAAAA 18 | 7799 | 7817 | 676 | 692
gig 2565 | 2583 E1X§ " | AGGAAACCCCTTATAGAAA 10 7800 | 7818 | 595 | 693
oy | 2565 | 2583 | BXO" | AGGAAACCCCTTATAGAAA | 14 | 7800 | 7818 | 676 | 693
g | 2566 | 2584 | BXOM | CAGGAAACCCCTTATAGAA | 10 | 7801 | 7819 | 595 | 694
599 | 2066 | 2584 | EXON | CAGGAAACCCCTTATAGAA | 13 | 7801 | 7819 | 67-6 | 604
Soo | 2567 | 2885 | BXO" | GCAGGAAACCCCTTATAGA | 22 | 7802 | 7820 | 595 | 695
oo | 2567 | 2885 | BXO" | GCAGGAAACCCCTTATAGA | 31 | 7802 | 7820 | 676 | 695
300 | 2068 | 2586 | X" | AGCAGGAAACCCCTTATAG | 19 | 7803 | 7821 | 595 | 696
gg? 2568 | 2586 E;‘g” AGCAGGAAACCCCTTATAG 12 7803 | 7821 6-7-6 | 696
oo | 2569 | 2587 | BXOM | CAGCAGGAAACCCCTTATA | 30 | 7804 | 7822 | 595 | 697
Saa | 2669 | 2587 | BXO" | CAGCAGGAAACCCCTTATA | 28 | 7804 | 7822 | 676 | 697
gzg 2570 | 2588 E;‘g” CCAGCAGGAAACCCCTTAT 46 7805 | 7823 | 5-9-5 | 698
ggg 2570 | 2588 Efg” CCAGCAGGAAACCCCTTAT 32 7805 | 7823 | 6-7-6 | 698
299 | 2571 | 2589 | EXO" | TCCAGCAGGAAACCCCTTA | 44 | 7806 | 7824 | 595 | 699
Soa | 2571 | 2889 | BX" | TCCAGCAGGAAACCCCTTA | 24 | 7806 | 7824 | 676 | 699
Saa | 2572 | 2500 | BXM | GTCCAGCAGGAAACCCCTT 60 | 7807 | 7825 | 595 | 700
o2 | 2572 | 2500 | BXOM | GTCCAGCAGGAAACCCCTT | 38 | 7807 | 7825 | 676 | 700
o | 2573 | 2501 | BXOM | TGICCAGCAGGAAACCCCT 49 | 7808 | 7826 | 595 | 701
oo | 2573 | 2501 | EXON | TGTCCAGCAGGAAACCCCT | 35 | 7808 | 7826 | 676 | 701
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Sitio |- Slto | sitio
e | i f;g':;gj Region Secuencia inhiticié | SEG pa?aec’a Motivo | Q1D
S | N | A o:
NO: 1 o 2
22? 2575 | 2593 E;‘g” CCTGTCCAGCAGGAAACCC | 46 | 7810 | 7828 | 5-95 | 702
599 | 2575 | 2503 | EXO" | CCTGTCCAGCAGGAAACCC | 12 | 7810 | 7828 | 676 | 702
S| 2576 | 2504 | BXOM | CCCTGTCCAGCAGGAAACC | 49 | 7811 | 7829 | 595 | 703
oy | 2576 | 2504 | BXOM | CCCTGTCCAGCAGGAAACC | 38 | 7811 | 7829 | 676 | 703
Soa | 2577 | 2505 | BXO" | CCCCTGTCCAGCAGGAAAC | 64 | 7812 | 7830 | 595 | 704
Sea | 2577 | 2505 | BXCM | CCCCTGTCCAGCAGGAAAC | 33 | 7812 | 7830 | 676 | 704
ggﬁ 2578 | 2596 Efg” GCCCCTGTCCAGCAGGAAA 56 7813 | 7831 | 595 | 705
oo | 2578 | 2506 | BXO" | GOCCCTGTCCAGCAGGAAA | 13 | 7813 | 7831 | 676 | 705
oo | 2580 | 2508 | BXOM | ACGCCCCTGTCCAGCAGGA | 81 | 7815 | 7833 | 595 | 706
599 | 2080 | 2508 | EXO" | ACGCCCCTGTCCAGCAGGA | 57 | 7815 | 7833 | 67-6 | 706
299 | 281 | 2500 | EXO" | CACGCCCCTGTCCAGCAGG | 64 | 7816 | 7834 | 595 | 707
oo | 2581 | 2509 | X" | CACGCCCCTGTCCAGCAGG | 39 | 7816 | 7834 | 676 | 707
233 2582 | 2600 E:g’” CCACGCCCCTGTCCAGCAG 55 | 7817 | 7835 | 6-7-6 | 708
ggg 2583 | 2601 E;‘g” CCCACGCCCCTGTCCAGCA 45 7818 | 7836 | 6-7-6 | 709
52 | 2584 | 2602 | BXOM | TCCCACGCCCCTGTCCAGC | 39 | 7819 | 7837 | 676 | 710
oo | 2585 | 2603 | BXO" | ATCCCACGCCCCTGTCCAG | 27 | 7820 | 7838 | 676 | 711
599 | o586 | 2604 | X0 | AATCCCACGCCCCTGTCCA | 35 | 7821 | 7839 | 67 | 712
5991 2587 | 2605 | D" | CAATCCCACGCCCCTGTCC | 16 | 7822 | 7840 | 676 | 713
oo | 2588 | 2606 | BXO" | TCAATCCCACGCCCCTGTC 41 | 7823 | 7841 | 676 | 714
oo | 2589 | 2607 | BXSM | TTCAATCCCACGCCCCTGT | 70 | 7824 | 7842 | 676 | 715
o | 2500 | 2608 | BXO" | ATTCAATCCCACGCCCCTG 66 | 7825 | 7843 | 676 | 716
oo | 2591 | 2600 | BN 1 AATTCAATCCCACGCCCCT 68 | 7826 | 7844 | 676 | 717
oo | 2502 | 2610 | BXOM | TAATTCAATCCCACGCCCC | 52 | 7827 | 7845 | 676 | 718
S | 2593 | 2611 | B" | TTAATTCAATCCCACGCCC | 39 | 7828 | 7846 | 676 | 719
g?? 2504 | 2612 E;‘g” I'TTAATTCAATCCCACGCC 83 | 7829 | 7847 | 6-7-6 | 720
299 | 2005 | 2613 | EX" | TTTTAATTCAATCCCACGC 72 | 7830 | 7848 | 676 | 721
39| 2596 | 2614 | BXO" | GTTTTAATTCAATCCCACG 86 | 7831 | 7849 | 676 | 722
S | 2597 | 2615 | BXO" | TGTTTTAATTCAATCCCAC 91 | 7832 | 7850 | 676 | 723
39| 2508 | 2616 | BX" | CTGTTTTAATTCAATCCCA 71 | 7833 | 7851 | 676 | 724
29 1 5509 | 2617 | BO" | GCTGTTTTAATTCAATCCC | 89 | 783 | 7852 | 676 | 725
29 [ 2600 | 2618 | BO" | AGCTGTTTTAATTCAATCC | 87 | 7835 | 7853 | 676 | 726
39| 2601 | 2619 | BX" | CAGCTGTTTTAATTCAATC 81 | 7836 | 7854 | 676 | 727
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Sitio Scijtei}o Sitio
de Sitio de o v de
N.° inicio parada | Regién s . . h'é" s 'ggg parada Mot QSFD
ISIS | SEQ | SEQID | diana ecuencia n 'n'°'° D SEQ otivo o,
ID NO: 1 NO: ID NO: :
NO: 1 . 2
S | 2602 | 2620 | BXOM | GCAGCTGTTTTAATTCAAT 25 | 7837 | 7855 | 676 | 728
ggg 2603 | 2621 E;‘g” CGCAGCIGITITAATICAA 84 7838 | 7856 | 6-7-6 | 729
g?g 2604 2623 Efg” GTCGCAGCTGTTTTAATTCA 92 7839 | 7858 | 5-10-5 | 317
399 | 2604 | 2622 | BX" | TCGCAGCTGTTTTAATTCA | o0 | 7830 | 7857 | 676 | 730
55| 2605 | 2623 | EX" | GTCGCAGCTGTTTTAATTC 89 | 7840 | 7858 | 676 | 731
Soa | 2606 | 2624 | B | TGTCGCAGCTGTTTTAATT 81 | 7841 | 7859 | 676 | 732
o0 | 2607 | 2625 | BX" | TTGTCGCAGCTGTTTTAAT 68 | 7842 | 7860 | 6-7-6 | 733
299 | 2608 | 2626 | EXO" | GTTGTCGCAGCTGTTTTAA 71 | 7843 | 7861 | 676 | 734
232 2609 | 2627 E;( §” TGTTGTCGCAGCTGTTTTA 52 | 7844 | 7862 | 6-7-6 | 735
Exén
gg? 2610 2628 R18/ . TIGTIGICGCAGCIGITTT 88 np np 6-7-6 | 736
epeti
cién
Exén
91 2611 | 2620 | 8L TTTGTTGTCGCAGCTGTTT | 87 | mp | np | 676 | 737
328 Repeti AL p p
cion
Exoén
Soa | 2612 | 2630 Rj;; L | TITTGTTGTCGCAGCTGTT 84 np np | 676 | 738
cién
Exén
oo | 2613 | 2631 | 18/ | TTTTTGTTGTCGCAGCTGT 87 w | np | 676 | 739
peti
cion
Tabla 137
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 0o SEQ ID NO: 2
Sitio | Sitio
Sitio de de
° de Sitio de % ini- para
,I\lél inicio parada Region s . inhi- cio da Moti SIEDQ
s | SEQ | SEQID | diana eeuencia bi- | SEQ | SEQ | "N | (5.
ID NO: 1 cien | ID | ID :
NO: 1 NO: NO:
2 2
g?g 2552 | 2571 | Exon18 | ATAGAAAACCCAAATCCTCA | 74 | 778 720 3107 | 410
iig 2553 | 2572 | Exén18 | TATAGAAAACCCAAATCCIC | 43 75738 730 3-10-7 | 411
o0 | 2554 | 2573 | Exon18 | TTATAGAAAACCCAAATCCT | 51 | 728 | 780 | 3407 | 412
299 | 2555 | 2574 | Exen1s | CTTATAGAAAACCCAAATCC | 35 | 77° | 780 | 5407 | 413
899 | 5556 | 2575 | Exon1s | CCTTATAGAAAACCCAAATC | 3¢ | 77 | 78 | 107 | 414
299 | 2557 | 2576 | Exen18 | CCCTTATAGAAAACCCAAAT | aa | 779 | 781 | 3407 | 415
0| 2558 | 2577 | Exen18 | CCCCTTATAGAAAACCCAAA | 54 | "19 | 781 13407 | 416
oo | 2559 | 2578 | Exen18 | ACCCCTTATAGAAAACCCAA | s3 | 719 | 81 13407 | a17
299 | 2s60 | 2579 | Exen 18 | AACCCCTTATAGAAAACCCA | 60 | 77° | 781 | 3107 | 418
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Sitio | Sitio
sito | de | do
) i ﬁi‘f;é’j Region Secuencia i:{.:i' co | ‘da Motvo | o
NO: 1 NO: | NO:
2 | 2
299 | 2561 | 2580 | Exon1s | AAACCCCITATAGAAAACCC | 46 | 722 | 78 | 3107 | 419
oo | 2562 | 2581 | Exon18 | GAAACCCCTTATAGAAAACC | o | 7% 781 13407 | 420
oo | 2563 | 2582 | Exon18 | GGAAACCCCTTATAGAAAAC | 12 | 72 | 81 | 3107 | 421
igg 2564 | 2583 | Exon18 | AGGAAACCCCTTATAGAAAA | 17 7;9 721 3107 | 422
299 | 2065 | 2584 | Exon18 | CAGGAAACCCCTTATAGAAA | 24 | 780 ) 781 13407 | 423
oo | 2566 | 2585 | Exon18 | GCAGGAAACCCCTIATAGAA | 33 | 780 | 782 1 3407 | 424
ooa | 2567 | 2586 | Exon18 | AGCAGGAAACCCCTTATAGA | 38 | 750 | 782 1 3407 | 425
o9 | 2568 | 2587 | Exont8 | CAGCAGGAAACCCCITATAG | 33 | 780 | 782 1 3407 | 426
299 | 2560 | 2588 | Exon18 | CCAGCAGGAAACCCCTTATA | 40 | 780 | 782 | 5407 | 427
oo | 2570 | 2589 | Exen18 | TCCAGCAGGAAACCCCTTAT | 45 | 780 | 782 1 3407 | 428
99| 2571 | 2500 | Exen18 | GTCCAGCAGGAAACCCCTTA | e0 | 780 | 782 1 3407 | 237
0| 2572 | 2501 | Exen18 | TGTCCAGCAGGAAACCCCTT | 1 | 780 | 782 1 3407 | 420
oo | 2573 | 2502 | Exen18 | CTGTCCAGCAGGAAACCCCT | s2 | 80| 782 1 3407 | 430
0% | 2574 | 2503 | Exen18 | CCTGTCCAGCAGGAAACCCC | 45 | 730 | 782 | 3407 | 431
299 | 2575 | 2504 | Exen18 | CCCTGTCCAGCAGGAAACCC | o7 | 781 | 782 | 3407 | 432
i?g 2576 | 2595 | Exén18 | CCCCTGTCCAGCAGGAAACC | 79 7?1 733 3107 | 433
29| 2577 | 2596 | Exen18 | GCCCCTGTCCAGCAGGAAAC | 72 | 81 | 783 13407 | 238
%99 | 2578 | 2507 | Exen18 | CGCCCCTGTCCAGCAGGAAA | &7 | 781 | 788 15107 | 434
i?g 2579 | 2508 | Exon18 | ACGCCCCIGICCAGCAGGAA | 76 721 733 3.10-7 | 435
i?g 2580 | 2509 | Exon18 | CACGCCCCTGTCCAGCAGGA | 81 721 723 3107 | 436
%99 | 2581 | 2600 | Exen18 | CCACGCCCCTGTCCAGCAGG | 83 | 781 | 78 | 5407 | 457
Z?g 2582 | 2601 | Exon18 | CCCACGCCCCTGTCCAGCAG | 72 731 723 3107 | 438
% | 2583 | 2602 | Exon18 | TCCCACGCCCCIGICCAGCA | 81 | 731 | 783 | 3407 | 430
99| 2584 | 2603 | Exen18 | ATCCCACGCCCCTGTCCAGC | 77 | 811 783 13407 | 440
59| 2585 | 2604 | Exon18 | AATCCCACGCCCCTGTCCAG | 83 | 752 | 753 | 3407 | 441
ooy | 2586 | 2605 | Exen1s | CAATCCCACGCCCCTGTCCA | 87 | 782 | 8% | 3407 | 442
99 | 2587 | 2606 | Exon18 | TCAATCCCACGCCCCIGICC | o0 | 752 | 78 | 3107 | 443
559 | 2988 | 2607 | Exents | TTCAATCCCACGCCCCTGIC | 72 | "8 | 8% | 3107 | 444
oo | 2589 | 2608 | Exon18 | ATTCAATCCCACGCCCCTGT | s2 | 82| 8% | 3407 | ass
%99 | 2500 | 2609 | Exen18 | AATTCAATCCCACGCCCCTG | 84 | 782 | 7% [aq07 | 446
299 | 201 | 2610 | Exon18 | TAATTCAATCCCACGCCCCT | a4 | 782 ) 784 3407 | 447
igg 2502 | 2611 | Ex6n18 | TTAATTCAATCCCACGCCCC | 87 732 724 310-7 | 448
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Sitio | Sitio
sito | de | de
ll\ls"; i”?§° ﬁi‘f;é’j Region Secuencia i:{.:i' cio | ‘da. Motivo S|EDQ
NO: 1 NO: | NO:
2 | 2
oo | 2593 | 2612 | Exen18 | ITTAATTCAATCCCACGCCC | 87 | 782 8% 13407 | a4
oo | 2504 | 2613 | Exen18 | TTTTAATTCAATCCCACGCC | 86 | 52| 8% | 3407 | 4s0
ool | 2595 | 2614 | Exen18 | GTTTTAATTCAATCCCACGC | 87 | "8° | 8% | 3407 | 451
299 | 2096 | 2615 | Exen18 | TGTTTTAATTCAATCCCACG | 8 | 733 | 785 | 3407 | 452
oo | 2507 | 2616 | Exen18 | CTGTTTTAATTCAATCCCAC | 75 | 783 | 785 1 3407 | 453
9| 2597 | 2616 | Exen18 | CTGTTTTAATTCAATCCCAC | 89 | 5% | % | 686 | 453
o | 2598 | 2617 | Exon1s | GCTGTTTTAATTCAATCCCA | o0 | 8% | 785 1 3407 | 454
99| 2598 | 2617 | Exent8 | GCTGITITAATTCAATCCCA | 8o | 78| % | 686 | 454
oo | 2599 | 2618 | Exen18 | AGCTGTTTTAATICAATCCC | 88 | 78| 785 1 3407 | 230
| 2599 | 2618 | Exen18 | AGCTGTTTTAATTCAATCCC | o1 | /8% | 785 1 686 | 230
90| 2600 | 2619 | Exon18 | CAGCTGITITAATICAATCC | 8o | 73 | 785 | 3407 | 455
o9 | 2600 | 2619 | Exen18 | CAGCTGTTTTAATTCAATCC | 8o | "33 | 7% | 686 | 455
299 | 2601 | 2620 | Exen18 | GCAGCTGTTTTAATTCAATC | 8o | 733 | 785 | 3407 | 4s6
o | 2601 | 2620 | Exen18 | GCAGCTGTTTTAATTCAATC | o1 | 73| 72% | 686 | 456
oo | 2602 | 2621 | Exon18 | CGCAGCTGTTTTAATTCAAT | 88 | '3 | 785 | 3407 | 457
o9 | 2602 | 2621 | Exent8 | CGCAGCTGTTTTAATTCAAT | o0 | 78| 785 1 6556 | 457
oo | 2603 | 2622 | Exen18 | TCGCAGCTGTTTTAATTCAA | 81 | 7831 785 13407 | 458
o9 | 2603 | 2622 | Exen18 | TCGCAGCTGTTTITAATTCAA | 88 | 5% | 7% | 686 | 458
392 | 2604 | 2623 | Exen18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | o0 | '8 | 78 | 5105 | 317
290 | 2604 | 2623 | Exon18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | 88 | 50 | 8 13407 | 317
299 | 2604 | 2623 | Exen18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | 88 | 733 | 785 | 655 | 317
57| 2605 | 2624 | Exen18 | TGTCGCAGCTGTTTTAATTC | 78 | 3% | 785 1 3407 | 4s0
299 | 2605 | 2624 | Exon18 | TGTCGCAGCTGTTTTAATTC | o0 | "3 | 78 | 686 | 459
255 | 2606 | 2625 | Exon18 | TTGTCGCAGCTGTTTTAATT | &7 | 8% | 780 3407 | 460
oo | 2606 | 2625 | Exen1s | TTGTCGCAGCTGTTTTAATT | 76 | 8% | 780 | 6856 | 460
209 | 2607 | 2626 | Exon18 | GITGTCGCAGCTGTTTTAAT | 83 | 5% | 780 15407 | 461
oo | 2607 | 2626 | Exent8 | GITGTCGCAGCTGITTTAAT | 77 | 75% | 7% | 6856 | 461
259 | 2608 | 2627 | Exon18 | TGTTGTCGCAGCTGTTTTAA | 89 | /3% | 780 13407 | 305
99| 2608 | 2627 | Exent8 | TGUIGICGCAGCTGITITAA | 69 | 3% | 780 | 656 | 305
Exon 19
ggg 2609 | 2628 | o p’etici TTGTTGTCGCAGCTGTTTTA | 83 | np | np | 3-107 | 462

[e]]
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Sitio | Sitio
Sitio de de
de Sitio de % ini- para
'I\IST inicio parada Region Secuencia inhi- cio da Motivo SIEDQ
s SEQ | SEQID | diana bi- | SEQ | SEQ NO:
ID NO: 1 cion | ID ID :
NO: 1 NO: NO:
2 2
Exén 19
599 / TCTTCTCCOACE CTTTT S
a5 | 2609 2628 | Rovetici [TGTTGTCGCAGCTGTTTTA 85 np np | 686 | 462
[e]]
Exon 19
599 / TTTCTTCTYCCCACCTETTTT
06 | 2610 2629 | Rooetic FITGTTGTCGCAGCTGTTTI 89 np np | 3-10-7 | 463
on
Exén 19
599 / A e e A e e p e e e
446 | 2610 2629 | Repetici [TTGITGTCGCAGCTGTTTI 85 np np | 6-86 | 463
[e]]
Exén 19
599 / g e e e« fageageenaniory-
507 | 2611 2630 | Repetici [TTTGTTGTCGCAGCTGTT 82 np np | 3-10-7 | 464
[e]]
Exon 19
599 / g
aa7 | 2611 2630 | Repetici [TTTGTTGTCGCAGCTGTT1 83 np np | 6-8-6 | 464
on
Exén 19
599 / R v agtEr o 1ot Se g 474 4 S Pt RgP a0 R
c0s | 2612 2631 | Repetici FIrrrGrIGrcGCAGCIG 90 np np | 3-10-7 | 465
[e]]
Exon 19
599 /
a4g | 2612 2631 Repetici I'TTTTGITGTCGCAGCTGTL 87 np np | 6-8-6 | 465
on

Ejemplo 119: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento
humano (CFB) y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Los
oligonucledtidos antisentido se sometieron a prueba en una serie de experimentos que tuvieron condiciones de
cultivo similares. Los resultados de cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion.
Se transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacion
con oligonucledtido antisentido 2.000 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas,
se aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se
uso el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de
CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuaciéon se disefiaron
como gapmeros 4-8-5 MOE, 5-8-5 MOE, 5-9-5 MOE, 5-10-5 MOE, 6-7-6- MOE, 3-10-5 MOE, o 6-8-6 MOE.

Los gapmeros 4-8-5 MOE tienen una longitud de 17 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central
comprende ocho 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5' y la direccion 3' que
comprenden cuatro y cinco nucledsidos respectivamente. Los gapmeros 5-8-5 MOE tienen una longitud de 18
nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende ocho 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por
segmentos de ala en la direccion 5'y la direccidon 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Los gapmeros
5-9-5 MOE tienen una longitud de 19 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende nueve 2'-
desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion &'y la direccion 3' que comprenden cinco
nucledsidos cada uno. Los gapmeros 5-10-5 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento
de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccién 5'y la
direccion 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Los gapmeros 3-10-5 MOE tienen una longitud de 18
nucledsidos, en los que el segmento central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos
de ala en la direccion 5'y la direccidn 3' que comprenden tres y cinco nucledsidos respectivamente. Los gapmeros
6-7-6 MOE tienen una longitud de 19 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende siete 2'-
desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccién 5' y la direccién 3' que comprenden seis
nucledsidos cada uno. Los gapmeros 6-8-6 MOE tienen una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento
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de hueco central comprende ocho 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccién 5'y la
direccion 3' que comprenden seis nucledsidos cada uno. Cada nucledsido en el segmento de ala 5' y cada
nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de
cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de citosina en cada gapmero son 5-
metilcitosinas.

"Sitio de inicio" indica el nucledsido mas hacia 5' al que se dirige el gadpmero en la secuencia génica humana. "Sitio
de parada" indica el nucledsido mas hacia 3' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada
gapmero enumerado en las tablas a continuacion se dirige al ARNm de CFB humano, designado en el presente
documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia genémica de CFB
humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK NT_007592.15
truncada de los nucledtidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucleétido antisentido no se
dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.

Tabla 138

Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

Sitio de |Sitio de| o Sitio de | Sitio de
N.© inicio |parada| Region Secuencia inhiobi- inicio | parada Motivo SEQID
ISIS | SEQID |SEQID| diana cion SEQID | SEQID NO:
NO:1 | NO: 1 NO: 2 NO: 2
599160 2560 | 2577 |Exén 18| CCCCTTATAGAAAACCCA 26 | 7795 | 7812 5-8-5 740

599161| 2561 | 2578 |Exon 18| ACCCCTTATAGAAAACCC 20 7796 7813 5-8-5 741

599162| 2562 | 2579 |Exon 18| AACCCCTTATAGAAAACC 12 7797 7814 5-8-5 742

599163 2563 | 2580 |Exon 18 |[AAACCCCTTATAGAAAAC 1 7798 | 7815 5.8.5 743

599164| 2564 | 2581 |Exon 18| GAAACCCCTTATAGAAAA 1 7799 7816 5-8-5 744

599165 2566 | 2583 |Exon 18 |AGGAAACCCCTTATAGAA 0 7801 | 7818 5-8-5 745

599166| 2567 | 2584 |Exon 18| CAGGAAACCCCTTATAGA 12 7802 7819 5-8-5 746

599167 2568 | 2585 | Exon 18 | GCAGGAAACCCCTTATAG 14 7803 7820 5-8-5 747

599168 2569 | 2586 | Exon 18| AGCAGGAAACCCCTTATA 16 7804 7821 5-8-5 748

599169| 2570 | 2587 |Exén 18| CAGCAGGAAACCCCTTAT 24 7805 7822 5-8-5 749

599170| 2571 2588 |Exon 18| CCAGCAGGAAACCCCTTA 37 7806 7823 5-8-5 750

599171 2572 | 2589 |Exon 18 | TCCAGCAGGAAACCCCTT 30 7807 7824 5-8-5 751

599172| 2573 | 2590 |Exén 18| GTCCAGCAGGAAACCCCT 43 7808 7825 5-8-5 752

599173| 2574 | 2591 |Exon 18| TGTCCAGCAGGAAACCCC | 47 7809 7826 5-8-5 753

599174 2575 | 2592 |Exén 18| CTGTCCAGCAGGAAACCC 27 7810 7827 5-8-5 754
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Sitio de [Sitio de 3 o, | Sitiode | Sitiode
Ne | one, lgaade) Redr | (0| 22268 | o | S5O
NO: 1 | NO: 1 NO:2 | NO:2
599175| 2576 | 2593 | Exén 18 | CCTGTCCAGCAGGAAACC 30 | 7811 | 7828 5-8-5 755
599176 2577 | 2594 |Exén 18| CCCTGTCCAGCAGGAAAC | 34 | 7812 | 7829 5-8-5 756
599177| 2578 | 2595 |Exon 18 | CCCCTGTCCAGCAGGAAA | 41 7813 | 7830 5-8-5 757
599178 2580 | 2597 |Exén 18| CGCCCCTGTCCAGCAGGA | 67 | 7815 | 7832 5-8-5 758
599179 2581 | 2598 |Exén 18| ACGCCCCTGTCCAGCAGG | 61 | 7816 | 7833 5-8-5 759
599180, 2582 | 2599 |Exon 18| CACGCCCCTGTCCAGCAG 62 | 7817 | 7834 5-8-5 760
599181 2583 | 2600 |Exén 18| CCACGCCCCTGTCCAGCA 63 | 7818 | 7835 5-8-5 761
599128| 2584 | 2600 |Exén 18| CCACGCCCCTGTCCAGC 55 | 7819 | 7835 4-8-5 649
599182| 2584 | 2601 |Exon 18| CCCACGCCCCTGTCCAGC | 58 | 7819 | 7836 5-8-5 762
599129 2585 | 2601 |Exén 18| CCCACGCCCCTGTCCAG 41 | 7820 | 7836 4-8-5 650
599183| 2585 | 2602 |Exén 18 | TCCCACGCCCCTGTCCAG 43 | 7820 | 7837 5-8-5 763
599130| 2586 | 2602 |Exén 18| TCCCACGCCCCTGTCCA | 46 | 7821 | 7837 | 4-85 651
599184| 2586 | 2603 |Exon 18| ATCCCACGCCCCTGTCCA 32 | 7821 | 7838 5-8-5 764
599131| 2587 | 2603 |Exén 18| ATCCCACGCCCCTGTCC 30 | 7822 | 7838 4-85 652
599185| 2587 | 2604 |Exon 18| AATCCCACGCCCCTGICC | 35 | 7822 | 7839 5-8-5 765
599132| 2588 | 2604 |Exon 18| AATCCCACGCCCCTGTC | 52 | 7823 | 7839 4-8-5 653
599186 2588 | 2605 |Exén 18| CAATCCCACGCCCCTGTC 55 | 7823 | 7840 5-8-5 766
599133 2589 | 2605 |Exén 18| CAATCCCACGCCCCTGT 66 | 7824 | 7840 4-8-5 654
599187| 2589 | 2606 |Exon 18 | TCAATCCCACGCCCCTGT 72 | 7824 | 7841 5-8-5 767
599134 2590 | 2606 |Exon 18| TCAATCCCACGCCCCTG 80 | 7825 | 7841 4-8-5 655
599188 2590 | 2607 |Exén 18| TTCAATCCCACGCCCCTG 92 | 7825 | 7842 5-8-5 768
599135 2591 | 2607 |Exén 18| TTCAATCCCACGCCCCT 61 | 7826 | 7842 4-8-5 656
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S_iti_o_de Sitio de 3 % S_iti_o_de Sitio de
N.° | inicio |paradal Regién Secuencia inhibi- | Jnicio | parada | 6, | SEQID
ISIS SI\IIEC()): |10 Sl\llzg: I1D diana Sion SI\IIEC()): I2D SI\IIEC()): I2D NO:
599189 2591 | 2608 |Exén 18| ATTCAATCCCACGCCCCT 52 | 7826 | 7843 5-8-5 769
599136| 2592 | 2608 |Exon 18| ATTCAATCCCACGCCCC | 68 | 7827 | 7843 4-8-5 657
599190 2592 | 2609 |Exon 18| AATTCAATCCCACGCCCC | 62 | 7827 | 7844 | 585 770
599137 2593 | 2609 |Exén 18| AATTCAATCCCACGCCC | 51 | 7828 | 7844 | 4-85 658
599191| 2593 | 2610 |Exon 18| TAATTCAATCCCACGCCC 54 | 7828 | 7845 5-8-5 771
599138| 2594 | 2610 |Exén 18| TAATTCAATCCCACGCC | 71 | 7829 | 7845 | 4-85 659
599192 2594 | 2611 |Exon 18| TTAATTCAATCCCACGCC | 66 | 7829 | 7846 5-8-5 772
599139| 2595 | 2611 |Exén 18| TTAATTCAATCCCACGC 80 | 7830 | 7846 4-8-5 660
599193| 2595 | 2612 |Exén 18| TTTAATTCAATCCCACGC 74 | 7830 | 7847 5-8-5 773
599140 2596 | 2612 |Exén18| TTTAATTCAATCCCACG | 66 | 7831 | 7847 | 4-85 786
599194| 2596 | 2613 |Exo6n 18| TTTTAATTCAATCCCACG 66 | 7831 | 7848 5-8-5 774
599141| 2597 | 2613 [Exon 18| TITTAATTCAATCCCAC | 63 | 7832 | 7848 4-8-5 662
599195 2597 | 2614 |Exén 18| GTTTTAATTCAATCCCAC 86 | 7832 | 7849 5-8-5 775
509142| 2598 | 2614 |Exon18| GTTTTAATTCAATCCCA | 69 | 7833 | 7849 4-8-5 663
599196| 2598 | 2615 |Exon 18| TGTTTTAATTCAATCCCA 82 | 7833 | 7850 5-8-5 776
509143| 2599 | 2615 |Exén 18| TGTTTTAATTCAATCCC 59 | 7834 | 7850 4-8-5 664
599197| 2599 | 2616 |Exén 18| CTGTTTTAATTCAATCCC 79 | 7834 | 7851 5-8-5 777
599144 2600 | 2616 |Exoén 18| CTGTTTTAATTCAATCC 52 | 7835 | 7851 4-8-5 665
599198| 2600 | 2617 |Exén 18| GCTGTTTTAATTCAATCC 86 | 7835 | 7852 5-8-5 778
599145| 2601 | 2617 |Exén 18| GCTGTTTTAATTCAATC | 53 | 7836 | 7852 | 4-85 666
599199, 2601 | 2618 |Exon 18| AGCTGTTTTAATTCAATC 72 | 7836 | 7853 5-8-5 779
599146| 2602 | 2618 |Exon 18| AGCTGTTTTAATTCAAT 42 | 7837 | 7853 4-8-5 667
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Sitio de |Sitio de| o Sitio de | Sitio de
N.© inicio |parada| Region . 0 inicio | parada . SEQID
ISIS | SEQID [SEQID| diana Secuencia inhibi-| sEq b | SEQID | Motive NO:
NO: 1 | NO: 1 ¢lon | 'No:2 | NO:2
599200 2602 | 2619 |Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCAAT 76 7837 7854 5-8-5 780
599147| 2603 | 2619 |Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCAA 55 | 7838 | 7854 4-8-5 668
599201| 2603 | 2620 |Exén 18| GCAGCTGTTTTAATTCAA 87 | 7838 | 7855 5-8-5 781
532017| 2604 | 2623 | Exon 18| | ('(’(“'\(’("f"”n’\‘é‘l'(‘ 93 | 7839 | 7858 | 5-10-5 317
s
509148 2604 | 2620 |Exon 18| GCAGCTGTTTTAATTCA | 84 | 7839 | 7855 | 4-85 669
599202 2604 | 2621 |Exon 18| CGCAGCTGTTTITAATTCA | 89 | 7839 | 7856 5-8-5 782
599149 2605 | 2621 |Exon 18| CGCAGCTGTTTTAATTC 92 | 7840 | 7856 4-8-5 670
599203| 2605 | 2622 |Exon 18| TCGCAGCTGTTTTAATTC 90 7840 7857 5-8-5 783
509150, 2606 | 2622 |Exon 18| TCGCAGCTGTTTTAATT 75 | 7841 7857 4-8-5 671
599151| 2607 | 2623 |Exén 18| GTCGCAGCTGTTTTAAT 80 7842 | 7858 4-8-5 672
599152| 2608 | 2624 |Exén 18| TGTCGCAGCTGTTTTAA 76 | 7843 | 7859 4-8-5 673
509153| 2609 | 2625 |Exon 18| TTGTCGCAGCTGTTTTA 56 | 7844 | 7860 4-8-5 674
599154| 2610 | 2626 |Exon 18| GTTGTCGCAGCTGTTTT 85 | 7845 | 7861 4-8-5 675
599155 2611 | 2627 |Exén 18| TGTTGTCGCAGCTGTTT 89 7846 | 7862 4-8-5 676
Exoén 18 /
599156 2612 | 2628 |Repeticio| TTGTTGTCGCAGCTGTT 83 np np 4-8-5 813
n
Exoén 18/
599157 2613 | 2629 |Repeticio| TTTGTTGTCGCAGCTGT | 78 np np 4-8-5 678
n
Exén 18/
599158 2614 | 2630 |Repeticio)| TTTTGTTGTCGCAGCTG | 83 np np 4-8-5 679
n
Exén 18/
599159| 2615 | 2631 |Repeticio| TTTTTGTTGTCGCAGCT | 65 np np 4-8-5 680
n
599204| 2606 | 2623 |Exon 18| GTCGCAGCTGTTTITAATT | 83 | 7841 | 7858 5-8-5 784
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Inhibicién de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

Sitio de

Sitio de|

Sitio de

e . L Sitio de
N.° inicio |parada| Regién . % inicio . SEQID
ISIS | SEQID |[SEQ ID| diana Secuencia inhibicion | SEQ ID pa;g‘,’\laong Motivo |~
NO: 1 | NO: 1 NO: 2 :
TAGAAAACCCAAATCCTC
599509| 2552 | 2570 |Exon 18 A 45 7787 7805 6-7-6 681
599213| 2553 | 2570 |Exon18| TAGAAAACCCAAATCCTC 89 7788 7805 3-10-5 785
ATAGAAAACCCAAATCCT
599273| 2553 | 2571 |Exon 18 C 85 7788 7806 6-7-6 682
599214| 2554 | 2571 |Exon 18 |[ATAGAAAACCCAAATCCT 79 7789 7806 3-10-5 786
TATAGAAAACCCAAATCC
599274| 2554 | 2572 |Exon 18 - 75 7789 7807 6-7-6 683
599215| 2555 | 2572 |Exén 18 | TATAGAAAACCCAAATCC 81 7790 7807 3-10-5 787
599216| 2556 | 2573 |Exén 18 | TTATAGAAAACCCAAATC 87 7791 7808 3-10-5 788
599275 2556 | 2574 |Ex6n 18 Cl MMGAAC',MCCCAAAF 84 7791 7809 6-7-6 684
599217| 2557 | 2574 | Exon 18 | CTTATAGAAAACCCAAAT 84 7792 7809 3-10-5 | 789
. CCTTATAGAAAACCCAAA
599276| 2557 | 2575 |Exon 18 T 68 7792 7810 6-7-6 685
599218| 2558 | 2575 |Exén 18 |CCTTATAGAAAACCCAAA 82 7793 7810 3-10-5 790
CCCTTATAGAAAACCCAA
599277| 2558 | 2576 |Exon 18 A 82 7793 7811 6-7-6 686
599219| 2559 | 2576 |Exdén 18 |CCCTTATAGAAAACCCAA 81 7794 7811 3-10-5 791
CCCCTTATAGAAAACCCA
599278| 2559 | 2577 |Exon 18 A 84 7794 7812 6-7-6 687
599220| 2560 | 2577 |Exén 18 [ CCCCTTATAGAAAACCCA 92 7795 7812 3-10-5 | 740
) ACCCCTTATAGAAAACCC
599279| 2560 | 2578 |Exon 18 A 92 7795 7813 6-7-6 688
599221 2561 | 2578 |Exén 18 |JACCCCTTATAGAAAACCC 93 7796 7813 3-10-5 741
AACCCCITATAGAAAACC
599280| 2561 | 2579 |Exon 18 C 90 7796 7814 6-7-6 689
599222| 2562 | 2579 |Exon 18| AACCCCTTATAGAAAACC 95 7797 7814 3-10-5 742
599223| 2563 | 2580 |Exon 18| AAACCCCTTATAGAAAAC 93 7798 7815 3-10-5 743
599224 2564 | 2581 |Exdn 18| GAAACCCCTTATAGAAAA 90 7799 7816 3-10-5 744
599225 2566 | 2583 |Exon 18 |AGGAAACCCCTTATAGAA 93 7801 7818 3-10-5 745
599226| 2567 | 2584 |Exdn 18 |{CAGGAAACCCCTTATAGA 95 7802 7819 3-10-5 746
599227 2568 | 2585 | Exon 18 | GCAGGAAACCCCTITATAG 94 7803 7820 3-10-5 747
599228| 2569 | 2586 |Exon 18| AGCAGGAAACCCCTTATA 96 7804 7821 3-10-5 748
599229| 2570 | 2587 |Exon 18 | CAGCAGGAAACCCCTTAT 92 7805 7822 3-10-5 749
599230/ 2571 | 2588 |Exén 18| CCAGCAGGAAACCCCTTA 88 7806 7823 3-10-5 750
599231| 2572 | 2589 |Exon 18| TCCAGCAGGAAACCCCTT 83 7807 7824 3-10-5 751
599232| 2573 | 2590 |Exén 18 |GTCCAGCAGGAAACCCCT 89 7808 7825 3-10-5 752
599233| 2574 | 2591 |Exon 18| TGTCCAGCAGGAAACCCC 83 7809 7826 3-10-5 753
599234 2575 | 2592 |Exén 18 | CTGTCCAGCAGGAAACCC 88 7810 7827 3-10-5 754
599235/ 2576 | 2593 |Exén 18 | CCTGTCCAGCAGGAAACC 91 7811 7828 3-10-5 755
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S‘iti‘o.de Sitio de| y S.iti.o‘de Sitio de
N.° inicio | parada Re.9'°” Secuencia . % inicio parada SEQ| Motivo SEQ_ID
ISIS | SEQID |SEQID| diana inhibicion | SEQID | ™ (75 NO:
NO:1 | NO: 1 NO: 2
599236| 2577 | 2594 |Exon 18 |CCCTGTCCAGCAGGAAAC 90 7812 7829 3-10-5 756
599237| 2578 | 2595 |Exon 18 | CCCCTGTCCAGCAGGAAA 34 7813 7830 3-10-5 757
599238 2580 | 2597 |Exén 18 |CGCCCCTGTCCAGCAGGA 14 7815 7832 3-10-5 | 758
599239| 2581 | 2598 |Exén 18 | ACGCCCCTGTCCAGCAGG 10 7816 7833 3-10-5 | 759
599240, 2582 | 2599 |Exén 18 | CACGCCCCTGTCCAGCAG 26 7817 7834 3-10-5 | 760
599241 2583 | 2600 |Exon 18| CCACGCCCCTGTCCAGCA 11 7818 7835 3-10-5 | 761
599242| 2584 | 2601 |Exon 18 | CCCACGCCCCTGTCCAGC 24 7819 7836 3105 | 762
599243 2585 | 2602 |Exén 18| TCCCACGCCCCTGTCCAG 23 7820 7837 3-10-5 763
599244 2586 | 2603 |Exén 18| ATCCCACGCCCCTGTCCA 29 7821 7838 3-10-5 | 764
599245 2587 | 2604 |Exon 18 | AATCCCACGCCCCTIGTICC 11 7822 7839 3-10-5 | 765
599246| 2588 | 2605 |Exon 18| CAATCCCACGCCCCTGTC 0 7823 7840 3-10-5 | 766
599247| 2589 | 2606 |Exon 18| TCAATCCCACGCCCCTGT 21 7824 7841 3-10-5 | 767
599248| 2590 | 2607 |Exon 18 | TTCAATCCCACGCCCCTG 0 7825 7842 3-10-5 | 768
599249| 2591 | 2608 |Exon 18 | ATTCAATCCCACGCCCCT 9 7826 7843 3-10-5 | 769
599250 2592 | 2609 |Exon 18| AATTCAATCCCACGCCCC 4 7827 7844 3-10-5 | 770
599251| 2593 | 2610 |Exon 18| TAATTCAATCCCACGCCC 12 7828 7845 3-10-5 | 771
509252| 2594 | 2611 |Exon 18| TTAATTCAATCCCACGCC 2 7829 7846 3-10-5 | 772
599253 2595 | 2612 |Exon 18 | TTTAATTCAATCCCACGC 28 7830 7847 3-10-5 | 773
599254 2596 | 2613 |Exén 18| TTTTAATTCAATCCCACG 27 7831 7848 3-10-5 | 774
599255 2597 | 2614 |Exén 18| GTTTTAATTCAATCCCAC 38 7832 7849 3-10-5 | 775
599256\ 2598 | 2615 |Exon 18| TGTTTTAATTCAATCCCA 36 7833 7850 3-10-5 | 776
599257| 2599 | 2616 |Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATCCC 48 7834 7851 3-10-5 777
599258 2600 | 2617 |Exon 18 | GCTGTTTTAATTCAATCC 19 7835 7852 3-10-5 | 778
599259 2601 | 2618 |Exon 18 | AGCTGTTTTAATTCAATC 36 7836 7853 3105 | 779
599260| 2602 | 2619 |Exén 18| CAGCTGTTTTAATTCAAT 58 7837 7854 3-10-5 | 780
599261 2603 | 2620 |Exon 18 | GCAGCTGTTITTAATTCAA 35 7838 7855 3-10-5 | 781
532917| 2604 | 2623 |Exon 18 GTCGCAGCmeTAATT 96 7839 7858 5-10-5 | 317
599262| 2604 | 2621 |Exén 18| CGCAGCTGTTITTAATTCA 52 7839 7856 3-10-5 | 782
599263| 2605 | 2622 |Exén 18| TCGCAGCTGTTTTAATTC 66 7840 7857 3-10-5 | 783
599264| 2606 | 2623 |Exon 18| GTCGCAGCTGTTTTAATT 48 7841 7858 3-10-5 | 784
599265 2607 | 2624 |Exén 18| TGTCGCAGCTGTTTTAAT 46 7842 7859 3-10-5 | 792
599205 2607 | 2624 |Exon 18| TGTCGCAGCTGTTTTAAT 83 7842 7859 5-8-5 792
599266| 2608 | 2625 |Exon 18| TTGTCGCAGCTGTTTTAA 76 7843 7860 3-10-5 793
599206| 2608 | 2625 |Exon 18| TTGTCGCAGCTGTTTTAA 90 7843 7860 5-8-5 793
599267| 2609 | 2626 |Exén 18| GTTGTCGCAGCTGTTTTA 53 7844 7861 3-10-5 | 794
599207| 2609 | 2626 |Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTTTA 82 7844 7861 5-8-5 794
599268 2610 | 2627 |Exén 18| TGTTGTCGCAGCTGTITT 58 7845 7862 3-10-5 | 795
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Sitio de |Sitio de| Sitio de Sitio de
N.° inicio |parada| Regién Secuencia % inicio arada SEQ| Motivo SEQID
ISIS | SEQID |[SEQID| diana inhibicion | SEQ ID pIDNO'2 NO:
NO: 1 | NO: 1 NO: 2 :
599208 2610 | 2627 |Exé6n 18| TGTTGTCGCAGCTGTTTT 70 7845 7862 5-8-5 795
Exon 18 /
599269| 2611 | 2628 |Repeticio| TTGTTGTCGCAGCTGTTT 38 np np 3-10-5 | 796
n
Exon 18 /
599209 2611 | 2628 |Repeticio| TTGTTGTCGCAGCTGTTT 50 np np 5-8-5 796
n
Exon 18/
599270| 2612 | 2629 |Repeticis| TTTGTTGTCGCAGCTGTT 46 np np 3-10-5 797
n
Exoén 18/
599210| 2612 | 2629 |Repeticio| T TTGTTGTCGCAGCTGTT 76 np np 5-8-5 797
n
Exon 18/
599271 2613 | 2630 |Repeticio| TTTTGTTGTCGCAGCTGT 64 np np 3-10-5 798
n
Exén 18 /
599211| 2613 | 2630 |Repeticis| TTTTGTTGTCGCAGCTGT 78 np np 5.8.5 798
n
Exén 18 /
599272| 2614 | 2631 |Repeticio| TTTTTGTTGTCGCAGCTG 89 np np 3-10-5 799
n
Exén 18 / o
599212| 2614 | 2631 |Repeticis| TTTTTGTTGTCGCAGCTG 84 np np 5-8-5 799
n
Tabla 140
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
Sitio de i:gg; Sitio de izir‘;gg
inicio Regién . % inicio . |SEQID
N-2ISIS Iseq 1p| SEQ | giana Secuencia inhibicien |SEQ ID| SEQ | Motivo "\,
NO: 1 [P NO: NO: 2 |'D NO:
) 1 ) 2
] ATAGAAAACCCAAATCCTC
599511 | 2552 | 2571 | Exo6n 18 A 38 7787 | 7806 | 6-8-6 | 410
599389 | 2553 | 2572 | Exon 18 |TATAGAAAACCCAAATCCTIC 80 7788 | 7807 | 6-8-6 | 411
599390 | 2554 | 2573 | Exon 18 |TTATAGAAAACCCAAATCCT 92 7789 | 7808 | 6-8-6 | 412
599391 | 2555 | 2574 | Exon 18 |CTTATAGAAAACCCAAATCC 90 7790 | 7809 | 6-8-6 | 413
599392 | 2556 | 2575 | Ex6n 18 |CCTTATAGAAAACCCAAATC 87 7791 | 7810 | 6-8-6 | 414
599393 | 2557 | 2576 | Exon 18 |CCCTTATAGAAAACCCAAAT 87 7792 | 7811 | 6-8-6 | 415
CCCCTTATAGAAAACCCAA
599394 | 2558 | 2577 | Exo6n 18 A 74 7793 | 7812 | 6-8-6 | 416
) ACCCCTTATAGAAAACCCA
599395 | 2559 | 2578 | Exon 18 A 78 7794 | 7813 | 6-8-6 | 417
. AACCCCTTATAGAAAACCC
599396 | 2560 | 2579 | Exo6n 18 A 77 7795 | 7814 | 6-8-6 | 418
. AAACCCCTTATAGAAAACC
599397 | 2561 | 2580 | Exon 18 C 89 7796 | 7815 | 6-8-6 | 419
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Sitio de szgg: Sitio de iiat\i;g:
o inicio Region . % inicio . |SEQID
N2ISIS Iseq 1D |§Ir5\1%- diana Secuencia inhibicién | SEQ ID |§||E\1%- Motivo | “No.
NO: 1 1 ’ NO: 2 > ’
GAAACCCCTTATAGAAAAC
509308 | 2562 | 2581 | Exon 18 o 90 | 7797 | 7816 | 6-8-6 | 420
GGAAACCCCTTATAGAAAA
500399 | 2563 | 2582 | Exon 18 c 91 7798 | 7817 | 6-8-6 | 421
AGGAAACCCCTTATAGAAA
500400 | 2564 | 2583 | Exon 18 N 88 | 7799 | 7818 | 6-8-6 | 422
AGGAAA TTATAGAA
500401 | 2565 | 2584 | Exon 18 | 00 CCSC G 85 | 7800 | 7819 | 6-8-6 | 423
fa
, GCAGGAAACCCCTTATAGA
509402 | 2566 | 2585 | Exon 18 A 77 | 7801 | 7820 | 6-8-6 | 424
— |AGCAGGAAACCCCTTATAG
509403 | 2567 | 2586 | Exon 18 A 85 | 7802 | 7821 | 6-8-6 | 425
. CAGCAGGAAACCCCTTATA
509404 | 2568 | 2587 | Exon 18 p 90 | 7803 | 7822 | 6-8-6 | 426
4
CCAGCAGGAAACCCCTTAT
500405 | 2569 | 2588 | Exon 18 \ 80 | 7804 | 7823 | 6-8-6 | 427
r
599406 | 2570 | 2589 | Exén 18 | TCCAGCAGGAAACCCCTTAT 72 | 7805 | 7824 | 6-8-6 | 428
509407 | 2571 | 2590 | Exon 18 (’T((‘L\(’(A(’:AA‘L\(‘C(UT 87 | 7806 | 7825 | 6-8-6 | 237
509408 | 2572 | 2591 | Exén 18 | TGTCCAGCAGGAAACCCCTT 87 | 7807 | 7826 | 6-8-6 | 429
599400 | 2573 | 2592 | Exon 18 |CTGTCCAGCAGGAAACCCCT | 83 | 7808 | 7827 | 6-8-6 | 430
"CTGTCCAGCAGGAAACCC
599410 | 2574 | 2593 | Exon 18 | o O CE (J(C GGAAACCL 88 7809 | 7828 | 6-8-6 | 431
] CCCTGTCCAGCAGGAAACC
509411 | 2575 | 2594 | Exon 18 c 45 | 7810 | 7829 | 6-8-6 | 432
] CCCCTIGICCAGCAGGAAAC
509412 | 2576 | 2595 | Exon 18 c 66 | 7811 | 7830 | 6-8-6 | 433
GCCCCTGTCCAGCAGGAAA
509413 | 2577 | 2596 | Exon 18 CCCTG CCC GG 02 | 7812 | 7831 | 6-8-6 | 238
TGTCCAGCAGGAA
500414 | 2578 | 2507 | Exon 18 | COCCCCTC (iC GCAGG 92 | 7813 | 7832 | 6-8-6 | 434
. ACGCCCCTGTCCAGCAGGA
500415 | 2579 | 2598 | Exon 18 \ 87 | 7814 | 7833 | 6-8-6 | 435
CACGCCCCTGTCCAGCAGG
500416 | 2580 | 2599 | Exon 18 N 91 7815 | 7834 | 6-8-6 | 436
500417 | 2581 | 2600 | Exon 18 |CCACGCCCCTGTCCAGCAGG 84 | 7816 | 7835 | 6-8-6 | 437
509357 | 2582 | 2600 | Ex6n 18 | CCACGCCCCTGTCCAGCAG 88 | 7817 | 7835 | 5-9-5 | 708
509418 | 2582 | 2601 | Exén 18 |CCCACGCCCCTGTCCAGCAG 85 | 7817 | 7836 | 6-8-6 | 438
500358 | 2583 | 2601 | Ex6n 18 | CCCACGCCCCTGTCCAGCA 86 | 7818 | 7836 | 5-9-5 | 709
509419 | 2583 | 2602 | Exén 18 | TCCCACGCCCCTGTCCAGCA 91 7818 | 7837 | 6-8-6 | 833
509359 | 2584 | 2602 | Ex6n 18 | TCCCACGCCCCTGTCCAGC 85 | 7819 | 7837 | 5-9-5 | 834
509420 | 2584 | 2603 | Ex6n 18 | ATCCCACGCCCCTGTCCAGC o1 7819 | 7838 | 6-8-6 | 440
599360 | 2585 | 2603 | Exén 18 | ATCCCACGCCCCTGTCCAG 89 | 7820 | 7838 | 5-9.5 | 711
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siocadlode | [stogefSiode
NO: 1 1 ) NO: 2 > )
599421 | 2585 | 2604 | Exén 18 | AATCCCACGCCCCTGTCCAG 87 7820 | 7839 | 6-8-6 | 441
599361 | 2586 | 2604 | Exén 18 | AATCCCACGCCCCTGTCCA 89 7821 | 7839 | 5-9-5 | 712
599422 | 2586 | 2605 | Exén 18 | CAATCCCACGCCCCTGTCCA 90 7821 | 7840 | 6-8-6 | 442
599362 | 2587 | 2605 | Exén 18 | CAATCCCACGCCCCTGTCC 94 7822 | 7840 | 5-9-5 | 713
599423 | 2587 | 2606 | Exon 18 | TCAATCCCACGCCCCTGTCC 85 7822 | 7841 | 6-8-6 | 841
599363 | 2588 | 2606 | Exon 18 | TCAATCCCACGCCCCTGTC 88 7823 | 7841 | 5-9-5 | 714
599424 | 2588 | 2607 | Exon 18 | TTCAATCCCACGCCCCTGTC 88 7823 | 7842 | 6-8-6 | 444
599364 | 2589 | 2607 | Exén 18 |TTCAATCCCACGCCCCTGT 88 7824 | 7842 | 5-9-5 | 715
599425 | 2589 | 2608 | Exén 18 | ATTCAATCCCACGCCCCTGT 68 7824 | 7843 | 6-8-6 | 445
599365 | 2590 | 2608 | Exon 18 | ATTCAATCCCACGCCCCTG 48 7825 | 7843 | 5-9-5 | 716
599426 | 2590 | 2609 | Exén 18 | AATTCAATCCCACGCCCCTG 55 7825 | 7844 | 6-8-6 | 446
599366 | 2591 | 2609 | Exén 18 | AATTCAATCCCACGCCCCT 28 7826 | 7844 | 5-9-5 | 717
599427 | 2591 | 2610 | Exén 18 | TAATTCAATCCCACGCCCCT 13 7826 | 7845 | 6-8-6 | 849
599367 | 2592 | 2610 | Exén 18 | TAATTCAATCCCACGCCCC 21 7827 | 7845 | 5-9-5 | 718
599428 | 2592 | 2611 | Exon 18 |TTAATTCAATCCCACGCCCC 39 7827 | 7846 | 6-8-6 | 448
599368 | 2593 | 2611 | Exén 18 | TTAATTCAATCCCACGCCC 20 7828 | 7846 | 5-9-5 | 719
599429 | 2593 | 2612 | Ex6n 18 |TTTAATTCAATCCCACGCCC 18 7828 | 7847 | 6-8-6 | 449
599369 | 2594 | 2612 | Exon 18 | TTTAATTCAATCCCACGCC 78 7829 | 7847 | 5-9-5 | 720
599430 | 2594 | 2613 | Ex6n 18 | TTTTAATTCAATCCCACGCC 24 7829 | 7848 | 6-8-6 | 450
599370 | 2595 | 2613 | Ex6n 18 | TTTTAATTCAATCCCACGC 25 7830 | 7848 | 5-9-5 | 721
599431 | 2595 | 2614 | Ex6n 18 |GTTTTAATTCAATCCCACGC 30 7830 | 7849 | 6-8-6 | 451
599371 | 2596 | 2614 | Ex6n 18 | GTTTTAATTCAATCCCACG 84 7831 | 7849 | 5-9-5 | 722
599432 | 2596 | 2615 | Ex6n 18 | TGTTTTAATTCAATCCCACG 29 7831 | 7850 | 6-8-6 | 452
599372 | 2597 | 2615 | Ex6n 18 | TGTTTTAATTCAATCCCAC 83 7832 | 7850 | 5-9-5 | 723
599373 | 2598 | 2616 | Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATCCCA 81 7833 | 7851 | 5-9-5 | 724
599374 | 2599 | 2617 | Exén 18 |GCTGTTTTAATTCAATCCC 26 7834 | 7852 | 5-9-5 | 725
599375 | 2600 | 2618 | Exén 18 | AGCTGTTTTAATTCAATCC 26 7835 | 7853 | 5-9-5 | 726
599376 | 2601 | 2619 | Exén 18 | CAGCTGTTTTAATTCAATC 62 7836 | 7854 | 5-9-5 | 727
599377 | 2602 | 2620 | Exon 18 | GCAGCTGTTTTAATTCAAT 21 7837 | 7855 | 5-9-5 | 728
599378 | 2603 | 2621 | Exén 18 | CGCAGCTGTTTTAATTCAA 90 7838 | 7856 | 5-9-5 | 729
532917 | 2604 | 2623 | Ex6n 18 |GTCGCAGCTGTTTTAATTCA 95 7839 | 7858 |5-10-5| 867
599379 | 2604 | 2622 | Exon 18 | TCGCAGCTGTTTTAATTCA 88 7839 | 7857 | 5-9-5 | 730
599380 | 2605 | 2623 | Exén 18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTC 37 7840 | 7858 | 5-9-5 | 869
599381 | 2606 | 2624 | Exon 18 | TGTCGCAGCTGTTTTAATT 33 7841 | 7859 | 5-9-5 | 732
599382 | 2607 | 2625 | Exon 18 | TTGTCGCAGCTGTTTTAAT 81 7842 | 7860 | 5-9-5 | 733
599383 | 2608 | 2626 | Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTTTAA 54 7843 | 7861 | 5-9-5 | 734
599384 | 2609 | 2627 | Exén 18 | TGTTGTCGCAGCTGTTTTA 85 7844 | 7862 | 5-9-5 | 873
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Sitio de Spggg: Sitio de igi;g:

o inicio Region . % inicio . |SEQ
N-2ISIS IsEq 1p| SEQ | giana Secuencia inhibicion |SEQ ID| SEQ | Motivo 7y,
D5 No: D5 No:

NO: 1 NO: 2
1 2

599385 | 2610 | 2628 ngsgtil?éa TTGTTGTCGCAGCTGTTTT | 59 o | np | 5-95| 736

599386 | 2611 | 2629 FEX"’“.1?3,’ TTTGTTGTCGCAGCTGTTT | 81 np | np | 5-95| 737
epeticion

599387 | 2612 | 2630 FE“”.@/ TTTTGTTGTCGCAGCTGTT | 80 o | np | 595 | 738
epeticion

599388 | 2613 | 2631 ngsgtil?éa TTTTTGTTGTCGCAGCTGT | 84 o | np | 595 | 739

Ejemplo 120: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento
humano (CFB) y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Se
transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporaciéon con
oligonucleétido antisentido 1.000 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se us6
el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB
se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuacion se disefiaron
como oligonucledtidos desoxi, MOE y (S)-cEt. Los oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt tienen una longitud de
16 nucledsidos en los que el nucledsido tiene una modificacion glucidica MOE, una modificacion glucidica (S)-cEt
o bien una modificacién desoxi. La columna 'Quimica’ describe las modificaciones glucidicas de cada
oligonucleétido, 'k’ indica una modificacién glucidica (S)-cEt; 'd" indica desoxirribosa; y 'e' indica una modificacién
MOE.

"Sitio de inicio" indica el nucledsido mas hacia 5' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. "Sitio
de parada” indica el nucledsido mas hacia 3' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada
gapmero enumerado en las tablas a continuacién se dirige al ARNm de CFB humano, designado en el presente
documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia gendémica de CFB
humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK NT_007592.15
truncada de los nucledtidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucledtido antisentido no se
dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.

Tabla 141

Inhibicion de ARNm de CFB por oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

Sitio -
Sitio | de sitio | Sttio
de |para o de de
N.° |inicio| da | Region Secuencia inh/iobi- Inicio pcairaa- Motivo SIEDQ
ISIS| SEQ [SEQ| diana - SEQ .
cion SEQ NO:
ID | ID ID D
NO: 1|NO: NO: 2 NO: 2

5?35 2551 [2566| Exon 18 | AAACCCAAATCCTCAT | 11 | 7786 | 7801 | ekkeckkdddddddkk | 557

5‘1’25 2553 [2568 Exon 18 | GAAAACCCAAATCCTC | 13 | 7788|7803 | ckkeckkdddddddkk | 801

5?25 2555 2570| Exon 18 | TAGAAAACCCAAATCC | 54 | 7790 | 7805 | ekkeekkdddddddkk | 559
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site | a6 Siti | Sitio
.| de fparaj 0% | 98 pgrea- SEQ
Sis| SEG [SEQ| dana Secuenia b\ GEG [ e | Mawe | D

ID | ID D | SE

NO: 1| NO: NO: 2| D
5998 2550 2574 Exon 18| CTTATAGAAAACCCAA | 16 | 7794 | 7809 | ckkeekkdddddddkk | 561
5??5 2560 [2575| Exon 18 | CCTTATAGAAAACCCA | 29 | 7795|7810 | ekkeekkdddddddkk | 562
%737 2561 (2576 Exon 18 | CCCTTATAGAAAACCC | 55 |7796 | 7811 | ekkeekkdddddddkk | 563
P99 2562 [2577| Exon 18 | CCCCTTATAGAAAACC | 31 | 7797 | 7812 | ckkeckkdddddddkk | 564
°50% 2563 [2578| Exon 18 | ACCCCTTATAGAAAAC | 14 | 7798 | 7813 | ekkeekkdddddddkk | 565
2999 2564 2579 Exon 18 | AACCCCTTATAGAAAA | 9 |7799 | 7814 | ckkeckkdddddddkk | 566
%9991 2565 (2580 Exon 18 | AAACCCCTTATAGAAA | 8 |7800 | 7815 | ekkeekkdddddddkk | 567
%037 2566 (2581 Exon 18 | GAAACCCCTTATAGAA | 6 |7801 | 7816 | ckkeekkdddddddkk | 568
5995 2567 [2582| Exon 18 | GGAAACCCCTTATAGA | 14 | 7802 | 7817 | ckkeckkdddddddkk | 569
5225 2568 [2583| Exon 18 | AGGAAACCCCTTATAG | 6 |7803 7818 | ckkeekkdddddddkk | 570
%000 2569 [2584| Exon 18 | CAGGAAACCCCTTATA | 16 | 7804 | 7819 | ekkeekkdddddddkk | 571
%9991 2570 [2585( Exon 18 | GCAGGAAACCCCTTAT | 0 | 7805 | 7820 | ckkeckkdddddddkk | 572
5999 2571 fosss| Exon 18 | AGCAGGAAACCCCTTA | 6 | 7806 | 7821 | ckkeckkdddddddkk | 573
5999 2572 foss7| Exon 18 | CAGCAGGAAACCCCTT | 6 | 7807 | 7822 | ekkeckkdddddddkk | 574
5995 2574 |2589) Exon 18| TCCAGCAGGAAACCCC | 29 | 7809 | 7824 | ckkeckkdddddddkk | 576
%999 2575 2500 Exon 18 | GTCCAGCAGGAAACCC | 64 |7810 | 7825 | ekkeekkdddddddkk | 577
25571 2576 [2591| Exon 18 | TGTCCAGCAGGAAACC | 43 | 7811 | 7826 | ekkeekkdddddddkk | 578
%037 2577 2592 Exon 18 | CTGTCCAGCAGGAAAC | 25 |7812 | 7827 | ekkeekkdddddddkk | 820
P99 2578 [2593| Exon 18 | CCTGTCCAGCAGGAAA | 12 | 7813 | 7828 | ckkeckkdddddddkk | 580
°oo] 2580 [2595| Exon 18 | CCCCTGTCCAGCAGGA | 16 | 7815 | 7830 | ekkeekkdddddddkk | 582
5998 2562 [2507| Exon 18 | CGCCCCTGTCCAGCAG | 27 | 7817 | 7832 | ckkeekkdddddddkk | 584
5235 2583 [2598| Exén 18 | ACGCCCCTGTCCAGCA | 35 |7818 | 7833 | ckkeekkdddddddkk | 585
5999 2584 [o599| Exon 18 | CACGCCCCTGTCCAGC | 26 | 7819 | 7834 | ekkeekkdddddddkk | 586
5995/ 2585 [2600] Exon 18 | CCACGCCCCTGTCCAG | 33 | 7820 | 7835 | ckkeekkdddddddkk | 587
0099 2586 2601 Exon 18 | CCCACGCCCCTGTCCA | 27 | 7821 | 7836 | ekkeekkdddddddkk | 588
0999 2587 2602 Exon 18 | TCCCACGCCCCTGTCC | 52 | 7822 | 7837 | ekkeekkdddddddkk | 589
0999/ 2588 2603 Exon 18 | ATCCCACGCCCCTGTC | 16 | 7823 | 7838 | ekkeekkdddddddkk | 590
2099/ 2589 2604 Exon 18 | AATCCCACGCCCCTGT | 19 | 7824 | 7839 | ekkeekkdddddddkk | 591
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site | a6 Siti | Sitio

de |para de | 9
N.° | inicio | da | Region Secuencia int:/iobi- inicio | P32 Motivo SE)Q
ISIS SIEDQ SIIIEDQ diana cion SIEDQ SEQ NO:

NO: 1/NO: NO: 2|\,
5225 2590 2605 Exon 18 | CAATCCCACGCCCCTG | 33 | 78257840 | ekkeekkdddddddkk | 831
o020 2591 2606 Exon 18 | TCAATCCCACGCCCCT | 24 | 7826 | 7841 | ekkeekkdddddddkk | 593
O0e)| 2592 2607| Exon 18 | TTCAATCCCACGCCCC | 54 | 7827 | 7842 | ekkeekkdddddddkk | 594
0999 2593 2608 Exon 18 | ATTCAATCCCACGCCC | 87 |7828 | 7843 | ekkeekkdddddddkk | 595
o953 2594 [2609| Exon 18 | AATTCAATCCCACGCC | 79 | 7829 | 7844 | ekkeekkdddddddkk | 596
o0o3 2595 [2610| Exon 18 | TAATTCAATCCCACGC | 62 | 7830 | 7845 | ckkeckkdddddddkk | 597
0299 2596 2611 Exon 18 | TTAATTCAATCCCACG | 52 |7831 | 7846 | ckkeekkdddddddkk | 598
5993 2507 fp612| Exon 18 | TTTAATTCAATCCCAC | 27 | 7832 | 7847 | ckkeckkdddddddkk | 599
5999 2507 [2613| Exén 18 | TTTTAATTCAATCCCAC | 90 | 7832 | 7848 | ecekkdddddddkkeee | 662
5225 2598 2613 Exon 18 | TTTTAATTCAATCCCA 92 | 7833 | 7848 | ekkeekkdddddddkk | 600
5999 2508 fo614| Exon 18 | GTTTTAATTCAATCCCA | 88 | 7833 | 7849 | ceekkdddddddkkeee | 663
0995 2599 2614 Exon 18| GTTTTAATTCAATCCC | 91 | 7834 | 7849 | ckkeckkdddddddkk | 601
5993 2500 [2615| Exon 18 | TGTTTTAATTCAATCCC | 79 | 7834 | 7850 | ecekkdddddddkkeee | 664
59951 2600 2615/ Exon 18 | TGTTTTAATTCAATCC | 90 | 7835 | 7850 | ekkeekkdddddddkk | 602
5995 2600 [2616| Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATCC | 79 | 7835 | 7851 | ceckkdddddddkkeee | 665
5225 2601 2616 Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATC 79 | 7836 | 7851 | ckkeekkdddddddkk | 846
52?5 2601 [2617| Exon 18 | GCTGTTTTAATTCAATC | 90 |7836 | 7852 | eeekkdddddddkkeee | 666
ooa 2602 [2617) Exon 18 | GCTGTTTTAATTCAAT | 47 | 7837 | 7852 | ekkeekkdddddddkk | 604
5225 2602 2618 Exon 18 | AGCTGTTTTAATTCAAT | 89 | 7837|7853 |ececkkdddddddkkeee | 849
5235 2603 [2618| Exon 18 | AGUTGTTTTAATTCAA 67 | 7838 | 7853 | ckkeekkdddddddkk | 850
5995 2603 2619 Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCAA | 49 | 7838 | 7854 | cockkdddddddkkeee | 668
%929 2604 (2623 Exon 18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | 78 | 7839 | 7858 CCCCCdddigdddddccc 317
5995/ 2604 [2619| Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCA | g0 | 7839 | 7854 | ckkeekkdddddddkk | 606
0999 2604 2620 Exén 18| GCAGCTGTTTTAATTCA | 66 | 7839 | 7855 | ceckkdddddddkkece | 669
59951 2605 [2620) Exon 18 | GCAGCTGTTTTAATTC | 38 | 7840 | 7855 | ckkeckkdddddddkk | 607
59991 2605 (2621 Exon 18 | CGCAGCTGTTTTAATTC | 80 |7840 | 7856 | ecekkdddddddkkeee | 670
5999 2606 fp621| Exon 18 | CGCAGCTGTTTTAATT | 16 | 7841 | 7856 | ckkeckkdddddddkk | 608
Poo| 2606 [2622| Exon 18 | TCGCAGCTGTTTTAATT | 78 | 7841 | 7857 | ceekkdddddddkkeee | 671
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n

Sitio "
Sitio | de Sitio | Sitio
de |para de de
I - % |..- |para- SEQ
N.° | inicio | da | Region Secuencia inhibi-| M0 | " 4a Motivo ID
ISIS| SEQ |SEQ| diana 0| sEQ _
D D cion D SI%Q NO:
NO: 1 N1O: NO: 2|5,
52?5 2607 [2622| Exén 18 | TCGCAGCTGTTTTAAT 58 | 7842 | 7857 | ekkeekkdddddddkk | 609
5235 2607 [2623 Exén 18 | GTCGCAGCTGTTTTAAT | 81 |7842 | 7858 | ceekkdddddddkkeee | 672
0888 2608 [2623| Exon 18 | GTCGCAGCTGTTTTAA | 02 | 7843 | 7858 | cokddddddddddkke | 610
5225 2608 |2623| Exon 18 | GTCGCAGCTGTTTTAA 78 | 7843 | 7858 | ekkeekkdddddddkk | 610
5995 2608 2624 Exon 18| TGTCGCAGCTGTTTTAA | 81 | 7843 | 7859 | ceckkdddddddkkeee | 673
59951 2600 2624 Exon 18 | TGTCGCAGCTGTTTTA | 86 | 7844 | 7859 | ckkeekkdddddddkk | 611
5235 2609 [2625| Exon 18 | TTGTCGCAGCTGTTTTA | 75 | 7844 | 7860 |ceckkdddddddkkeee | 674
5225 2610 2625 Exon 18 | TTGTCGCAGCTGTTTT | 75 | 7845 | 7860 | ckkeekkdddddddkk | 612
5385 2610 [2626| Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTTT | 88 | 7845 | 7861 | ecekkdddddddkkeee | 675
5225 2611 2626 Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGTTT | 65 | 7846 | 7861 | ekkeckkdddddddkk | 613
53?5 2611 [2627] Exén 18 | TGTTGTCGCAGCTGTTT | 94 | 7846 | 7862 | ecekkdddddddkkeee | 676
5225 2612 12627 Exon 18 | TGTTGTCGCAGCTGTT | 72 | 7847|7862 | ekkeekkdddddddkk | 614
5995 EXON A8 /| e
g | 2612 [2628|Repeticio I'TGTTGTCGCAGCTGT 90 np np |ceckkdddddddkkeee| 677
n
5995 Exén 18/
g7 | 2613 2628 Repeticio TTGTTGTCGCAGCTGT 82 np | np |ckkeekkdddddddkk| 615
n
5995 Exon 18 /| TGTTGTCGCAGCTGT
g3 | 2613 [2629 Repeticio 95 | np | np |ceckkdddddddkkeee | 678
n
5995 Exén 18/
68 | 2614 2629 Repeticid TTTGTTGTCGCAGCTG 92 | np | np |ekkeekkdddddddkk | 616
n
5995 Exén 18/
g4 | 2614 [2630| Repeticio TITTGTTGTCGCAGCTG | 86 | np | np |eeckkdddddddkkeee| 679
n
5995 Exoén 18/
69 | 2615 [2630| Repeticio TITTGTTGTCGCAGCT 89 | np | np | ekkeekkdddddddkk | 617
n
5995 Exén 18/ .
g5 | 2615 2631 Repeticio TTTTTGTTGTCGCAGCT 76 | np | np |ecekkdddddddkkeee| 680
n
5995 Exoén 18/ e .
70 2616 [2631|Repeticio| TTTTTGTTGTCGCAGC 95 np np |ekkeckkdddddddkk | 618

Ejemplo 121: inhibicion antisentido del factor B del complemento humano (CFB) en células HepG2 por
gapmeros MOE

Se disefiaron oligonucledtidos antisentido adicionales dirigidos al acido nucleico del factor B del complemento
humano (CFB) y se sometieron a prueba para determinar sus efectos sobre el ARNm de CFB in vitro. Los
oligonucledtidos antisentido se sometieron a prueba en una serie de experimentos que tuvieron condiciones de
cultivo similares. Los resultados de cada experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion.
Se transfectaron células HepG2 cultivadas a una densidad de 20.000 células por pocillo usando electroporacion
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con oligonucleétido antisentido 500 nM. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 24 horas, se
aislo el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se uso
el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB
se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se
presentan como porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

Los oligonucledtidos antisentido quiméricos recientemente disefiados en las tablas a continuaciéon se disefiaron
como oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt, o como gapmeros 5-8-5 MOE, 5-9-5 MOE, 5-10-5 MOE, 6-7-6- MOE,
3-10-5 MOE o 6-8-6 MOE.

Los oligonucledtidos desoxi, MOE y (S)-cEt tienen una longitud de 16 nucledsidos en los que el nucledsido tiene
una modificaciéon glucidica MOE, una modificacion glucidica (S)-cEt o bien una modificacion desoxi. La columna
'‘Quimica’ describe las modificaciones glucidicas de cada oligonucleétido, 'k' indica una modificacién glucidica (S)-
cEt; 'd' indica desoxirribosa; y 'e' indica una modificaciéon MOE.

Los gapmeros 5-8-5 MOE tienen una longitud de 18 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central
comprende ocho 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5' y la direccion 3' que
comprenden cinco nucleésidos cada uno. Los gapmeros 5-9-5 MOE tienen una longitud de 19 nucledsidos, en los
que el segmento de hueco central comprende nueve 2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en
la direccién 5' y la direccion 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno. Los gapmeros 5-10-5 MOE tienen
una longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende diez 2'-desoxinucledsidos y
se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5' y la direccién 3' que comprenden cinco nucledsidos cada uno.
Los gapmeros 3-10-5 MOE tienen una longitud de 18 nucledsidos, en los que el segmento central comprende diez
2'-desoxinucledsidos y se flanquea por segmentos de ala en la direccion 5'y la direccion 3' que comprenden tres
y cinco nucledsidos respectivamente. Los gapmeros 6-7-6 MOE tienen una longitud de 19 nucleésidos, en los que
el segmento de hueco central comprende siete 2'-desoxinucleésidos y se flanquea por segmentos de ala en la
direccion 5' y la direccion 3' que comprenden seis nucleésidos cada uno. Los gapmeros 6-8-6 MOE tienen una
longitud de 20 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central comprende ocho 2'-desoxinucleésidos y se
flanquea por segmentos de ala en la direccién 5' y la direcciéon 3' que comprenden seis nucledsidos cada uno.
Cada nucledsido en el segmento de ala 5' y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacién 2'-
MOE. Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los
residuos de citosina en cada gapmero son 5-metilcitosinas.

"Sitio de inicio" indica el nucledsido mas hacia 5' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. "Sitio
de parada” indica el nucledsido mas hacia 3' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica humana. Cada
gapmero enumerado en las tablas a continuacion se dirige al ARNm de CFB humano, designado en el presente
documento como SEQ ID NO: 1 (n.° de acceso GENBANK NM_001710.5) o bien a la secuencia genémica de CFB
humano, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 2 (n.° de acceso GENBANK NT_007592.15
truncada de los nucledtidos 31852000 a 31861000), o a ambos, 'np' indica que el oligonucledtido antisentido no se
dirige a esa secuencia génica particular con un 100 % de complementariedad.

Tabla 142

Inhibicion de ARNm de CFB por oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

Sitio | Sitio sitio | Sitio

de o de

de ara- k| de para-
N.° |inicio pda Regién Secuencia inhi-| inicio da Motivo SEQID
ISIS | SEQ diana bi- | SEQ NO:

D | SEQ cion| 1D | SEQ

. ID . ID

NO: 1N 1 NO:2|\o: 2
6g;1 2551 2566 |Exon 18] AAACCCAAATCCTCAT | 22 | 7786 | 7801 | eckkddddddddkkee | 557
6?;2 2551 | 2566 |Exon 18] AAACCCAAATCCTCAT | 21 | 7786 | 7801 | eekkddddddddkkee | 557
62;1 2552| 2567 |Exon 18] AAAACCCAAATCCTCA | 27 | 7787 | 7802 | eckkddddddddkkee 800
6(1);2 2552 | 2567 |Exdn 18| AAAACCCAAATCCTCA | 19 | 7787 | 7802 | eekkddddddddkkee 800
ngﬂ 2553 2568 |Exon 18| GAAAACCCAAATCCTC | 23 | 7788 | 7803 | eckkddddddddkkee | 558
6(2)(1)2 2553| 2568 |Exon 18| GAAAACCCAAATCCTC | 24 | 7788 | 7803 | cekkddddddddkkee | 558
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Sitio S(;io Sitio S(;t(if
N.° in?go pfj';a' Regién Secuencia ir:ﬁi- in(ijgo pfj';a' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana Cti)(;-n SE)Q SIEDQ NO:
NO: 1 NO: 1 NO: 2 NO: 2
601712554 2569 |Exon 18| AGAAAACCCAAATCCT | 20 | 7789 | 7804 | eckkddddddddkkee | 801
6212 2554 2569 |[Exon 18| AGAAAACCCAAATCCT | o | 7789 | 7804 | eckkddddddddkkee | 801
001" | 2555/ 2570 |Exon 18| TAGAAAACCCAAATCC | 11 | 7790 | 7805 | eckkddddddddkkee | 559
6(2);2 2555| 2570 |[Exon 18] TAGAAAACCCAAATCC | 23 | 7790 | 7805 | eckkddddddddkkee | 559
0011|2556 | 2571 |Exon 18] ATAGAAAACCCAAATC | 9 | 7791 | 7806 | eckkddddddddkkee | 560
0012 12556| 2571 |Exon 18 ATAGAAAACCCAAATC | 0 | 7791 | 7806 | eckkddddddddkkee | 560
0011 12567| 2572 |Exon 18] TATAGAAAACCCAAAT | 0 | 7792 | 7807 | eckkddddddddikee | 802
6(2)12 2557| 2572 |[Ex6n 18] TATAGAAAACCCAAAT | 0 | 7792|7807 | eckkddddddddkkee | 802
003" |2558| 2573 |Exon 18 TTATAGAAAACCCAAA | 2 | 7793 | 7808 | eckkddddddddkkee | 803
0912|2558 2573 |Exon 18 TTATAGAAAACCCAAA | 0 | 7793 | 7808 | eckkddddddddkkee | 803
62(1)1 2559| 2574 |[Exon 18| CTTATAGAAAACCCAA | 0 | 7794|7809 | eckkddddddddkkee | 561
80122659 2574 [Exon 18| CTTATAGAAAACCCAA | 0 | 7794 | 7809 | cekkddddddddkkee | 561
601" |2560| 2575 |Exon 18| CCTTATAGAAAACCCA | 1 | 7795 | 7810 | eckkddddddddkkee | 562
00121 2560| 2575 |Exon 18 CCTTATAGAAAACCCA | 14 | 7795 | 7810 | eekkddddddddikee | 562
001" |2561| 2576 |Exon 18 CCCTTATAGAAAACCC | 9 | 7796 | 7811 | eckkddddddddikee | 563
6(2);2 2561|2576 |[Exon 18| CCCTTATAGAAAACCC | 9 | 7796 | 7811 | ekkkddddddddkeee| 563
62;1 2562| 2577 |Exon 18| CCCCTTATAGAAAACC| 0 | 7797 | 7812 | eekkddddddddkkee 564
00" |2563| 2578 |Exon 18 ACCCCTTATAGAAAAC | 3 | 7798 | 7813 | eckkddddddddkkee | 565
6017|2564 | 2579 |Exon 18| AACCCCTTATAGAAAA | 0 | 7799 | 7814 | eckkddddddddkkee | 566
6017|2565 2580 |Ex6n 18| AAACCCCTTATAGAAA | 0 | 7800 | 7815 | eckkddddddddkkee | 567
001" 2566| 2581 |Exon 18 GAAACCCCTTATAGAA | 0 | 7801 | 7816 | cekkddddddddikee | 568
6011|2567 2582 |Exon 18| GGAAACCCCTTATAGA | 0 | 7802 | 7817 | eckkddddddddkkee | 569
0011|2568 2583 |Exon 18/ AGGAAACCCCTTATAG | 0 | 7803 | 7818 | eckkddddddddkkee | 570
091" |2569| 2584 |Exon 18 CAGGAAACCCCTTATA | 10 | 7804 | 7819 | eckkddddddddkkee | 571
097" 12570| 2585 |Ex6n 18 GCAGGAAACCCCTTAT | 9 | 7805 | 7820 | eckkddddddddkkee | 572
0071|2571 2586 |Exon 18/ AGCAGGAAACCCCTTA | 15 | 7806 | 7821 | eckkddddddddikee | 573
0011 |2572| 2587 |Exon 18| CAGCAGGAAACCCCTT | 29 | 7807 | 7822 | eckkddddddddkkee | 574
007" 2573| 2588 |Ex6n 18 CCAGCAGGAAACCCCT | 25 | 7808 | 7823 | eckkddddddddkkee | 575
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sitio | S1° sito | S0
N.° in?go pfj';a' Regién Secuencia ir:ﬁi- in(ijgo pfj';a' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana Cti)(;-n SE)Q SIEDQ NO:
NO: 1o 1 NO:21No: 2
001112574| 2589 |Exon 18 TCCAGCAGGAAACCCC | 15 | 7809 | 7824 | eckkddddddddkkee | 576
0011|2575 2590 |Exon 18| GTCCAGCAGGAAACCC | 18 | 7810 | 7825 | eckkddddddddkkee | 577
09711 2576| 2591 |Exn 18 TGTCCAGCAGGAAACC | 10 | 7811 | 7826 | eckkddddddddkkee | 578
6011|2577 2502 |Ex6n 18| CTGTCCAGCAGGAAAC | 11 | 7812 | 7827 | eckkddddddddkkee | 579
0011 12578| 2593 |Exén 18 CCTGTCCAGCAGGAAA | 19 | 7813 | 7828 | eekkddddddddkkee | 580
oo 2579 2594 |Exon 18 CCCTGTCCAGCAGGAA | 7 | 7814 | 7829 | eckkddddddddkkee | 581
001" |2580| 2595 |Ex6n 18/ CCCCTGTCCAGCAGGA | 3 | 7815 | 7830 | eckkddddddddkkee | 582
0971|2581 2596 |Exon 18 GCCCCTGTCCAGCAGG | 0 | 7816 | 7831 | eckkddddddddikee | 583
oo | 2582 2597 |Exon 18 CGCCCCTGTCCAGCAG | 4 | 7817 | 7832 | eckkddddddddkkee | 584
00! |2583| 2598 |Exon 18 ACGCCCCTGTCCAGCA | 14 | 7818 | 7833 | eckkddddddddkkee | 585
001" 12584| 2599 |Exon 18 CACGCCCCTGTCCAGC | 26 | 7819 | 7834 | eekkddddddddikee | 586
oo | 2585/ 2600 |Exon 18 CCACGCCCCTGTCCAG | 8 | 7820 | 7835 | eckkddddddddkkee | 587
0971 | 2586 2601 |Exon 18 CCCACGCCCCTGTCCA | 18 | 7821 | 7836 | eckkddddddddkkee | 588
0911|2587 | 2602 |Exon 18 TCCCACGCCCCTGTCC | 20 | 7822 | 7837 | eckkddddddddikee | 589
0011|2588 2603 |Exon 18 ATCCCACGCCCCTGTC | 12 | 7823 | 7838 | eckkddddddddikee | 590
0917|2589 2604 |Exon 18 AATCCCACGCCCCTGT | 33 | 7824 | 7839 | eckkddddddddikee | 591
80111 2500 2605 [Exsn 18{ CAATCCCACGCCCCTG | 52 | 7825 | 7840 | eckkddddddddickee | 592
0oy |2591| 2606 |Exon 18 TCAATCCCACGCCCCT | 46 | 7826 | 7841 | eckkddddddddikee | 593
6011 12502| 2607 |Exén 18 TTCAATCCCACGCCCC | 30 | 7827 | 7842 | eckkddddddddikee | 594
6311 2593| 2608 [Exon 18/ ATTCAATCCCACGCCC | 41 | 7828 | 7843 | eckkddddddddkkee | 595
Oox! 2594 2609 |Exon 18 AATTCAATCCCACGCC | 40 | 7829 | 7844 | eckkddddddddkkee | 596
0911|2595/ 2610 |Exon 18 TAATTCAATCCCACGC | 71 | 7830 | 7845 | eckkddddddddkkee | 597
801112506 2611 |Exon 18 TTAATTCAATCCCACG | 42 | 7831 | 7846 | cckkddddddddikee | 598
0oL |2597| 2612 |Exon 18| TTTAATTCAATCCCAC | 63 | 7832 | 7847 | eckkddddddddikee | 599
093" | 2598 2613 |Exon 18 TTTTAATTCAATCCCA | 51 | 7833 | 7848 | eckkddddddddkkee | 600
0012|2509 2614 |Exon 18 GTTTTAATTCAATCCC | 65 | 7834 | 7849 | eckkddddddddikee | 601
0912|2600/ 2615 |Exon 18 TGTTTTAATTCAATCC | 49 | 7835 | 7850 | eckkddddddddkkee | 602
60121 5601| 2616 [Exon 18| CTGTTTTAATTCAATC | 33 | 7836 | 7851 | eckkddddddddkkee | 603
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Sitio S(;i" Sitio S(;i"
N.° incij;o para- | pegion . ir:ﬁi- in(ijgo para- . SEQ D
isis |seQ| 32| diana Secuencia bi- | SEQ | d8 Motivo NO:
ip | SEQ cion| 1D | SEQ
~ ID _ D
NO: 1[ > . NO: 2|\ >
0012|2602/ 2617 |Exon 18 GCTGTTTTAATTCAAT | 63 | 7837 | 7852 | eckkddddddddkkee | 604
0072 |2603| 2618 |Exon 18 AGCTGTTTTAATTCAA | 69 | 7838 | 7853 | cckkddddddddkkee | 605
53291 2604] 2623 |Exon 1 8GTCGCAGCCT§TTTTAATT = [7a30 | 7558 eeeeeddddgdddddeeee .
68;2 2604 | 2619 |Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCA | 51 | 7839 | 7854 | cekkddddddddkkee | 606
0012|2605 2620 |Exon 18/ GCAGCTGTTTTAATTC | 43 | 7840 | 7855 | eckkddddddddkkee | 607
80121 2606 | 2621 |Exon 18 CGCAGCTGTTTTAATT | 52 | 7841 | 7856 | cckkddddddddikee | 608
68;2 2607 | 2622 |Exon 18 TCGCAGCTGTTTTAAT | 61 | 7842 | 7857 | cekkddddddddkkee | 609
5895 | 2608 2623 |Exon 18 GTCGCAGCTGTTTTAA | 75 | 7843 | 7858 | eckkddddddddkkee | 610
0012|2608 2623 |Exon 18/ GTCGCAGCTGTTTTAA | 73 | 7843 | 7858 | eckkddddddddkkee | 610
6(1)(1)2 2609| 2624 |Exon 18| TGTCGCAGCTGTTTTA | 80 | 7844 | 7859 | cekkddddddddkkee | 611
6?12 2610| 2625 |Exon 18| TTGTCGCAGCTGTTTT | 64 | 7845 | 7860 | eckkddddddddkkee | 612
6(1);2 2611| 2626 |Exon 18| GTTGTCGCAGCTGTTT | 86 | 7846 | 7861 | cckkddddddddkkee | 613
6(1);2 2612| 2627 |Exon 18| TGTTGTCGCAGCTGTT | 87 | 7847 | 7862 | cekkddddddddkkee | 614
Exén 18
00°212613| 2628 |, p’eﬁci TTGTTGTCGCAGCTGT| 84 | np | np | eckkddddddddkkee | 615
on
Exén 18
00121 2614| 2629 | p’etici TTTGTTGTCGCAGCTG| 78 | np | np | eckkddddddddkkee | 616
on
Exén 18
001212615 2630 |, p’eﬁci TTTTGTTGTCGCAGCT | 73 | np | np | cekkddddddddkkee | 617
on
Exoén 18
00121 2616 2631 |, p’etici TTTTTGTTGTCGCAGC| 66 | np | np | eckkddddddddkkee | 618
on
Tabla 143

Inhibicion de ARNm de CFB por oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2

Sitio S(;t(if Sitio S(;io

de para- % | de para-
N.° [inicio Region . inhi-| inicio . SEQID
isis |sEQ| 22, | diana Secuencia bi- | SEQ | 28 Motivo NO:

SEQ i SEQ

ID D cion| ID D

NO: N0 1 NO: 2|\ 2
6312 2551| 2566 |Exon 18] AAACCCAAATCCTCAT | 8 |7786 | 7801 | ckkddddddddkkeee | 557
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sitio | S1° sitio | St
N.° in?go p‘;';a' Regién Secuencia inoﬁi- in?go pzraa' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana Cti)é_n SI%Q SIEDQ NO:
NO: 1 NO: 1 NO: 2 NO: 2
eggz 2552|2567 [Exon 18] AAAACCCAAATCCTCA | 15 | 7787 | 7802 | ckkddddddddkkeee | 800
63(132 2553 | 2568 |Exon 18] GAAAACCCAAATCCTC | 21 | 7788 | 7803 | ckkddddddddkkeee | 558
eg;z 2554|2569 |[Exon 18] AGAAAACCCAAATCCT | 9 | 7789 | 7804 | ckkddddddddkkeee | 801
Gg:f 2555 2570 |Exon 18] TAGAAAACCCAAATCC | 0 | 7790 | 7805 | ckkddddddddkkeee | 559
0012|2556 2571 |Exon 18 ATAGAAAACCCAAATC | 40 | 7791 | 7806 | ckkddddddddkkeee | 560
80121 2657 2572 [Exon 18] TATAGAAAACCCAAAT | 16 | 7702 | 7807 | ckkddddddddkkeee | 802
6812 2558| 2573 |[Exén 18] TTATAGAAAACCCAAA | 15 | 7793 | 7808 | ckkddddddddkkeee | 803
60121 2550| 2574 |Exon 18] CTTATAGAAAACCCAA | 5 | 7794 | 7809 | ckkddddddddkkece | 561
68:132 2560 2575 |[Exon 18] CCTTATAGAAAACCCA | 15 | 7795 | 7810 | ckkddddddddkkeee | 562
0047 |2561| 2576 |Exon 18] CCCTTATAGAAAACCC | 3 | 7796 | 7811 | ckkddddddddkkeee | 563
0012 |2562| 2577 |Exon 18 CCCCTTATAGAAAACC | 15 | 7797 | 7812 | ekkkddddddddkeee | 564
68;2 2562| 2577 |[Exon 18] CCCCTTATAGAAAACC | 5 | 7797 | 7812 | ckkddddddddkkeee | 564
6012|2563 2578 |Exon 18] ACCCCTTATAGAAAAC | 14 | 7798 | 7813 | ckkkddddddddkeee | 565
00121 2563| 2578 |Exon 18] ACCCCTTATAGAAAAC | 0 | 7798 | 7813 | ckkddddddddkkece | 565
62]2 2564|2579 |[Exén 18] AACCCCTTATAGAAAA | 14 | 7799 | 7814 | ckkddddddddkkeee | 566
80122564 2579 [Exon 18] AACCCCTTATAGAAAA | 14 | 7799 | 7814 | ckkddddddddkkeee | 566
63;2 2565| 2580 |[Exon 18] AAACCCCTTATAGAAA | 15 | 7800 | 7815 | ckkkddddddddkeee | 567
8012/ 2665| 2580 |Exon 18] AAACCCCTTATAGAAA | 7 | 7800 | 7815 |ckkddddddddkkeee | 567
0912 |2566| 2581 |Exon 18| GAAACCCCTTATAGAA | 0 | 7801 | 7816 |ckkkddddddddkeee | 568
68;2 2566| 2581 [Exén 18] GAAACCCCTTATAGAA | 0 | 7801|7816 |ckkddddddddkkeee | 568
8012/ 2567| 2582 |Exon 18] GGAAACCCCTTATAGA | 0 | 7802 | 7817 |ckkkddddddddkeee | 569
8013 2567| 2582 |Exon 18] GGAAACCCCTTATAGA | 9 | 7802 | 7817 |ckkddddddddkkeee | 569
80121 5568 | 2583 |Exon 18] AGGAAACCCCTTATAG | 3 | 7803 | 7818 |ckkkddddddddkeee | 570
8013 2568 2583 [Exon 18 AGGAAACCCCTTATAG | 14 | 7803 | 7818 | ckkddddddddkkeee | 570
egéz 2569 2584 |[Exon 18| CAGGAAACCCCTTATA | o | 7804 | 7819 |ckkkddddddddkeee | 571
68;3 2569| 2584 [Exén 18] CAGGAAACCCCTTATA | 0 | 7804 | 7819 | ckkddddddddkkeee | 571
6012|2570 2585 |Exsn 18] GCAGGAAACCCCTTAT | 16 | 7805 | 7820 |ckkkddddddddkeee | 572
68;3 2570 2585 [Exén 18] GCAGGAAACCCCTTAT | 16 | 7805 | 7820 | ckkddddddddkkeee | 572
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sitio | S1° sito | St
N.° in?go pfj';a' Regién Secuencia inoﬁi- in?go pzraa' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana cti)ci)-n SI%Q SIEDQ NO:
NO: 1 NO: 1 NO: 2 NO: 2
8012/ 2571| 2586 |Exon 18] AGCAGGAAACCCCTTA. | 11 | 7806 | 7821 |ckkkddddddddkeee | 573
8013/ 2571| 2586 |Exon 18] AGCAGGAAACCCCTTA. | 10 | 7806 | 7821 |ckkddddddddkkeee | 573
6252 2572|2587 |Exén 18] CAGCAGGAAACCCCTT | 21 | 7807 | 7822 |ckkkddddddddkeee | 574
0013|2572/ 2587 |Exon 18] CAGCAGGAAACCCCTT | 7 | 7807 | 7822 | ckkddddddddkkeee | 574
0012 12573| 2588 |Exon 18] CCAGCAGGAAACCCCT | 6 | 7808 | 7823 | ckkkddddddddkeee | 575
0072|2574 2589 |Exon 18] TCCAGCAGGAAACCCC | 10 | 7809 | 7824 | ckkkddddddddkeee | 576
0012|2575 2590 |Exon 18] GTCCAGCAGGAAACCC | 19 | 7810 | 7825 | ckkkddddddddkeee | 577
O0n2|2576| 2591 |Exon 18] TGTCCAGCAGGAAACC | 10 | 7811 7826 | ckkkddddddddkeee | 578
0012 12577| 2592 |Exen 18] CTGTCCAGCAGGAAAC | 28 | 7812 | 7827 | ckkkddddddddkeee | 579
0012|2578 2593 |Exon 18| CCTGTCCAGCAGGAAA | 5 | 7813 | 7828 |ckkkddddddddkeee | 580
0012|2579| 2594 |Exon 18 CCCTGTCCAGCAGGAA | 18 | 7814 | 7829 |ckkkddddddddkeee | 581
62;2 2580 2595 [Exon 18] CCCCTGTCCAGCAGGA | 4 | 7815|7830 |ckkkddddddddkeee | 582
801212681 2596 [Exon 18] GCCCCTGTCCAGCAGG | 6 | 7816 | 7831 | ckkkddddddddkeee | 583
62;2 2582| 2597 |[Exén 18] CGCCCCTGTCCAGCAG | 18 | 7817 | 7832 | ckkkddddddddkeee | 584
0912|2583 2598 |Exon 18] ACGCCCCTGTCCAGCA | 26 | 7818 | 7833 | ckkkddddddddkeee | 585
0012|2584 2599 |Exon 18] CACGCCCCTGTCCAGC | 27 | 7819 | 7834 | ckkkddddddddkeee | 586
Gg;Z 2585|2600 [Exon 18] CCACGCCCCTGTCCAG | 21 | 7820 | 7835 | ckkkddddddddkeee | 587
62;2 2586|2601 [Exon 18] CCCACGCCCCTGTCCA | o | 7821|7836 |ckkkddddddddkeee | 588
0042|2587 2602 |Exon 18 TCCCACGCCCCTGTCC | 31 | 7822 | 7837 | ckkkddddddddkeee | 589
62;2 2588 2603 |Exén 18| ATCCCACGCCCCTGTC | 3 | 7823|7838 |ckkkddddddddkeee | 590
8012/ 2589| 2604 |Exon 18] AATCCCACGCCCCTGT | 21 | 7824 | 7839 |ckkkddddddddkeee | 591
09121 2500| 2605 |Exon 18] CAATCCCACGCCCCTG | 47 | 7825 | 7840 | ekkkddddddddkeee | 592
Gg:f 2591|2606 |Exén 18| TCAATCCCACGCCCCT | 48 | 7826 | 7841 |ckkkddddddddkeee | 593
0037|2592/ 2607 |Exon 18 TTCAATCCCACGCCCC | 38 | 7827 | 7842 |ckkkddddddddkeee | 594
80122503 2608 [Exon 18] ATTCAATCCCACGCCC | 33 | 7828 | 7843 | ckkkddddddddkeee | 595
6212 2594|2609 [Exon 18] AATTCAATCCCACGCC | 17 | 7829 | 7844 | ckkkddddddddkeee | 596
0057 |2595| 2610 |Exon 18] TAATTCAATCCCACGC | 40 | 7830 | 7845 |ckkkddddddddkeee | 597
62;2 2596 | 2611 |[Ex6n 18| TTAATTCAATCCCACG | 31 | 7831 | 7846 |ckkkddddddddkeee | 598
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Sitio S(;i" Sitio S(;io
N.° in?go para- pegion . inoﬁi- in?go para- . SEQ ID
isis | seQ| 92| diana Secuencia bi- | SEQ | 98 Motivo NO:
D | SEQ cion| ID | SEQ
.4/ 1D .| 1D
NO: 1|\ o, 1 NO: 2|\ o
6212 2597|2612 [Exon 18] TTTAATTCAATCCCAC | 72 | 7832 | 7847 | ckkkddddddddkeee | 599
622)2 2598| 2613 |Exon 18] TTTTAATTCAATCCCA | 48 | 7833 | 7848 | ckkkddddddddkeee | 600
801212509 2614 |Exon 18] GTTTTAATTCAATCCC | 64 | 7834 | 7849 | ckkkddddddddkeec | 601
62;2 2600|2615 |[Exén 18] TGTTTTAATTCAATCC | 43 | 7835 | 7850 | ckkkddddddddkeee | 602
62;2 2601|2616 |[Exon 18] CTGTTTTAATTCAATC | 44 | 7836 | 7851 | ckkkddddddddkeee | 603
eggz 2602| 2617 |[Exon 18] GCTGTTTTAATTCAAT | 66 | 7837 | 7852 | ckkkddddddddkeee | 604
6%2 2603| 2618 |Exon 18] AGCTGTTTTAATTCAA | 47 | 7838 | 7853 | ckkkddddddddkeee | 605
5?59 2604 | 2623 |Exen 18 GTCGCAGCCTSTTTTAATT 3 | 7830 | 7858 eeeeeddddgdddddeeee 317
6212 2604 | 2619 |[Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCA | 26 | 7839 | 7854 | ckkkddddddddkeee | 606
6%2 2605 2620 |Exon 18] GCAGCTGTTTTAATTC | 33 | 7840 | 7855 | ckkkddddddddkeee | 607
6%2 2606 | 2621 |Exén 18] CGCAGCTGTTTTAATT | 34 | 7841 | 7856 | ckkkddddddddkeee | 608
6312 2607 | 2622 |[Exon 18] TCGCAGCTGTTTTAAT | 39 | 7842 | 7857 |ckkkddddddddkeee | 609
5288 2608| 2623 |Exén 18] GTCGCAGCTGTTTTAA | 72 | 7843 | 7858 |eckddddddddddkke| 610
6%2 2608| 2623 |[Exon 18| GTCGCAGCTGTTTTAA | 65 | 7843 | 7858 |ckkkddddddddkeec | 610
6%2 2609 | 2624 |Exon 18] TGTCGCAGCTGTTTTA | 65 | 7844 | 7859 | ckkkddddddddkeee | 611
091212610 2625 |Exon 18] TTGTCGCAGCTGTTTT | 51 | 7845 | 7860 |ckkkddddddddkeee | 612
09121 2611| 2626 |Exn 18 GTTGTCGCAGCTGTTT | 78 | 7846 | 7861 | ckkkddddddddkeee | 613
6%2 2612| 2627 |[Exon 18] TGTTGTCGCAGCTGTT | 79 | 7847 | 7862 |ckkkddddddddkeee | 614
Exon 18
0007 |2613| 2628 |, p’etici TTGTTGTCGCAGCTGT | 70 | np | np |ckkkddddddddkeee | 615
on
Exén 18
O12[2614| 2629 | | TITGTTGTCGCAGCTG | 78 | np | np |ckkkddddddddkeee | 616
on
Exon 18
Sas” | 2615|2630 o /o | TTTTGTTGTCGCAGCT | 68 | np | np |ckkkddddddddkeee | 617
on
Exoén 18
0012 12616| 2631 | p’etici TTTTTGTTGTCGCAGC | 61| np | np |ckkkddddddddkeee | 618

on
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ES2941742T3

Inhibicion de ARNm de CFB por oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt dirigidos a SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2

sitio | S1° sitio | S°
N.° in?go p‘;';a' Regién Secuencia ir:ﬁi- in(ijgo p‘;';a' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana cti)(;-n SE)Q SIEDQ NO:
NO: 1 NO: 1 NO: 2 NO: 2
68%‘3 2573|2588 |[Exon 18]/ CCAGCAGGAAACCCCT | 22 | 7808 | 7823 | ckkddddddddkkeee | 575
68;3 2574 2589 |Exén 18| TCCAGCAGGAAACCCC | 22 | 7809 | 7824 | ckkddddddddkkeee | 576
68:33 2575 2590 |Exon 18| GTCCAGCAGGAAACCC | 33 | 7810 | 7825 | ckkddddddddkkeee | 577
68;3 2576| 2591 |Ex6n 18] TGTCCAGCAGGAAACC | 33 | 7811 | 7826 | ckkddddddddkkeee | 578
0013 12577| 2592 |Exon 18 CTGTCCAGCAGGAAAC | 28 | 7812 | 7827 | ckkddddddddkkece | 579
6(1)13 2578 2593 [Exén 18] CCTGTCCAGCAGGAAA| 33 | 7813 | 7828 | ckkddddddddkkeee | 580
6(1);3 2579| 2594 [Exén 18| CCCTGTCCAGCAGGAA | 13 | 7814 | 7829 | ckkddddddddkkeee | 581
6013|2580 2595 |Exsn 18| CCCCTGTCCAGCAGGA | 32 | 7815 | 7830 | ckkddddddddkkeee | 582
6(1)13 2581 2596 |[Exon 18| GCCCCTGTCCAGCAGG | o | 7816 | 7831 | ckkddddddddkkeee | 583
6(1);3 2582| 2597 |Exén 18|/ CGCCCCTGTCCAGCAG| 36 | 7817 | 7832 | ckkddddddddkkeee | 584
6013|2583 2598 |Exsn 18| ACGCCCCTGTCCAGCA | 39 | 7818 | 7833 | ckkddddddddkkeee | 585
0073 2584 2599 |Exon 18 CACGCCCCTGTCCAGC | 33 | 7819 | 7834 | ckkddddddddkkece | 586
00131 2584| 2599 |Exon 18 CACGCCCCTGTCCAGC | 27 | 7819 | 7834 | kkkddddddddkeeee | 586
0913|2585 2600 |Exon 18 CCACGCCCCTGTCCAG | 35 | 7820 | 7835 | ckkddddddddkkece | 587
0973 2585 2600 |Exon 18 CCACGCCCCTGTCCAG | 26 | 7820 | 7835 | kkkddddddddkeeee | 587
0913|2586| 2601 |Exsn 18] CCCACGCCCCTGTCCA | 33 | 7821 | 7836 | ckkddddddddkkeee | 588
0913|2586 2601 |Exon 18 CCCACGCCCCTGTCCA | 26 | 7821 | 7836 | kkkddddddddkeeee | 588
6(2)(1)3 2587 2602 |Exén 18| TCCCACGCCCCTGTCC | 25 | 7822 | 7837 | ckkddddddddkkeee | 589
8013 2587| 2602 |Exon 18| TCCCACGCCCCTGTCC | 23 | 7822 | 7837 | kkkddddddddkeeee | 589
0973 | 2588| 2603 |Ex6n 18 ATCCCACGCCCCTGTC | 50 | 7823 | 7838 | ckkddddddddkkece | 590
0013|2588 2603 |Exsn 18| ATCCCACGCCCCTGTC | 33 | 7823 | 7838 | kkkddddddddkeeee | 590
0013 | 2589| 2604 |Exon 18 AATCCCACGCCCCTGT | 52 | 7824 | 7839 | ckkddddddddkkece | 591
6073 |2589| 2604 |Exon 18 AATCCCACGCCCCTGT | 48 | 7824 | 7839 | kkkddddddddkeeee | - 591
8013 2500| 2605 |Exon 18| CAATCCCACGCCCCTG | 67 | 7825 | 7840 | ckkddddddddkkeee | 592
8013 2500| 2605 |Exon 18| CAATCCCACGCCCCTG | 51 | 7825 | 7840 | kkkddddddddkecee | 592
6213 2591|2606 |Exon 18| TCAATCCCACGCCCCT | 42 | 7826 | 7841 | ckkddddddddkkeee | 593
00y’ | 2591 2606 |Exon 18 TCAATCCCACGCCCCT | 42 | 7826 | 7841 | kkkddddddddkeeee | 593
0913|2502/ 2607 |Exon 18 TTCAATCCCACGCCCC | 52 | 7827 | 7842 | ckkddddddddkkece | 594
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sitio | S1° sitio | S°
N.° in?go p‘;';a' Regién Secuencia ir:ﬁi- in(ijgo p‘;';a' Mofivo SEQ D
ISIS SE)Q SIEDQ diana cti)(;-n SE)Q SIEDQ NO:
NO: 1 NO: 1 NO: 2 NO: 2

6213 2592|2607 |Exon 18| TTCAATCCCACGCCCC | 48 | 7827 | 7842 | kkkddddddddkecee | 594
8013 2503 2608 |Exon 18l ATTCAATCCCACGCCC | 27 | 7828 | 7843 | ckkddddddddkkeee | 595
62;3 2593| 2608 [Exén 18] ATTCAATCCCACGCCC | 36 | 7828 | 7843 | kkkddddddddkecee | 595
62;3 2594|2609 [Exén 18] AATTCAATCCCACGCC | 66 | 7829 | 7844 | ckkddddddddkkeee | 596
6013|2504 2609 |Exon 18| AATTCAATCCCACGCC | 49 | 7829 | 7844 | kkkddddddddkeeee | 596
62;3 2595|2610 [Exén 18| TAATTCAATCCCACGC | 55 | 7830 | 7845 | ckkddddddddkkeee | 597
63;3 2595| 2610 |Exon 18 TAATTCAATCCCACGC | 57 | 7830 | 7845 | kkkddddddddkeeee | 597
0013 |2596| 2611 |Exon 18 TTAATTCAATCCCACG | 69 | 7831 | 7846 | ckkddddddddkkeee | 598
62;3 2596| 2611 [Exon 18| TTAATTCAATCCCACG| 68 | 7831 | 7846 | kkkddddddddkecee | 598
0913 |2507| 2612 |Exon 18 TTTAATTCAATCCCAC | 58 | 7832 | 7847 | ekkddddddddkkeee | 599
6013|2507 2612 |Exon 18 TTTAATTCAATCCCAC | 65 | 7832 | 7847 | kkkddddddddkeeee | 599
0973|2598 2613 |Exon 18 TTTTAATTCAATCCCA | 45 | 7833 | 7848 | ckkddddddddkkece | 600
0913|2598 2613 |Exon 18 TTTTAATTCAATCCCA | 42 | 7833 | 7848 | kkkddddddddkeeee | 600
Gg;S 2599|2614 [Exon 18| GTTTTAATTCAATCCC| 84 | 7834 | 7849 | ckkddddddddkkeee | 601
6313 2599| 2614 |Exon 18| GTTTTAATTCAATCCC| 79 | 7834 | 7849 | kkkddddddddkeeee | 601
6013|2600| 2615 |Exsn 18 TGTTTTAATTCAATCC | 61 | 7835 | 7850 | ckkddddddddkkeee | 602
8013|2600| 2615 |Exon 18 TGTTTTAATTCAATCC | 71 | 7835 | 7850 | kkkddddddddkeeee | 602
8013|2601| 2616 |Exon 18l CTGTTTTAATTCAATC| 61 | 7836 | 7851 | ckkddddddddkkeee | 603
8013 |2601| 2616 [Exon 18| CTGTTTTAATTCAATC | 57 | 7836 | 7851 | kkkddddddddkeeee | 603
63;3 2602|2617 [Exén 18] GCTGTTTTAATTCAAT | 73 | 7837 | 7852 | ckkddddddddkkeee | 604
0073|2602/ 2617 |Exon 18/ GCTGTTTTAATTCAAT | 66 | 7837 | 7852 | kkkddddddddkeeee | 604
0913 12603| 2618 |Exon 18| AGCTGTTTTAATTCAA | 64 | 7838 | 7853 | ckkddddddddkkece | 605
091312603 2618 |Exon 18/ AGCTGTTTTAATTCAA | 61 | 7838 | 7853 | kkkddddddddkeeee | 605
5329 5o 04| 9623 |Exsn 18| CTCOCAGCTGTTTTAATT | |00 | o eceeedddddddddde 317
17 CA ceee

0913 12604| 2619 |Exon 18 CAGCTGTTTTAATTCA | 53 | 7839 | 7854 | ckkddddddddkkeee | 606
6%3 2604 | 2619 |Exon 18| CAGCTGTTTTAATTCA | 39 | 7839 | 7854 | kkkddddddddkecee | 606
0913 12605| 2620 |Exon 18 GCAGCTGTTTTAATTC | 67 | 7840 | 7855 | ckkddddddddkkeee | 607
63;3 2605| 2620 |Exon 18| GCAGCTGTTTTAATTC | 67 | 7840 | 7855 | kkkddddddddkeeee | 607
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Sitio S(;i" Sitio S(;i"
N.° in?go para- | pegion . ir:ﬁi- in(ijgo para- . SEQ D
ISIS | SEQ SdEa diana Secuencia bi- | SEQ | 32 Motivo NO:
D | SEQ cion| 1D | SEQ
] ID _ D
NO: 1|\ o 4 NO: 2|\ >
63;3 2606| 2621 |[Exon 18| CGCAGCTGTTTTAATT | 63 | 7841 | 7856 | ckkddddddddkkeec | 608
0013|2606 | 2621 |Exon 18 CGCAGCTGTTTTAATT | 60 | 7841 | 7856 | kkkddddddddkeeee | 608
62(1)3 2607 2622 [Exon 18] TCGCAGCTGTTTTAAT | 40 | 7842 | 7857 | ckkddddddddkkeee | 609
0913|2607 | 2622 |Exon 18 TCGCAGCTGTTTTAAT | 36 | 7842 | 7857 | kkkddddddddkeeee | 609
5883 2608 2623 [Exon 18 GTCGCAGCTGTTTTAA | 84 | 7843 | 7858 | cckddddddddddkke | 610
8013 2608 | 2623 |Exsn 18| GTCGCAGCTGTTTTAA | 74 | 7843 | 7858 | ckkddddddddkkeee | 610
8013 2608 2623 [Exon 18 GTCGCAGCTGTTTTAA | 78 | 7843 | 7858 | kkkddddddddkeeee | 610
6013 12600| 2624 |Exon 18 TGTCGCAGCTGTTTTA | 68 | 7844 | 7859 | ckkddddddddkkeee | 611
8013|2600 2624 [Exon 18 TGTCGCAGCTGTTTTA | 66 | 7844 | 7859 | kkkddddddddkeeee | 611
8013|2610 2625 [Exon 18 TTGTCGCAGCTGTTTT | 71 | 7845 | 7860 | ckkddddddddkkeee | 612
6018|2610 2625 |Exon 18 TTGTCGCAGCTGTTTT | 84 | 7845 | 7860 | kkkddddddddkeeee | 612
6213 2611/ 2626 [Exon 18| GTTGTCGCAGCTGTTT | 87 | 7846 | 7861 | ckkddddddddkkeee | 613
0013 12611| 2626 |Exon 18 GTTGTCGCAGCTGTTT | 85 | 7846 | 7861 |kkkddddddddkeeee | 613
62;3 2612 2627 |[Exon 18| TGTTGTCGCAGCTGTT | 82 | 7847 | 7862 | ckkddddddddkkeee | 614
Ggl‘? 2612 2627 |[Exon 18| TGTTGTCGCAGCTGTT| 79 | 7847 | 7862 | kkkddddddddkecee | 614
Exon 18
00> |2613| 2628 |, ! . I TTGTTGTCGCAGCTGT | 73 | np | np |ckkddddddddkkece | 615
epetici
on
Exén 18
%85| 2613 2628 Rep/eﬁci TTGTTGTCGCAGCTGT | 84 | np | np |kkkddddddddkeeee | 615
on
Exon 18
0013|2614 2629 |, p’eﬁci TTTGTTGTCGCAGCTG| 70 | np | np |ckkddddddddkkeee | 616
on
Exoén 18
0013 12614| 2629 | p’etici TTTGTTGTCGCAGCTG| 71 | np | np |kkkddddddddkeeee | 616
on
Exén 18
0013 2615 2630 |, p’eﬁci TTTTGTTGTCGCAGCT | 71 | np | np |ckkddddddddkkeee | 617
on
Exoén 18
0013 |2615| 2630 |, p’eﬁci TTTTGTTGTCGCAGCT | 76 | np | np |kkkddddddddkecee| 617

on
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Sitio S(;i" Sitio S(;i"
de para- % | de para-
N.° |inicio Regién . inhi-| inicio . SEQID
Isis | sEQ| 22 | diana Secuencia bi- | SEQ | 22 Motivo NO:
| SEQ Dl SEQ
. D cion IIZ? D
NO: 1| o 1 NO: 2|\ o
Exoén 18
0013 12616 2631 |, p’eﬁci TTTITGTTGTCGCAGC | 71 | np | np |ckkddddddddkkeee | 618
on
Exén 18
00> 2616 2631 |, p’eﬁci TTTTTGTTGTCGCAGC | 67 | np | np |kkkddddddddkecce| 618
on
Tabla 145

Inhibicién de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2

Sciittieo Scijt;o Sitio 3
N.o |inicio| para- Regién . ir:ﬁi- incij;o iglr(;g: . SEQ ID
ISIS SIIIEDQ S(IanQ diana Secuencia bi- | SEQ [SEQID Motivo NO:
NO: | ID cion| 1D_| NO:2
1 [NO: 1
°23°|2582| 2600 |Ex6n 18| CCACGCCCCTGTCCAGCAG | 26 [ 7817 | 7835 | 595 | 708
5993 2583| 2601 [Exon 18 CCCACGCCCCTGTCCAGCA | 22 | 7818 | 7836 | 595 | 709
°0e2 2584| 2602 [Ex6n 18] TCCCACGCCCCTGTCCAGC | 13 | 7819 | 7837 | 595 | 710
5993 2585 2603 |Exon 18| ATCCCACGCCCCTGTCCAG | 7 |7820| 7838 | 595 | 711
%a1’| 2586/ 2604 [Exon 18| AATCCCACGCCCCTGTCCA | 11 |7821| 7839 | 595 | 712
%e5’|2587| 2605 [Exon 18] CAATCCCACGCCCCTGTCC | 14 | 7822 | 7840 | 595 | 713
%232 | 2588 2606 [Exon 18] TCAATCCCACGCCCCTGIC | 17 | 7823 | 7841 | 595 | 714
5993 2589| 2607 |Exén 18 TICAATCCCACGCCCCTGT | 20 | 7824 | 7842 | 595 | 715
5993 2500| 2608 |Exen 18| ATTCAATCCCACGCCCCTG | 22 | 7625 | 7843 | 595 | 716
59931 2591 2600 |Exon 18| AATTCAATCCCACGCCCCT | 13 | 7826 | 7844 | 595 | 717
%293 | 2502 2610 [Exon 18| TAATTCAATCCCACGCCCC | 11 |7827 | 7845 | 595 | 718
5993 2503| 2611 |Exen 18| TTAATTCAATCCCACGCCC | 10 | 7628 | 7846 | 595 | 719
59931 2504 2612 |Exon 18| TITAATTCAATCCCACGCC | 19 | 7820 | 7847 | 595 720
%202 |2595| 2613 |Ex6n 18| TITTAATTCAATCCCACGC | 23 7830 | 7848 | 595 | 721
599312596 2614 |Ex6n 18| GTTTTAATTCAATCCCACG | 4 |7831 7849 | 595 | 722
5993 2507| 2615 |Exen 18| TGTTTTAATTCAATCCCAC | 16 | 7832 | 7850 | 595 | 723
5993|2508 2616 |Exon 18] CTGTTTTAATTCAATCCCA | 3 |7833| 7851 | 595 | 724
599312599 2617 |Ex6n 18| GCTGTTTTAATTCAATCCC | 10 7834 | 7852 | 595 | 725
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Sciittieo Scijio Sitio 3
N.o |inicio| para- Region : inoﬁi- incijgo iglrc;c?ae . SEQID
ISIS SIIIEDQ S(IanQ diana Secuencia bi- | SEQ [SEQID Motivo NO:
NO: | 1D cion| 1D_| NO:2
1 |NO: 1
5993 2600| 2618 [Exon 18| AGCTGTTTTAATTCAATCC | 17 | 7835 | 7853 | 505 | 726
5993|2601 2619 |Ex6n 18] CAGCTGTTTTAATTCAATC | 18 | 7836 | 7854 | 595 | 727
5993|2602 2620 |Ex6n 18] GCAGCTGTTTTAATTCAAT | 22 | 7837 | 7855 | 59-5 | 728
29532603 2621 [Exon 18| CGCAGCTGTTTTAATTCAA | 11 |7838 | 7856 | 595 | 729
5995 1552] 2571 [Exon 16 ATAGAAAAC/SCAAATCCTC e 7e0 | eae | 210
3993 y553| 2572 [Exon 18 TATAGAAAASCCAAATCCT > 7755 750 | ooe | ari
5993 54| 2573 |Exon 18 TTATAGAAA?CCCAAATCC e 700 | coe | o
3993 y565| 2574 [Exon 18 CTTATAGAAéACCCAAATC T7700 7e0s | oos | ars
39931 556 2575 |Exon 16 CCTTATAGA?:AACCCAAAT 7701 700 | ooe | ara
59931 1557 2576 [Exon 16 CCCTTATAGI:AFAAACCCAAA 0 B e I p
39931 y558] 2577 |Exon 18 CCCCTTATAiAAAACCCAA 770 7o | ose | are
5993 1550] 2578 Exen 15 ACCCCTTATC‘;GAAAACCCA 37701 761 | oo | ans
5993 1550] 2579 [Exon 18] MACCCCTTATAGARRRCCC | oo T2 es | ano
5993 51| 2560 |Exon 18 AAACCCCTT;E\}TAGAAAACC 7790 | 701e | oos | a0
5993 56| 2501 |Exon 12 GAAACCCCTEATAGAAAAC o Trvo  7ore | oos | 20
59931 565 2562 [Exon 16 GGAAACCCCZTATAGAAAA 9 Py s e B
5094 1554] 2583 [Exon 18] ACOAAACCCCTTATRGRAR |07 re e e e |
5994 1565 2504 [Extn 16 CAGGAAACCECTTATAGAA Treos 7ere | oos | ams
599 1560 2585 [Exon 18 OCACOAMACCCCTTATAGA | oe 1oy | oag | 420
5994 1567 2586 [Exon 18 "OCACOAMMACCCCTIATAG |~ 0oy | oy |56 | 4z
59941 2568 2567 |Exon 16 CAGCAGGAAé\CCCCTTATA T7e0s | 760 | o5e | ame
5994 y5c0] 2588 [Exon 18 CCACCACOAAACCCCTIAT | oo | ey | o6 | azr
5994/ p570] 2589 [Exon 18 1CCACCAOCAMACCCCTTA | o1 a0 70y | 66 | a0
59941 571] 2590 [Exon 18 GTCCAGCAG/C;AAACCCCTT o [o0s 7505 | ooe | 230
5909 1572] 2591 [Excn 12 TGTCCAGCA(T}GAAACCCCT oo e | oss | 220
5994|575 2592 [Exon 18 CTOTCCAOCAGGARCCCC | oo a0e | 7607 | 66 | 430
5994/ 574 2595 |Exon 18 CCTGTCCAG%AGGAAACCC o 7500 | 7598 | e | oo
5094 1575| 2504 [enon 18] COCTCTCCACCAGGARACT | oo T e | o
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Sitio | Sitio s

de | de Sitio 3

inicio| para- % | de |Sitiode
N.° Regién . inhi-| inicio | parada . SEQID
isis [SEQ| 48 | giana Secuencia bi- | SEQ |SEQID| MO | "o

ID | SEQ i _

. cién| ID NO: 2

NO: | ID W

1 |NO: 1 :
5994|2576 2595 [Exon 18 CCCCTGTCC’ZGCAGGAAAC 61 |7811| 7830 | 6-86 433
>95% |2577| 2596 [Exon 18 GCCCCTGTCCCAGCAGGAAA 40 |7812| 7831 | 6-86 | 238
599412578 2507 [Exon 18 CGCCCCTGTiCAGCAGGAA 41 7813 | 7832 | 6-8-6 434
5994 — [ ACGCCCCTGTCCAGCAGGA
9942579 2598 [Exon 18 A 37 |7814| 7833 | 686 | 435
599412580| 2599 [Exon 18 CACGCCCCTiTCCAGCAGG 54 |7815| 7834 | 6:86 | 436
5994 2581| 2600 [Exon 18| o o TCACCAS Tgg | 716 | 7835 | 686 | 437
5994 [ CCCACGCCCCTGTCCAGCA
99412582 2601 [Exon 18 G 53 |7817| 7836 | 686 | 438
5994 2583| 2602 |Exon 18| | 0O CTOTCCASE gy 17818 | 7837 | 686 | 439
5994|2584 2603 |Exon 18 ATCCCACGCSCCTGTCCAG 50 | 7819| 7838 | 6:86 | 440
5994 2585 2604 [Exon 18 AATCCCACG((?CCCTGTCCA 48 |7820| 7839 | 686 | 441

1

5954|2586 2605 [Exon 18 ('AATC"'“Cfc'C('C'TGT('C 55 (7821 | 7840 | 686 | 442
5994|2567 2606 |Ex6n 18] TCAATCCCACGCCOCTGTUC | 75 | 7822 | 7841 | 686 | 443
5994|2588 2607 |Ex6n 18] TTCANICCCACGLCCCI GIC | 69 | 7823 | 7842 | 6-8:6 | 444
20nt|2589| 2608 [Exon 18| AITCANICCCACGCCCCIGN | 77 | 7824 | 7843 | 686 | 445
5994/ 500 2609 [Exen 18 .»,ATTCAATCZCACGCCCCT U P v I B
5994 2591| 2610 |Exon 18| TAATTCAATCCCACGCCCCT | 72 7826 | 7845 | 686 | 447
5994 12502| 2611 [Exon 18| TTAATTCAATCCCACGCCCC | 817827 | 7846 | 686 | 448
2o} |2593| 2612 [Exon 18| TTTAATICAATCCCACGCCC | 68 | 7828 | 7847 | 686 | 449
20 |2594| 2613 [Exon 18| TTTTAATTCAATCCCACGCC | 58 | 7829 | 7848 | 686 | 450
259412505/ 2614 [Exon 18| GTTTTAATTCAATCCCACGC | 70 | 7830 | 7849 | 686 451
2954|2596 2615 |Ex6n 18] G111 IAATICAAICCCACG | 85 | 7831 7850 | 686 | 452
232912604 2623 [Exon 18| GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | 85 | 7839 | 7858 | 5105 | 317
5993|2604 | 2622 |Ex6n 18] TCGCAGCTGTTTTAATTCA | 73 | 7839 | 7857 | 595 | 730
%50 | 2605/ 2623 [Exon 18| GTCGCAGCTGTTTTAATTC | 77 | 7840 | 7858 | 595 | 731
52?3 2606 | 2624 [Exdn 18| TGTCGCAGCTGTTTTAATT | 69 | 7841 | 7859 | 5-9-5 732
%53 |2607| 2625 |Ex6n 18| TIGTCGCAGCTGTTTTAAT | 58 7842 | 7860 | 595 | 733
%53 | 2608| 2626 [Exon 18| GTTGTCGCAGCTGTTTTAA | 52 | 7843 | 7861 | 595 | 734
%5a_| 2609 2627 [Exon 18| TGITGTCGCAGCTGTTTTA | 63 | 7844 | 7862 | 595 | 735
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Sitio | Sitio s
de de Sitio 3
N.© inicio| para- Reqié O{: de Sltlo((jje SEQ ID
. egion . INNI-|{ INICIO arada .
isis |S53| o drana Secuencia bi- | SEQ |SEQID| Moo | TNg,
SEQ i :
. cion| ID NO: 2
NO: | ID NG 2
1 [NO: 1 :
Exoén 18
5223 2610/ 2628 Rep’eﬁci TTGTTGTCGCAGCTGTTTT |53 | np | np | 595 736
on
Exén 18
*oe| 2611 2629 Rep/etici TTTGTTGTCGCAGCTGTTT | 63 | np | np | 595 737
on
Exon 18
5233 2612| 2630 Rep’etici TTTTGTTGTCGCAGCTGTT | 64 | np | np | 595 438
on
Exén 18
Poa| 2613|2631 | p’eﬁci ITTTTGTTGTCGCAGCTGT |66 | np | np | 595 739
on
Tabla 146
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
Sitio
de |Sitiode % Sitio de | Sitio de
inicio | parada L . inicio parada
N ISIS| SEQ [SEQ ID| Region Secuencia " SEQID | SEQID [Motivol ST 1P
D | NO: Ol | o NO: '
NO: | 1 conf o 2
1
599213| 2553 | 2570 |Exén 18] TAGAAAACCCAAATCCTC | 0 | 7788 | 7805 [3-10-5] 785
599214 | 2554 | 2571 |Exon 18] ATAGAAAACCCAAAICCL | 0 | 7789 | 7806 |3-10-5] 786
599215| 2555 | 2572 |Exon 18] TATAGAAAAUCCAAATUC | 36 | 7790 | 7807 [3-10-5] 787
599216| 2556 | 2573 |Exon 18] TTATAGAAAACCCAAATC | 8 | 7791 | 7808 |3-10-5] 788
599217 2557 | 2574 |Exon 18] CIIAIAGAAAACCCAAAL | 5 | 7792 | 7809 |3-10-5] 789
599218| 2558 | 2575 |Exon 18] CCTTATAGAAAACCCAAA | 0 | 7793 | 7810 [3-10-5] 790
599219 2559 | 2576 |Exon 18] CCCTTATAGAAAACCCAS | 8 | 7794 | 7811 [3-10-5] 791
599220| 2560 | 2577 |Exon 18] CCCCITATAGAAAACCCA | 0 | 7795 | 7812 |3-10-5| 740
599221| 2561 | 2578 |Exon 18] ACCCCTTATAGAAAACCL | 54 | 7796 | 7813 [3-10-5| 741
599222 | 2562 | 2579 |Exdn 18] AACCCCITATAGANAACC | 3 | 7797 | 7814 [3-10.5] 742
599223 | 2563 | 2580 |Exon 18] AAACCCCTTATAGAAAAC | 0 | 7798 | 7815 |3-10-5| 743
599224 | 2564 | 2581 |Exon 18] GAAACCCCTIATAGAAAA | O | 7799 | 7816 |3-10-5] 744
599225 2566 | 2583 |Exon 18] AGGAAACCCCTTATAGAA | 60 | 7801 | 7818 [3-10-5] 745
599226 2567 | 2584 |Exon 18] CAGGAAACCCC TTATAGA | 0 | 7802 | 7819 [3-10-5] 746
599227| 2568 | 2585 |Exon 18] GCAGGAAACCCCITATAG | 37 | 7803 | 7820 [3-10-5] 747
599228 | 2569 | 2586 |Exon 18] AGCAGGAAACCCCTTATA | 0 | 7804 | 7821 |3-10-5| 748
599229| 2570 | 2587 |Exon 18] CAGCAGGAAACCCCTTAT | 39 | 7805 | 7822 |[3-10-5| 749
599230| 2571 | 2588 |Exon 18] CCAGCAGGAAACCCCITA | 10 | 7806 | 7823 [3-10-5] 750
599231] 2572 | 2589 |Exdn 18] TCCAGCAGGAAACCCCTT | 16 | 7807 | 7824 |3-10-5] 751
599232| 2573 | 2590 |Ex6n 18] CTOCAGCAGGAAACCCCT | 9 | 7808 | 7825 [3-10-5] 752
599233| 2574 | 2591 |Exon 18] TGICCAGCAGGAAACCCC | 44 | 7809 | 7826 |3-10-5] 753
599234] 2575 | 2592 |Exdn 18] CTGTCCAGCAGGAAACCC | 14 | 7810 | 7827 |3-10-5] 754
599235| 2576 | 2593 |Exon 18] CCTGTCCAGCAGGAAACC | 0 | 7811 | 7828 [3-10-5] 755
599236 2577 | 2594 |Exdn 18] CCCTGTCCAGCAGGAAAC | 43 | 7812 | 7829 |[3-10-5] 756
599237| 2578 | 2595 |Exon 18] CCCCTGTCCAGCAGGAAA | 0 | 7813 | 7830 [3-10-5] 757
599238| 2580 | 2597 |[Exon 18] CGCCLUTGTCUAGCAGGA | 9 | 7815 | 7832 [3-10-5] 758
599239| 2581 | 2598 |Exon 18] ACGCCCCTGTCCAGCAGG | 36 | 7816 | 7833 |3-10-5] 759
509240| 2582 | 2599 |Exdn 18] CACGCCCCTGTCCAGCAG | 11| 7817 | 7834 [3-10-5] 760
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Sitio
de |Sitio de % Sitio de | Sitio de
inicio | parada L . inicio parada
N ISIS| SEQ [SEQ ID| Region Secuencia " SEQID | SEQID Motivol ST 2 1P
ID NO: g NO: NO: ’
NO: | 1 cgoni 2 2
1
599241| 2583 | 2600 |Exén 18] CCACCCCCCTCTCCACCA | 51 7818 7835 [3-10-5| 761
599242| 2584 | 2601 [Exén 18| CCCACGCCCCTGTCCAGC 7 7819 7836  [3-10-5| 762
599243| 2585 | 2602 |Exén 18] TCCCACGCCCCTGTCCAG |47 | 7820 7837 |3-10-5] 763
599244 | 2586 | 2603 [Exén 18| ATCCCACGCCCCTGTCCA 37 | 7821 7838 |[3-10-5| 764
599245| 2587 | 2604 |Exdén 18] AATCCCACGCCCCTGTCC 35| 7822 7839 |[3-10-5] 765
599246 | 2588 | 2605 |Exén 18| CAATCCCACGCCCCTICTC | 21 7823 7840 [3-10-5| 766
599247| 2589 | 2606 |[Ex6n 18] TUAATCCCACGCCCCTGT 61 7824 7841 |3-10-5| 767
599248| 2590 | 2607 |[Exon 18| TTCAATCCCACGCCCCTG 51 7825 7842 |3-10-5] 768
599249| 2591 | 2608 |Exdén 18] ATTCAATCCCACGULCULCT 58 | 7826 7843 |[3-10-5] 769
599250| 2592 | 2609 |Exén 18| AATTCAATCCCACGCCCC | 49 | 7827 7844 |3-10-5] 770
5992512593 | 2610 [Ex6n 18] TAATTUCAATCCLCACGUC |46 | 7828 7845 [3-10-5| 771
599252| 2594 | 2611 |Exén 18] TTAATTCAATCCCALCUCC 32 7829 7846 |3-10-5| 772
599253 | 2595 | 2612 |Exon 18] TTTAATTCAATCCCALGC 23 | 7830 7847 |3-10-5] 773
5992542596 | 2613 |[Ex6n 18| TTTTAATICAATCCCACG 0 7831 7848 [3-10-5| 774
599255| 2597 | 2614 |Exdén 18] GTTITTAATTCAATCCCAC 61 7832 7849 [3-10-5| 775
599256 | 2598 | 2615 |Exén 18| TCTTTTAATICAATCCCA 64 | 7833 7850 [3-10-5| 776
599257 2599 | 2616 |Exdén 18] CTGTTTTAATTCAATCCC 66 | 7834 7851 |3-10-5| 777
599258| 2600 | 2617 |[Exén 18] GCTGTTTTAATTCAATCC 59 | 7835 7852 |3-10-5| 778
599259| 2601 | 2618 [Ex6n 18| AGCTGTTITTAATTICAATC 40 | 7836 7853 |[3-10-5] 779
599260| 2602 | 2619 |Exdén 18] CAGCTGTTTTAATTCAAT 38 | 7837 7854 |[3-10-5] 780
599261| 2603 | 2620 [Ex6n 18| GCAGCTGTTTITAATICAA 54 | 7838 7855 [3-10-5| 781
599509 | 2552 | 2570 |Ex6n 18] TAGAAAACCCAAATUCTCA |54 | 7787 7805 |6-7-6| 681
599273| 2553 | 2571 |Exdn 18] ATAGAAAACCCAAATCCTC 0 7788 7806 |6-7-6| 682
599274 | 2554 | 2572 |Exén 18| TATAGAAAACCCAAATCCT | 57 | 7789 7807 |6-7-6| 683
599275| 2556 | 2574 |Exon 18] CTTATAGAAAACCCAAATC 0 7791 7809 |6-7-6| 684
599276 | 2557 | 2575 |[Ex6n 18] CCTTATAGAAAACCCAAAT |44 | 7792 7810 |6-7-6| 685
5992772558 | 2576 |Ex6n 18| CCCTTATAGAAAACCCAAA 0 7793 7811 |6-7-6| 686
599278 | 2559 | 2577 |Exdén 18] CCCCTTATACAAAACCCAA 0 7794 7812 |6-7-6| 687
599279| 2560 | 2578 |Exon 18| ACCCCTTATACAAAACCCA | 20 | 7795 7813 |6-7-6| 688
599280| 2561 | 2579 |Ex6n 18] AACCCCTTATACAAAACCC | 70| 7796 7814 |6-7-6| 689
5329172604 | 2623 |[Exén 18| GTCUCAGCTOTTITAATTICA | 85| 7839 7858 |5-10-5] 317
599262| 2604 | 2621 |Exén 18] CGCAGCTGITITAATICA 49 | 7839 7856 |3-10-5| 782
599263| 2605 | 2622 |Exén 18] TCGCAGUCTGTITITAATIC 49 | 7840 7857 |3-10-5] 783
599264 | 2606 | 2623 |Exén 18| GTCGCAGCTGTTTTAATT 62 7841 7858 [3-10-5| 784
599265| 2607 | 2624 |[Exon 18] TGTCGCAGCTGTTTTAAT 63 | 7842 7859 |[3-10-5] 792
599266 | 2608 | 2625 |[Ex6n 18| TTUTCGCAUCTGTTTITAA 41 7843 7860 |[3-10-5] 793
599267 | 2609 | 2626 |Exén 18| GTTGTCGCAGCTGTTITA 52 7844 7861 [3-10-5| 794
599268 | 2610 | 2627 |Exén 18] TGTIGICGCAGCIGTITI 51 7845 7862 |3-10-5| 795
Exén 18
599269 | 2611 | 2628 R ep/eti cil TTGTTGTCGCAGCTGTIT 58 np np 3-10-5| 796
6n
Exoén 18
599270| 2612 | 2629 Rep/etici TTTGITGTCGCAGCTGTT 69 np np 3-10-5| 797
on
Exén 18
599271| 2613 | 2630 Rep/etici TTTTIGTTGTCGCAGCTGT 69 np np 3-10-5| 798
on
Exoén 18
599272| 2614 | 2631 Rep/etici TTTTTGTTGTCGCAGCTG 72 np np 3-10-5| 799
on
599205| 2607 | 2624 |Exén 18| TGTCGCAGCTGTTTTAAT 54 | 7842 7859 |5-8-5| 792
599206| 2608 | 2625 [Ex6n 18| TTUTCCCAGCTCTTTITAA 62 7843 7860 |[5-8-5| 793
599207 | 2609 | 2626 |Exén 18] CTTGTCCCAGCTGTTITA 62 7844 7861 |5-8-5| 794
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Sitio
de |[Sitio de o Sitio de | Sitio de
inicio | parada L ° inicio parada
N ISIS| SEQ [SEQ ID| Region Secuencia " SEQID | SEQID Motivol 552 1P
ID NO: 9 NO: NO: :
NO: 1 coni 5 2
1
599208| 2610 | 2627 |Exdn 18| TGTITGTCGCAGCTGTTTT | 66 | 7845 7862 |5-8-5| 795
Exén 18
599209 | 2611 | 2628 Rep/etici TIGTTGTCGCAGCTGTIT | 60 np np 5-8-5| 796
on
Ex6n 18
599210| 2612 | 2629 Rep/etici TITGTTGTCGCAGCTGTT | 62 np np 5-8-5| 797
on
Exén 18
599211| 2613 | 2630 Rep/etici TITTGTTGTCGCAGCTGT | 65 np np 5-8-5| 798
on
Exén 18
599212| 2614 | 2631 Rep/etici TTTTTICTTGTICGCAGCTG | 67 np np 5-8-5| 799
on
Tabla 147
Inhibicion de ARNm de CFB por gapmeros 5-10-5 MOE dirigidos a SEQ ID NO: 1 o0 SEQ ID NO: 2
Sitio de S(;t(if Sitio de| Sitio de
inicio . o inicio | parada
N°ISIS | SEQ pggga Fﬁf.’g'on Secuencia % IseqIp|seq ip| SEQ D
. iana inhibicion . . NO:
ID NO: ) NO: NO:
ID NO:
1 1 2 2
588570 | 150 | 169 Exén1 | TOGOTCACATTCCCTTCCCCT 72 1871 | 1890 396
588571 | 152 | 171 Exon1 | CCTGGTCACATTCCCTTCCC 80 1873 | 1892 397
532614 | 154 | 173 Exén1 | GACCTGGTCACATTCCCTTC 65 1875 | 1894 12
588572 | 156 | 175 Exon1 | TAGACCTGGTCACATTCCCT]| 74 1877 | 1896 398
588573 | 158 | 177 Exon1 |[CCTAGACCTGGTCACATICC] 72 1879 | 1898 399
588566 | 2189 | 2208 | Exon 15 | CCTTCCGAGTCAGCTTITITC 66 6977 | 6996 400
588567 | 2191 [ 2210 | Ex6n15 | CTCCTTCCGAGTCAGCTTTT 66 6979 | 6998 401
532770 | 2193 | 2212 | Ex6n 15 | ACCTCCTTCCGAGTCAGCTT 64 6981 | 7000 198
588568 | 2195 | 2214 | Exon 15 | AGACCTCCTTCCGAGTCAGC| 78 6983 | 7002 402
588569 | 2197 | 2216 | Exon 15 |GTAGACCTCCTTCCGOAGTCA| 74 6985 | 7004 403
588574 | 2453 | 2472 | Ex6n18 | TTTGCCGCTTCTGGTTITITG 71 7688 | 7707 404
588575 | 2455 | 2474 | Exon 18 | CTTTTGCCGCTTCTGGTTTT 72 7690 | 7709 405
532800 | 2457 | 2476 | Exon 18 | TGCTTTTGCCGCTTCTGGTT 71 7692 | 7711 228
588576 | 2459 | 2478 | Exon 18 | CCTGCTTTTGCCGCTTCTGG 59 7694 | 7713 406
588577 | 2461 [ 2480 | Exon 18 | TACCTGCTTTTGCCGCTTCT 76 7696 | 7715 407
516350 | 2550 | 2569 | Exon 18 |AGAAAACCCAAATCCTCATC| 58 7785 | 7804 408
588509 | 2551 | 2570 | Exén 18 |TAGAAAACCCAAATCCTCAT 6 7786 | 7805 409
588510 | 2552 | 2571 | Exon 18 [ATAGAAAA{UCCAAATCCTCAl 10 7787 | 7806 410
588511 | 2553 | 2572 | Ex6n 18 |TATAGAAAACCCAAATCCTC| 9 7788 | 7807 411
588512 | 2554 | 2573 | Ex6n 18 |TTATAGAAAACCCAAATCCT| 80 7789 | 7808 412
588513 | 2555 | 2574 | Exon 18 |[CTTATAGAAAACCCAAATCC| 70 7790 | 7809 413
588514 | 2556 | 2575 | Exon 18 |CCTTATAGAAAACCCAAATC| 71 7791 | 7810 414
588515 | 2557 | 2576 | Exon 18 |CCCTTATAGAAAACCCAAAT| 78 7792 | 7811 415
588516 | 2558 | 2577 | Exon 18 [CCCCTTATAGAAAACCCAAA|l 72 7793 | 7812 416
588517 | 2559 | 2578 | Exon 18 [ACCCUTTATAGAAAACCCAA| 80 7794 | 7813 417
588518 | 2560 | 2579 | Exon 18 |AACCCCITATAGAAAACTCA| 80 7795 | 7814 418
588519 | 2561 | 2580 | Exon 18 |AAACCCCTTATAGAAAACCC| 62 7796 | 7815 419
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Sitio de S(;t('f Sitio de| Sitio de

inicio . o inicio | parada
N.°ISIS | SEQ pgré‘ga Rd*?9'°” Secuencia % Iseqip|seqip| SEQID

ID NO: - iana inhibicion NO: NO: NO:

ID NO:

1 1 2 2
588520 | 2562 | 2581 | Exon 18 |GAAACCCCTTATAGAAAAC(C| 59 7797 | 7816 420
588521 | 2563 | 2582 | Ex6n 18 |[GGAAACCCCTTATAGAAAAC| 40 7798 | 7817 421
588522 | 2564 | 2583 | Ex6n 18 |AGGAAACCCCTTATAGAAAA| 66 7799 | 7818 422
588523 | 2565 | 2584 | Exon 18 |[CAGGAAACCCCTTATAGAAA| 63 7800 | 7819 423
588524 | 2566 | 2585 | Ex6n 18 |[GCAGGAAACCCCTTATAGAA| 70 7801 | 7820 424
588525 | 2567 | 2586 | Ex6n 18 |AGLCAGGAAACCCCTTATAGA| 67 7802 | 7821 425
588526 | 2568 | 2587 | Exon 18 |CAGCAGGAAACCCCTTATAG 0 7803 | 7822 426
588527 | 2569 | 2588 | Exon 18 |[CCAGCAGGAAACCCCITATA| M 7804 | 7823 427
588528 | 2570 | 2589 | Ex6n 18 |T{CAGCAGGAAACCULTTAT| 15 7805 | 7824 428
532809 | 2571 | 2590 | Exon 18 |GTCCAGCAGGAAACCCCTTA| 75 7806 | 7825 237
588529 | 2572 | 2591 | Exon 18 |TGTCCAGCAGGAAACCCLCTT| 16 7807 | 7826 429
588530 | 2573 | 2592 | Ex6n 18 [CTGTCCAGCAGGAAACCCCT| 16 7808 | 7827 430
588531 | 2574 | 2593 | Exon 18 |CCTGTCCAGCAGGAAACCCC| 19 7809 | 7828 431
588532 | 2575 | 2594 | Ex6n 18 [CCCTGTCCAGCAGGAAACCC| 15 7810 | 7829 432
588533 | 2576 | 2595 | Exon 18 |CCCCTOTCCAGCAGGAAACC! 29 7811 | 7830 433
532810 | 2577 | 2596 | Exon 18 |[GCCCCTGTCCAGCAGGAAAC| 74 7812 | 7831 238
588534 | 2578 | 2597 | Ex6n 18 |CGCCCCTGTCCAGCAGGAAA| 21 7813 | 7832 434
588535 | 2579 | 2598 | Ex6n 18 |A{LGOCUCTOTCCAGCAGGAA| 16 7814 | 7833 435
588536 | 2580 | 2599 | Exon 18 |[CACGCCCCTGTCCAGCAGGA| 0 7815 | 7834 436
588537 | 2581 | 2600 | Exon 18 |CCACGCCCCTGTCCAGCAGG| 8 7816 | 7835 437
588538 | 2582 | 2601 | Exon 18 |[CCCACGCCCCTGTCCAGCAG]| 10 7817 | 7836 438
588539 | 2583 | 2602 | Ex6n 18 |TCCCACOCCCCTOTCCAGCA| 23 7818 | 7837 439
588540 | 2584 | 2603 | Exon 18 |ATCCCACGCCCCTGTCCAGL 16 7819 | 7838 440
588541 | 2585 | 2604 | Ex6n 18 | AATCCCACUCCCCTOGTCCAQ 16 7820 | 7839 441
588542 | 2586 | 2605 | Exon 18 |CAATCCCACGCCCC-GTCCA| 12 7821 | 7840 442
588543 | 2587 | 2606 | Exon 18 | TCAATCCCACGCCCCTGTCC| 26 7822 | 7841 443
588544 | 2588 | 2607 | Exon 18 | TTCAATCCCACGCCCCTGTC | 26 7823 | 7842 444
588545 | 2589 | 2608 | Exon 18 | ATTCAATCCCACGCCCCTGT| 31 7824 | 7843 445
588546 | 2590 | 2609 | Exon 18 | AATTCAATCCCACGCCCCTG| 22 7825 | 7844 446
588547 | 2591 [ 2610 | Ex6n 18 |[TAATTCAATCUCCACOGCCCOLT! 12 7826 | 7845 447
588548 | 2592 | 2611 | Exon 18 | TTAATTCAATCCCACGCCCC | 20 7827 | 7846 448
588549 | 2593 | 2612 | Ex6n 18 | TTTAATTCAATCCCACGCCC | 26 7828 | 7847 449
588550 | 2594 | 2613 | Exon 18 | I'I I'TAATTCAATCCCACGC 32 7829 | 7848 450
588551 | 2595 | 2614 | Ex6n 18 | GI'TTIAATTCAATCCCALCGL | 48 7830 | 7849 451
588552 | 2596 | 2615 | Ex6n 18 | TGTTTTAATTCAATCCACG]| 57 7831 | 7850 452
588553 | 2597 | 2616 | Exon 18 | CTGTTTTAATTCAATCCCAL | 49 7832 | 7851 453
588554 | 2598 | 2617 | Exon 18 | GCTGTTTTAATTCAATCCCA 64 7833 | 7852 454
532811 | 2599 | 2618 | Exon 18 | AGUTGITI TAATTCAATCCL | 78 7834 | 7853 239
588555 | 2600 | 2619 | Exon 18 | CAGCTGTTTTAATTCAATCC 48 7835 | 7854 455
588556 | 2601 | 2620 | Exon 18 | GCAGCTOTTTTAATTCAATC | 55 7836 | 7855 456
588557 | 2602 | 2621 | Exén 18 | CGUAGUTGTTTTAATTCAAT 51 7837 | 7856 457
588558 | 2603 | 2622 | Exon 18 | TCGCAGCTGTTITAATTCAA | 51 7838 | 7857 458
532917 | 2604 | 2623 | Ex6n 18 | GTCGCAGCTGTTTTAATTCA | 82 7839 | 7858 317
588559 | 2605 | 2624 | Exén 18 | TGTCOGCAGCTUGTTTTAATTC | 58 7840 | 7859 459
588560 | 2606 | 2625 | Exon 18 | TTGTCGCAGCTGTTITTAATT 72 7841 | 7860 460
588561 | 2607 | 2626 | Exon 18 | GTTGTCGCAGCTGT TTAAT| 75 7842 | 7861 461
532952 | 2608 | 2627 | Exon 18 | TGTTOGTCGCAGCTGTITTAA 39 7843 | 7862 395
588562 | 2609 | 2628 ggggﬁl?ég TTGTTGTCGCAGCTGTTTTA| 53 | np | np | 462

Exén 18/ . g A g g
588563 | 2610 | 2629 Repeticion TTTGTTGTCGCAGCTGTTTT 62 np np 463
588564 | 2611 | 2630 I_\',E;‘ggtil?é{] TTTTGTTGTCGCAGCTGTTT | 63 | np | np | 464
Exén 18/ . g .

588565 | 2612 | 2631 Repeticion TTTTTGTTGTCGCAGCTGTT 64 np np 465
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Ejemplo 122: inhibicion antisentido dependiente de la dosis de CFB humano en células HepG2 por
gapmeros 5-10-5 MOE

Los gapmeros de los estudios descritos anteriormente que muestran inhibicion in vitro de ARNm de CFB se
seleccionaron y se sometieron a prueba a diversas dosis en células HepG2. Se prepararon células a una densidad
de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 0,313 puM,
0,625 uM, 1,25 uM, 2,50 uM, 5,00 uM o 10,00 pM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en la tabla a
continuacién. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células
y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrdpida cuantitativa. Se uso6 el conjunto de sonda y
cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo
con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora semimaxima (Clso) de cada oligonucleétido. Los niveles de ARNm
de CFB se redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucledtidos antisentido.

Tabla 148
N° (SIS 0,313 0,625 1,25 2,50 5,00 10,00 Clso
' pM pM pM pM pM pM (M)
532614 7 13 43 72 65 71 2,2
532635 12 0 3 28 0 0 >10
532692 26 0 12 52 55 74 3,7
532770 21 18 32 73 64 88 1,8
532775 8 0 26 35 47 59 6,2
532800 0 5 30 65 50 75 3.1
532809 12 30 28 40 46 66 46
532810 28 44 32 69 84 95 1,2
532811 66 83 90 94 97 99 <0,3
532917 64 85 88 96 97 99 <0,3
532952 50 53 68 80 91 94 0,4

Ejemplo 123: inhibiciéon antisentido dependiente de la dosis de CFB humano en células HepG2

Los gapmeros de los estudios descritos anteriormente que muestran inhibicion in vitro de ARNm de CFB se
seleccionaron y se sometieron a prueba a diversas dosis en células HepG2. Los oligonucleétidos antisentido se
sometieron a prueba en un nimero de experimentos con condiciones de cultivo similares. Los resultados de cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion. Se prepararon células a una densidad
de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 0,08 uM, 0,25 pM,
0,74 uM, 2,22 yM, 6,67 yM y 20,00 uM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en la tabla a
continuacién. Después de un periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células
y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se usé el conjunto de sonda y
cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo
con el contenido de ARN total, como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de CFB, en relacion con las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora semimaxima (Clso) de cada oligonucleétido. Los niveles de ARNm
de CFB se redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucledtidos antisentido.

Tabla 149
NS ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
HM HM Y HM HM Y (M)
532811 19 53 81 87 96 97 0,2
588834 7 42 64 92 98 98 0,5
588835 11 30 66 89 97 97 0,5
588836 14 40 61 91 97 97 0,5
588837 6 39 67 89 96 97 0,5
588838 0 27 41 81 87 97 1,0
588842 17 51 68 86 93 95 0,3
588843 21 38 72 90 95 96 0,4
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N° ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
pM pM pM pM pM pM (UM)
588870 9 31 56 88 95 97 0,6
588871 14 25 47 79 93 97 0,7
588872 18 28 59 84 92 97 0,6
Tabla 150
N° (SIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
pM pM pM pM pM pM (UM)
532811 31 70 89 94 97 97 0,1
588844 31 60 77 91 95 96 0,1
588846 32 52 78 89 95 97 0,2
588847 22 52 77 91 95 97 0,2
588848 20 40 73 91 96 98 0,3
588851 40 52 82 94 97 97 0,1
588854 17 55 59 84 94 96 0,4
588855 10 32 56 82 93 96 0,6
588856 13 46 75 90 96 97 0,3
588857 11 52 73 94 96 97 0,3
588858 19 48 75 94 97 98 0,3
Tabla 151
N° ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
pM pM pM pM pM pM (UM)
532811 42 66 88 96 97 98 0,1
588859 18 46 66 90 96 97 0,4
588860 55 80 94 97 97 97 <0,1
588861 24 61 86 93 96 97 0,2
588862 25 64 85 94 96 98 0,1
588863 50 73 89 96 96 98 <0,1
588864 52 80 92 96 98 98 <0,1
588865 46 72 91 96 96 99 <0,1
588866 47 76 88 96 97 98 <0,1
588867 43 69 83 92 96 99 0,1
588868 43 56 65 84 93 97 0,1
Tabla 152
NC ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
HM HM Y HM HM Y (M)
532810 0 14 38 72 89 96 1,2
532811 18 54 79 93 96 97 0,3
532952 19 34 73 87 94 96 0,4
588534 17 13 44 77 93 97 0,9
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NS ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
pM pM pM pM pM pM (UM)
588544 12 43 69 86 89 93 0,4
588545 17 55 67 86 91 93 0,3
588546 10 32 67 85 91 93 0,6
588552 27 54 76 90 94 97 0,2
588553 32 68 87 93 95 97 0,1
588560 16 54 76 90 94 96 0,3
588561 18 45 68 85 93 96 0,4
Tabla 153
N° ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
Y HM Y Y Y HM (M)
532811 22 60 82 94 97 98 0,2
588536 2 38 65 90 96 97 0,6
588537 12 38 63 87 94 97 0,5
588547 19 35 61 86 93 97 0,5
588548 19 36 75 88 95 96 0,4
588554 0 76 92 95 97 97 <0,1
588555 31 61 89 96 97 98 0,1
588556 33 56 82 95 94 97 0,1
588562 12 39 71 87 94 97 0,4
588563 25 48 72 86 94 96 0,3
588564 15 33 63 89 91 97 0,5
5  Tabla 154
N° ISIS 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00 Clso
pM pM pM pM uM pM (UM)
532811 39 68 86 96 98 98 0,1
588538 0 40 82 94 97 98 0,3
588539 34 65 88 95 98 98 0,1
588540 30 51 81 91 97 98 0,2
588549 31 57 82 95 96 98 0,1
588550 34 65 88 96 98 98 0,1
588551 47 66 87 96 98 99 <0,1
588557 40 84 95 98 98 98 <0,1
588558 45 73 93 97 98 99 <0,1
588559 51 69 83 96 98 99 <0,1
588565 19 56 81 92 96 98 0,2

Ejemplo 124: inhibiciéon antisentido dependiente de la dosis de CFB humano en células HepG2

10 Los gadpmeros de los estudios descritos anteriormente que muestran inhibicién in vitro de ARNm de CFB se
seleccionaron y se sometieron a prueba a diversas dosis en células HepG2. Los oligonucleétidos antisentido se
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sometieron a prueba en un nimero de experimentos con condiciones de cultivo similares. Los resultados de cada
experimento se presentan en tablas separadas mostradas a continuacion. Se prepararon células a una densidad
de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacion con concentraciones de 0,06 uM, 0,25 uM,
1,00 uM y 4,00 uM de oligonucleétido antisentido, como se especifica en la tabla a continuaciéon. Después de un
periodo de tratamiento de aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de
ARNm de CFB por PCR ultrarrapida cuantitativa. Se usé el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para
medir los niveles de ARNm. Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total,
como se mide por RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion
con las células de control no tratadas.

También se presenta la concentracién inhibidora semimaxima (Clso) de cada oligonucleétido. Los niveles de ARNm
de CFB se redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 155
N° ISIS OL;|(\)/|6 0p,§/|5 1”,(,\)/|0 4”,(,\)/|0 (ﬁ:\s/lo)
532917 31 58 87 92 0,2
588860 18 50 79 93 0,3
599001 16 28 69 90 0,5
599024 14 32 74 90 0,4
599025 0 31 56 92 0,7
599032 28 44 62 88 0,3
599033 28 46 80 92 0,2
599077 8 20 59 80 0,8
599080 9 33 48 76 0,9
599086 7 22 53 83 0,8
599087 21 31 74 87 0,4
599088 13 37 69 82 0,5
599089 3 36 55 79 0,7
599093 25 59 79 88 0,2
599094 19 29 75 89 0.4
599095 29 43 67 87 0,3
599096 23 51 70 88 0,3
599149 20 53 82 92 0,3
599188 0 21 62 85 0,8
Tabla 156
N ISIS Olj(l\)ﬂ6 OﬁiﬁS 1L;|(\)/|0 4”,(,\)/|O (ﬁ:\s/lo)
532917 0 42 81 91 0,4
588860 17 49 74 92 0,3
599155 29 52 67 87 0,3
599198 3 25 64 89 0,6
599201 13 26 67 91 0,5
599202 0 44 72 87 0,5
599203 22 41 75 88 0,3
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N° SIS Op,(,\)AG Op,fAS 1p,|(\)/|0 4p,(,\)/|0 (ﬁ:\s/lo)
599314 12 34 71 84 0,5
599316 7 37 66 88 0,5
599317 8 1 54 83 1,0
599321 8 33 70 85 0,5
599322 24 38 66 87 0,4
599327 22 32 66 89 0,4
599328 0 31 59 88 0,7
599330 5 43 67 84 0,5
599374 23 42 80 91 0,3
599378 21 57 80 93 0,2
599380 23 56 82 93 0,2
599432 17 37 73 93 0,4
Tabla 157
NOISIS Op’(l\)/l6 Oﬁi/IS hf\)no 4L;|(\)/|0 (i:\ilo)
532917 23 65 76 93 0,2
588860 17 60 76 90 0,3
601282 48 68 81 88 0,1
601269 18 59 80 94 0,2
601276 34 64 81 91 0,1
601275 14 39 78 90 0,4
601344 52 84 92 94 <0,06
601383 53 81 86 94 <0,06
601382 41 76 88 94 0,1
601385 52 74 89 91 <0,06
601332 41 69 86 94 0,1
601345 36 75 86 95 0,1
601371 34 72 91 93 0,1
601384 50 78 91 95 <0,06
601380 28 57 83 92 0,2
601387 48 61 82 88 0,1
601341 28 65 83 91 0,2
601346 31 69 82 93 0,1
601335 24 56 85 92 0,2
Tabla 158
NOISIS OL;I(\)/IG Oﬁi/IS hf\)no 4L;|(\)/|0 (i:\ilo)
532917 31 66 86 93 0,1
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N° SIS 0p,|(\)/|6 Op,fAS 1p,|(\)/|0 4p,|(\)/|0 (ﬁ:\s/lo)
588860 28 62 85 94 0,2
599208 24 50 71 89 0,3
599261 31 49 81 94 0,2
599267 41 48 80 88 0,2
599268 28 56 75 92 0,2
599313 14 24 71 92 0,5
599441 24 57 80 87 0,2
599494 13 55 86 94 0,3
599552 30 69 93 95 0,1
599553 34 71 93 96 0,1
599554 30 74 93 96 0,1
599568 40 77 90 97 0,1
599570 61 82 93 96 <0,06
599577 18 62 81 93 0,2
599581 27 60 80 94 0,2
599591 49 74 93 96 <0,06
599592 46 76 90 94 0,1
599593 44 72 91 95 0,1
Tabla 159
N° SIS 0p,|(\)/|6 0p,§/|5 1p,|(\)/|0 4p,|(\)/|0 (ﬁ:\s/lo)
532917 25 56 84 92 0,2
588860 11 51 80 92 0,3
599547 23 60 82 90 0,2
599569 42 73 85 88 0,1
599578 29 49 82 89 0,2
599582 21 56 78 91 0,2
599590 24 62 80 90 0,2
601209 21 49 85 88 0,3
601210 34 64 86 92 0,1
601212 46 68 88 90 0,1
601213 54 80 90 92 <0,06
601214 38 77 88 95 0,1
601215 42 64 85 92 0,1
601216 45 57 76 89 0,1
601264 29 58 86 95 0,2
601278 51 82 83 93 <0,06
601279 44 80 92 96 0,1
601280 44 73 87 94 0,1

171



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2941742T3

601281 51 80 91 94 <0,06

Ejemplo 125: inhibiciéon antisentido dependiente de la dosis de CFB humano en células HepG2

Los gapmeros de los estudios descritos anteriormente que muestran inhibicién in vitro de ARNm de CFB se
seleccionaron y se sometieron a prueba a diversas dosis en células HepG2. Adicionalmente, se disefid un

oligonucledtido desoxi, MOE y (S)-cEt, ISIS 594430, con la misma secuencia ((tT(T(TTT(T(.GAGT(-AGC, SEQ ID
NO: 549) y la region diana (sitio de inicio diana 2195 de SEQ ID NO: 1 y sitio de inicio diana 6983 de SED ID NO:
2) como ISIS 588870, otro oligonucledtido desoxi, MOE y (S)-cEt. ISIS 594430 es un gapmero 3-10-3 (S)-cEt.

Se prepararon células a una densidad de 20.000 células por pocillo y se transfectaron usando electroporacién con
concentraciones de oligonucleétido antisentido de 0,01 uM, 0,04 uM, 0,12 uM, 0,37 pM, 1,11 uM, 3,33 uM y
10,00 yM, como se especifica en la tabla a continuaciéon. Después de un periodo de tratamiento de
aproximadamente 16 horas, se aislé el ARN de las células y se midieron los niveles de ARNm de CFB por PCR
ultrarrapida cuantitativa. Se usé el conjunto de sonda y cebador humano RTS3459 para medir los niveles de ARNm.
Los niveles de ARNm de CFB se ajustaron de acuerdo con el contenido de ARN total, como se mide por
RIBOGREEN®. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion con las células de
control no tratadas.

También se presenta la concentracion inhibidora semimaxima (Clso) de cada oligonucleétido. Los niveles de ARNm
de CFB se redujeron de manera dependiente de la dosis en las células tratadas con oligonucleétidos antisentido.

Tabla 160
N°ISIS 0,01 0,04 0,12 0,37 1,11 3,33 10,00 Clso
uM uM uM uM HM HM HM (MM)
588536 0 0 0 5 45 73 94 1,4
588548 0 0 0 19 52 78 90 1,2
588553 0 0 9 42 76 85 94 0,6
588555 0 52 23 58 78 83 95 0,3
588847 4 1 18 45 67 84 96 0,5
588848 0 3 13 38 67 83 95 0,6
594430 0 0 10 34 50 55 84 1,4

Ejemplo 126: tolerabilidad de gapmeros MOE dirigidos a CFB humano en ratones CD1

Los ratones CD1® (Charles River, MA) son un modelo de ratdn polivalente, utilizado con frecuencia para pruebas
de seguridad y eficacia. Los ratones se trataron con oligonucleétidos antisentido 1SIS seleccionados de estudios
descritos anteriormente y se evaluaron para determinar cambios en los niveles de diversos marcadores de quimica
plasmatica.

Estudio 1 (con gapmeros 5-10-5 MOE)

A grupos de ratones CD1 macho de siete semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez a la
semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucledtido ISIS. A un grupo de ratones CD1 macho se les inyectd
por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. A un grupo de ratones se le inyectd por via
subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucleétido de control ISIS 141923 (

CCTTCCCTGAAGGTTCCTCC, designado en el presente documento como SEQ ID NO: 809, gapmero 5-10-5
MOE sin diana murina conocida). Se sacrificaron los ratones 48 horas después de la ultima dosis y se obtuvieron
érganos y plasma para su analisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas y BUN usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus
AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcién hepatica o renal fuera del intervalo
esperado para oligonucleotidos antisentido se excluyeron en otros estudios.
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Tabla 161

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 40

ALT AST BUN

(Ui Uiy (mg/dl)
PBS 25 46 20
ISIS 532614 513 407 22
ISIS 532692 131 130 24
ISIS 532770 36 53 25
ISIS 532775 193 158 23
ISIS 532800 127 110 25
ISIS 532809 36 42 22
ISIS 532810 229 286 26
ISIS 532811 197 183 21
ISIS 532917 207 204 27
ISIS 532952 246 207 25
ISIS 141923 39 67 23

Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 40 antes de sacrificar a los ratones. También se midieron
los pesos de 6rganos, higado, rifdn y bazo después de que se sacrificaran los ratones. Los resultados se presentan
en la tabla a continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo
esperado para oligonucleotidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 162

Pesos (g) de ratones CD1 el dia 40

Cuerpo Rifon Higado Bazo

PBS 44 0,8 2,0 0,1
ISIS 532614 43 0,7 43 0,2
ISIS 532692 42 0,7 2,6 0,2
ISIS 532770 42 0,6 2,3 0,2
ISIS 532775 42 0,7 25 0,2
ISIS 532800 43 0,6 2,8 0,3
ISIS 532809 42 0,6 2,2 0,1
ISIS 532810 43 0,6 23 0,2
ISIS 532811 41 0,7 2,4 0,2
ISIS 532917 42 0,7 3,0 0,2
ISIS 532952 44 0,8 25 0,3
ISIS 141923 41 0,6 2,0 0,1

Estudio 2 (con gapmeros 5-10-5 MOE)

A grupos de ratones GD1 macho de seis a ocho semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
a la semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucleétido ISIS. A dos grupos de ratones GD1 macho se les
inyecto por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. A un grupo de ratones se le inyect6 por
via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucleétido de control ISIS 141923. Se
sacrificaron los ratones 48 horas después de la ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su analisis
adicional.
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Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, albumina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos I1SIS
que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion hepatica o renal fuera del
intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 163

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 45

ALT AST Albumina BUN
(i (uim (g/dl) (mg/dl)

PBS 39 53 2,9 29
PBS 50 97 2,9 30
ISIS 141923 163 174 4,1 25
ISIS 532810 321 297 25 26
ISIS 532952 182 199 27 27
ISIS 588534 276 248 2,6 29
ISIS 588536 48 60 2,9 31
ISIS 588537 72 79 4,0 25
ISIS 588538 63 67 4,5 29
ISIS 588539 238 177 3,9 28
ISIS 588545 496 256 4,4 24
ISIS 588547 323 210 4,4 25
ISIS 588548 61 63 4,2 27
ISIS 588549 127 132 4,1 23
ISIS 588551 302 282 4,2 22
ISIS 588552 76 98 4,0 30
ISIS 588558 1066 521 3,9 27
ISIS 588559 76 94 4,1 26
ISIS 588561 502 500 4,4 26
ISIS 588563 50 99 4,4 28

Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 42. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 45. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 164

Pesos (g) de ratones CD1 el dia 40

Cuerpo Rifon Higado Bazo
PBS 44 0,7 24 0,1
PBS 43 0,7 24 0,2
ISIS 141923 43 0,6 24 0,2
ISIS 532810 41 0,6 1,9 0,1
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Cuerpo Rifion Higado Bazo
ISIS 532952 43 0,6 24 0,2
ISIS 588534 44 0,7 2,8 0,2
ISIS 588536 43 0,7 27 0,2
ISIS 588537 43 0,7 24 0,2
ISIS 588538 44 0,7 2,8 0,2
ISIS 588539 44 0,6 2,7 0,2
ISIS 588545 44 0,8 3.3 0,3
ISIS 588547 42 0,6 3,3 0,3
ISIS 588548 43 0,6 2,8 0,2
ISIS 588549 42 0,6 2,8 0,3
ISIS 588551 39 0,6 2,2 0,2
ISIS 588552 41 0,6 2,2 0,2
ISIS 588558 44 0,7 3.3 0,3
ISIS 588559 43 0,6 2,7 0,3
ISIS 588561 40 0,7 2,4 0,3
ISIS 588563 41 0,7 24 0,2

Estudio 3 (con gapmeros 5-10-5 MOE)

A grupos de ratones CD1 macho de seis a ocho semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
a la semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucleétido ISIS. A dos grupos de ratones CD1 macho se les
inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Se sacrificaron los ratones 48 horas
después de la ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidon hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, albumina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos I1SIS
que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcién hepatica o renal fuera del
intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 165

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 42

ALT AST Albumina BUN
(utmy uiny (g/dl) (mg/dl)
PBS 37 108 3,1 30
PBS 45 51 3,0 27
ISIS 588544 209 168 29 26
ISIS 588546 526 279 3,0 22
ISIS 588550 82 136 2,7 25
ISIS 588553 79 105 3,0 24
ISIS 588554 112 220 3,2 19
ISIS 588555 95 162 2,8 25
ISIS 588556 345 236 3,0 26
ISIS 588557 393 420 2,8 24
ISIS 588560 109 148 2,7 27
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ISIS 588562 279 284 2,8 22
ISIS 588564 152 188 3,0 23
ISIS 588565 247 271 2,8 28

Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 42. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 42. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 166

Pesos (g) de ratones CD1 el dia 40

Cuerpo Rifon Higado Bazo

PBS 42 0,7 24 0,1

PBS 41 0,7 24 0,2
ISIS 588544 44 0,6 1,9 0,1
ISIS 588546 43 0,6 24 0,2
ISIS 588550 41 0,7 2,8 0,2
ISIS 588553 44 0,7 2,7 0,2
ISIS 588554 40 0,7 2,4 0,2
ISIS 588555 44 0,7 2,8 0,2
ISIS 588556 39 0,6 27 0,2
ISIS 588557 41 0,8 3,3 0,3
ISIS 588560 38 0,6 3,2 0,3
ISIS 588562 41 0,6 2,8 0,2
ISIS 588564 40 0,6 2,8 0,3
ISIS 588565 39 0,6 2,2 0,2

Estudio 4 (con gapmeros (S)-cEt y oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

A grupos de ratones CD1 macho de diez semanas de edad se les inyectaron por via subcutdnea una vez a la
semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucledtido ISIS de los estudios descritos anteriormente. Ademas,
dos oligonucleoétidos, ISIS 594431 e ISIS 594432, se disefiaron como gapmeros 3-10-3 (S)-cEt y también se
sometieron a prueba en este estudio. ISIS 594431 (ACCTCCTTCCGAGTCA | SEQ ID NO: 550) se dirige a la misma
region que ISIS 588871, un gapmero desoxi, MOE y (S)-cEt (sitio de inicio diana 2197 de SEQ ID NO: 1 y sitio de
inicio diana 6985 de SEQ ID NO: 2). ISIS 594432 (TGGTCACATTCCCTTC, SEQ ID NO: 542) se dirige a la misma
region que ISIS 588872, un gdpmero desoxi, MOE y (S)-cEt (sitio de inicio diana 154 de SEQ ID NO: 1 y sitio de
inicio diana 1875 de SEQ ID NO: 2).

A dos grupos de ratones CD1 macho se les inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas
PBS. Se sacrificaron los ratones 48 horas después de la Ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su
analisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidon hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, albumina, creatinina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica
automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacién. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion hepatica
o renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.
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Tabla 167

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 42

10

15

Quimica ALT AST Albumina | Creatinina BUN
(i (i (g/dl) (mg/dl) (mg/dl)

PBS - 71 77 27 0,2 29

PBS - 30 36 2,7 0,2 26
ISIS 588834 Desoxi, MOE y (S)-cEt 436 510 2,8 0,2 25
ISIS 588835 Desoxi, MOE y (S)-cEt 70 98 3,0 0,2 27
ISIS 588836 Desoxi, MOE y (S)-cEt 442 312 27 0,2 27
ISIS 588846 Desoxi, MOE y (S)-cEt 50 75 25 0,1 28
ISIS 588847 Desoxi, MOE y (S)-cEt 44 71 2,6 0,1 24
ISIS 588848 Desoxi, MOE y (S)-cEt 47 70 24 0,1 27
ISIS 588857 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1287 655 2,7 0,2 26
ISIS 588858 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1169 676 2,5 0,2 26
ISIS 588859 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1036 1300 3.2 0,2 25
ISIS 588861 Desoxi, MOE y (S)-cEt 749 466 3,1 0,1 24
ISIS 588862 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1564 1283 2,9 0,2 22
ISIS 588863 Desoxi, MOE y (S)-cEt 477 362 2,8 0,1 23
ISIS 588864 Desoxi, MOE y (S)-cEt 118 165 29 0,2 27
ISIS 588866 Desoxi, MOE y (S)-cEt 843 784 3,2 0,2 25
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 89 99 24 0,1 28
ISIS 594431 3-10-3 (S)-cEt 590 433 3,0 0,2 24
ISIS 594432 3-10-3 (S)-cEt 2595 2865 24 0,1 25

Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 39. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 42. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 168

Pesos (g) de ratones CD1

Quimica Cuerpo Rifién Higado Bazo

PBS - 37 0,6 2,1 0,1

PBS - 45 0,7 2,5 0,2
ISIS 588834 Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 0,6 3,2 0,2
ISIS 588835 Desoxi, MOE y (S)-cEt 38 0,7 2,8 0,3
ISIS 588836 Desoxi, MOE y (S)-cEt 41 0,7 23 0,2
ISIS 588837 Desoxi, MOE y (S)-cEt 38 0,6 2,4 0,3
ISIS 588846 Desoxi, MOE y (S)-cEt 39 0,6 2,3 0,2
ISIS 588847 Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 0,7 25 0,2
ISIS 588848 Desoxi, MOE y (S)-cEt 43 0,7 2,6 0,3
ISIS 588857 Desoxi, MOE y (S)-cEt 39 0,6 3,3 0,2
ISIS 588858 Desoxi, MOE y (S)-cEt 37 0,6 3,4 0,2
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Quimica Cuerpo Rifién Higado Bazo
ISIS 588859 Desoxi, MOE y (S)-cEt 41 0,7 2,5 0,3
ISIS 588861 Desoxi, MOE y (S)-cEt 39 0,6 2,6 0,4
ISIS 588862 Desoxi, MOE y (S)-cEt 34 0,6 2,5 0,4
ISIS 588863 Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 0,6 2,7 0,3
ISIS 588864 Desoxi, MOE y (S)-cEt 40 0,7 23 0,2
ISIS 588866 Desoxi, MOE y (S)-cEt 45 0,7 3,0 0,2
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 39 0,6 2,2 0,2
ISIS 594431 3-10-3 (S)-cEt 36 0,6 3,2 0,2
ISIS 594432 3-10-3 (S)-cEt 31 0,4 1,9 0,1

Estudio 5 (con gapmeros MOE, gapmeros (S)-cEt y oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a nueve semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
a la semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétido ISIS. A dos grupos de ratones CD1 macho se les
inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Se sacrificaron los ratones 48 horas
después de la ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcion hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, albumina, creatinina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica
automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion hepatica
o renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 169

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 42

Quimica ALT AST Albumina | Creatinina BUN
(uimy i (grdl) (mg/dl) (mg/dl)

PBS - 33 84 29 0,2 28

PBS - 32 65 25 0,1 27
ISIS 532692 5-10-5 MOE 363 281 3,0 0,2 30
ISIS 532770 5-10-5 MOE 69 100 2,9 0,1 28
ISIS 532775 5-10-5 MOE 371 333 2,6 0,1 29
ISIS 532800 5-10-5 MOE 104 106 2,7 0,1 31
ISIS 532809 5-10-5 MOE 69 127 2,8 0,1 26
ISIS 588540 5-10-5 MOE 66 110 2,8 0,1 26
ISIS 588838 3-10-3 (S)-cEt 391 330 2,9 0,1 25
ISIS 588842 Desoxi, MOE y (S)-cEt 224 264 2,6 0,1 26
ISIS 588843 3-10-3 (S)-cEt 185 160 2,8 0,1 24
ISIS 588844 Desoxi, MOE y (S)-cEt 304 204 2,7 0,1 25
ISIS 588851 Desoxi, MOE vy (S)-cEt 186 123 2,7 0,1 31
ISIS 588854 Desoxi, MOE y (S)-cEt 1232 925 2,7 0,1 25
ISIS 588855 Desoxi, MOE y (S)-cEt 425 321 2,7 0,1 28
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 78 101 2,4 0,1 31
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 126 145 25 0,1 23
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 108 112 25 0,1 32
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Quimica ALT AST Albumina | Creatinina BUN
(Ui (ulim (g/dl) (mg/dl) (mg/dl)
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 61 124 2,5 0,1 28
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 48 69 2,4 0,1 31
ISIS 588871 Desoxi, MOE y (S)-cEt 723 881 2,5 0,1 24
ISIS 588872 Desoxi, MOE y (S)-cEt 649 654 2,7 0,1 26
Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 40. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 42. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para

oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 170

Pesos (g) de ratones CD1

Quimica Cuerpo Rifién Higado Bazo

PBS - 46 0,7 2,3 0,2

PBS - 44 0,7 2,3 0,2
ISIS 532692 5-10-5 MOE 44 0,6 2,8 0,2
ISIS 532770 5-10-5 MOE 43 0,6 2,2 0,2
ISIS 532775 5-10-5 MOE 43 0,6 2,8 0,2
ISIS 532800 5-10-5 MOE 47 0,7 2,9 0,2
ISIS 532809 5-10-5 MOE 44 0,7 2,6 0,2
ISIS 588540 5-10-5 MOE 44 0,7 25 0,2
ISIS 588838 3-10-3 (S)-cEt 45 0,7 3,1 0,2
ISIS 588842 Desoxi, MOE y (S)-cEt 41 0,6 2,6 0,2
ISIS 588843 3-10-3 (S)-cEt 43 0,7 2,9 0,2
ISIS 588844 Desoxi, MOE y (S)-cEt 43 0,7 2,8 0,2
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 46 0,6 2,6 0,2
ISIS 588854 Desoxi, MOE y (S)-cEt 45 0,7 4,1 0,2
ISIS 588855 Desoxi, MOE y (S)-cEt 44 0,7 29 0,3
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 44 0,7 3,2 0,2
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 45 0,7 2,6 0,3
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 46 0,7 3.2 0,3
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 42 0,7 2,9 0,3
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 43 0,6 2,2 0,2
ISIS 588871 Desoxi, MOE y (S)-cEt 41 0,7 3,1 0,2
ISIS 588872 Desoxi, MOE y (S)-cEt 39 0,6 3,2 0,3

Estudio 6 (con oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a nueve semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
a la semana durante 6 semanas 50 mg/kg de oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt. A dos grupos de ratones
CD1 macho se les inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Se sacrificaron los
ratones 48 horas después de la ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su andlisis adicional.
Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica y renal, se midieron los niveles
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o renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 171

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 45

ALT AST Albumina | Creatinina | Bilirrubin BUN
(uimy uin (g/dl) (mg/dl) a (mg/dl) | (mg/dl)
PBS 39 78 3,4 0,2 0,2 31
PBS 37 59 29 0,1 0,2 27
ISIS 599552 167 208 3,0 0,1 0,2 32
ISIS 599553 43 86 2,9 0,1 0,2 28
ISIS 599554 57 101 2,2 0,2 0,2 31
ISIS 599569 469 530 3,5 0,2 0,3 27
ISIS 599577 37 84 29 0,1 0,1 31
ISIS 599578 45 104 2,8 0,1 0,2 30
ISIS 599581 54 88 3,1 0,1 0,2 31
ISIS 599590 1741 1466 3,1 0,1 0,3 25
ISIS 599591 2230 1183 3,2 0,1 0,3 27
ISIS 601209 68 104 2,9 0,1 0,2 30
ISIS 601212 1795 968 3.2 0,1 0,3 22
ISIS 601215 424 385 3,1 0,1 0,4 25
ISIS 601216 90 125 2,9 0,1 0,2 29
ISIS 601276 946 366 2,9 0,1 0,5 31
ISIS 601282 831 540 3.3 0,2 0,2 32

Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 40. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 45. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para

oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 172

Pesos (g) de ratones CD1

Cuerpo RifAon Higado Bazo

PBS 40 0,7 2,1 0,2

PBS 42 0,8 2,3 0,2
ISIS 599552 38 0,6 2,3 0,2
ISIS 599553 39 0,7 2,2 0,2
ISIS 599554 39 0,7 24 0,2
ISIS 599569 39 0,7 2,2 0,2
ISIS 599577 41 0,7 25 0,2
ISIS 599578 37 0,6 2,0 0,2
ISIS 599581 40 0,6 2,5 0,2
ISIS 599590 34 0,6 3,5 0,2
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Cuerpo Rifon Higado Bazo
ISIS 599591 38 0,8 2,7 0,2
ISIS 601209 42 0,7 2,6 0,3
ISIS 601212 38 0,6 29 0,2
ISIS 601215 36 0,7 2,6 0,2
ISIS 601216 42 0,6 2,7 0,2
ISIS 601276 42 0,7 3,2 0,2
ISIS 601282 38 0,7 3,2 0,2

Estudio 7 (con gapmeros MOE y oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

A grupos de ratones CD1 macho de ocho a nueve semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
a la semana durante 6 semanas 100 mg/kg de oligonucledtidos ISIS. A un grupo de ratones CD1 macho se les
inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Se sacrificaron los ratones 48 horas
después de la ultima dosis y se obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidon hepatica y renal, se midieron los niveles
plasmaticos de transaminasas, albumina, creatinina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica
automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion hepatica
o renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 173

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 45

Quimica ALT AST Albumina| Creatinina BUN
(i (i (g/dl) (mg/dl) (mg/dl)

PBS - 120 102 2,7 0,2 26
ISIS 588842 Desoxi, MOE y (S)-cEt 177 164 2,7 0,1 23
ISIS 588843 Desoxi, MOE y (S)-cEt 98 194 2,7 0,1 24
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 91 142 2,6 0,1 23
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 78 110 2,7 0,1 23
ISIS 599024 3-10-4 MOE 91 108 2,7 0,1 23
ISIS 599087 5-7-5 MOE 198 183 2,6 0,2 28
ISIS 599093 5-7-5 MOE 3285 2518 2,6 0,2 24
ISIS 599149 4-8-5 MOE 30 64 29 0,2 25
ISIS 599155 4-8-5 MOE 145 189 2,6 0,2 25
ISIS 599202 5-8-5 MOE 150 128 2,8 0,2 23
ISIS 599203 5-8-5 MOE 111 127 2,8 0,2 24
ISIS 599208 5-8-5 MOE 146 178 2,9 0,2 22
ISIS 599261 3-10-5 MOE 144 165 2,8 0,2 26
ISIS 599267 3-10-5 MOE 96 132 2,6 0,2 27
ISIS 599268 3-10-5 MOE 87 115 2,6 0,1 23
ISIS 599322 6-7-6 MOE 115 138 2,7 0,1 22
ISIS 599374 5-9-5 MOE 375 271 2,6 0,1 21
ISIS 599378 5-9-5 MOE 77 99 2,7 0,1 23
ISIS 599441 6-8-6 MOE 150 250 2,9 0,1 23
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Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 44. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 49. Los resultados se presentan en la tabla a
continuacién. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los pesos fuera del intervalo esperado para
oligonucledtidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 174

Pesos (g) de ratones CD1

Quimica Cuerpo RifAon Higado Bazo

PBS - 39 0,6 1,9 0,1
ISIS 588842 Desoxi, MOE y (S)-cEt 38 0,5 2,1 0,1
ISIS 588843 Desoxi, MOE y (S)-cEt 41 0,6 2,4 0,2
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 42 0,6 2,2 0,2
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 42 0,7 2,6 0,2
ISIS 599024 3-10-4 MOE 41 0,6 4,0 0,2
ISIS 599087 5-7-5 MOE 44 0,8 2,6 0,3
ISIS 599093 5-7-5 MOE 39 0,6 2,3 0,2
ISIS 599149 4-8-5 MOE 42 0,7 2,8 0,2
ISIS 599155 4-8-5 MOE 41 0,7 2,1 0,2
ISIS 599202 5-8-5 MOE 43 0,6 2,6 0,2
ISIS 599203 5-8-5 MOE 42 0,6 2,6 0,2
ISIS 599208 5-8-5 MOE 40 0,6 2,1 0,2
ISIS 599261 3-10-5 MOE 39 0,7 3,4 0,3
ISIS 599267 3-10-5 MOE 42 0,8 25 0,3
ISIS 599268 3-10-5 MOE 41 0,7 2,1 0,2
ISIS 599322 6-7-6 MOE 43 0,6 2,2 0,2
ISIS 599374 5-9-5 MOE 37 0,6 2,2 0,2
ISIS 599378 5-9-5 MOE 43 0,7 2,7 0,2
ISIS 599441 6-8-6 MOE 42 0,6 25 0,3

Estudio 8 (con gapmeros MOE, oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt y gapmeros (S)-cEt)

A grupos de ratones macho CD1 de ocho a nueve semanas de edad se les inyectaron por via subcutanea una vez
ala semana durante 6 semanas 100 mg/kg de gapmeros MOE, o 50 mg/kg de oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-
cEt o gapmeros (S)-cEt. A un grupo de ratones CD1 macho se les inyecté por via subcutanea una vez a la semana
durante 6 semanas PBS. Se sacrificaron los ratones 48 horas después de la ultima dosis y se obtuvieron 6rganos
y plasma para su andlisis adicional.

Marcadores de quimica plasmatica
Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica y renal, se midieron los niveles

plasmaticos de transaminasas, albumina, creatinina y BUN usando un analizador de bioquimica clinica
automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion.
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Tabla 175

Marcadores de quimica plasmatica en plasma de ratones CD1 el dia 43

Quimica m D/ES/':em ALT AST | Albtmina | Creatinina | BUN
ganga) (Ui (Ui (g/dl) (mg/dl) (mg/dl)
PBS - - 37 57 2,5 0,08 26
ISIS 532770 | 5-10-5 MOE 100 57 73 2,5 0,07 24
ISIS 532800 | 5-10-5 MOE 100 74 126 2,8 0,10 26
ISIS 532809 | 5-10-5 MOE 100 83 73 2,5 0,07 23
ISIS 588540 | 5-10-5 MOE 100 106 102 2,7 0,09 27
ISIS 588544 | 5-10-5 MOE 100 66 62 2,6 0,10 24
ISIS 588548 | 5-10-5 MOE 100 48 67 2,6 0,08 23
ISIS 588550 | 5-10-5 MOE 100 65 106 2,5 0,10 25
ISIS 588553 | 5-10-5 MOE 100 78 90 2,6 0,09 25
ISIS 588555 | 5-10-5 MOE 100 94 89 2,5 0,08 23
SIS 588848 | Desoxi. MOE 50 38 54 23 0,07 25
y (S)-cEt
ISIS 594430 | 3-10-3 (S)-cEt 50 63 72 2,5 0,10 27
Pesos

Los pesos corporales de los ratones se midieron el dia 36. También se midieron los pesos de 6rganos, higado,
rindn y bazo después de que se sacrificaran los ratones el dia 43. Los resultados de los pesos de 6rganos se

10

15

expresaron como una proporcion con respecto a los pesos corporales y se normalizaron a la proporcion de control

de PBS.

Tabla 176

Pesos de érganos/peso corporal (PC) de ratones CD1

Dosis
Quimica (mg/kg/seman| RifAén/PC Higado/PC Bazo/PC
a)

PBS - - 1,0 1,0 1,0
ISIS 532770 5-10-5 MOE 100 1,4 1,1 1,0
ISIS 532800 5-10-5 MOE 100 1,5 1.1 0,9
ISIS 532809 5-10-5 MOE 100 1,3 1,2 0,9
ISIS 588540 5-10-5 MOE 100 1,3 1,2 1,0
ISIS 588544 5-10-5 MOE 100 1,6 1,1 1,0
ISIS 588548 5-10-5 MOE 100 1,7 1,2 1,0
ISIS 588550 5-10-5 MOE 100 1,5 1,2 1,0
ISIS 588553 5-10-5 MOE 100 1,5 1,0 0,8
ISIS 588555 5-10-5 MOE 100 1,8 1,2 1,0

Desoxi, MOE y
ISIS 588848 (S)-cEt 50 1,3 1,0 0,9
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 50 1,4 1,1 0,9
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La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para las mediciones de los
diversos niveles de citocinas, tales como IL-6, MDC, MIP1B, IP-10, MCP1, MIP-1a y RANTES. Los resultados se

presentan en la tabla 54.

Tabla 177

Niveles de citocinas (pg/ml) en plasma de ratones CD1

Quimica IL6 | MDC | MIP1B | IP-10 | MCP1 | MIP-la | RANTES

PBS i 70 16 23 20 17 6 2
ISIS 532770 | 5-10-5MOE | 101 18 126 | 116 | 101 24 6
ISIS 532800 | 5-10-5 MOE 78 17 83 53 105 1 3
ISIS 532809 | 5-10-5 MOE 66 19 60 32 55 20 4
ISIS 588540 | 5-10-5 MOE 51 18 126 70 75 4 3
ISIS 588544 | 5-10-5MOE | 157 14 94 34 102 3
ISIS 588548 | 5-10-5MOE | 164 12 90 66 84 10 4
ISIS 588550 | 5-10-5 MOE 58 21 222 | 124 | 157 5
ISIS 588553 | 5-10-5 MOE 62 14 183 60 103 4
ISIS 588555 | 5-10-5 MOE 70 19 172 | 171 | 178 16 9
ISIS 588848 Des?é‘;'_(':\’l'z?E Y| 59 13 61 27 63 12 4
ISIS 504430 | 3-10-3 (S)-cEt | 48 14 56 38 85 10 3

Ensayos de hematologia

La sangre obtenida de todos los grupos de ratones se envié a Antech Diagnostics para las mediciones de
hematocrito (HCT), asi como de las diversas células sanguineas, tales como WBC, RBC y plaquetas, y el contenido
de hemoglobina (Hb) total. Los resultados se presentan en la tabla 55.

Tabla 178

Marcadores de hematologia en plasma de ratones CD1

Quimica '?%T Hb (g/dl) (%38/3) ( 1%2/%) Sp'a%‘;fsf)

PBS i 46 15 7 9 960
ISIS 532770 | 5-10-5MOE | 45 14 5 9 879
ISIS 532800 | 5-10-5MOE | 45 14 5 9 690
ISIS 532809 | 5-10-5MOE | 46 14 6 9 1005
ISIS 588540 | 5-10-5MOE | 49 15 6 10 790
ISIS 588544 | 5-10-5 MOE 36 11 7 7 899
ISIS 588548 | 5-10-5MOE | 46 14 6 9 883
ISIS 588550 | 5-10-5MOE | 42 13 8 8 721
ISIS 588553 | 5-10-5MOE | 45 14 6 9 719
ISIS 588555 | 5-10-5MOE | 43 13 8 9 838
ISIS 588848 Deysz’é‘;'_(':\’l'z?E 40 15 8 10 840
ISIS 594430 | 3-10-3 (S)-cEt | 45 14 8 9 993
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Ejemplo 127: tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB humano en ratas Sprague-
Dawley

Las ratas Sprague-Dawley son un modelo polivalente usado para evaluaciones de seguridad y eficacia. Las ratas
se trataron con oligonucleétidos antisentido ISIS de los estudios descritos en los ejemplos anteriores y se evaluaron
para determinar cambios en los niveles de diversos marcadores de quimica plasmatica.

Estudio 1 (con gapmeros 5-10-5 MOE)

Las ratas Sprague-Dawley macho, de siete a ocho semanas de edad, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas
Sprague-Dawley se les inyectaron a cada uno por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas
100 mg/kg de gapmeros 5-10-5 MOE. A un grupo de control de 6 ratas se le inyecto por via subcutédnea una vez a
la semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se sacrificaron las ratas y
se obtuvieron drganos y plasma para su analisis adicional.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidén hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa) y los
resultados se presentan en la tabla a continuacion expresados en Ul/l. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cambios en los niveles de cualquier marcador de funcién hepatica fuera del intervalo esperado para
oligonucledtidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 179

Marcadores de funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

ALT AST

(i (i

PBS 66 134
ISIS 588544 101 329
ISIS 588550 69 157
ISIS 588553 88 304
ISIS 588554 202 243
ISIS 588555 94 113
ISIS 588556 102 17
ISIS 588560 206 317
ISIS 588564 292 594

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico sanguineo (BUN) y creatinina usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion, expresados en mg/dl. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion renal
fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 180

Marcadores de funcién renal (mg/dl) en ratas Sprague-Dawley

BUN Creatinina
PBS 18 3,5
ISIS 588544 21 3,1
ISIS 588550 21 3,0
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BUN Creatinina
ISIS 588553 22 2,8
ISIS 588554 23 3,0
ISIS 588555 22 3,5
ISIS 588556 21 3,2
ISIS 588560 26 24
ISIS 588564 24 2,7

Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifidn al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cualquier cambio en los pesos de drganos fuera del intervalo esperado para oligonucledtidos antisentido se
excluyeron de otros estudios.

Tabla 181
Pesos (g)
Cuerpo Higado Bazo Rifion

PBS 422 16 1,2 3,9

ISIS 588544 353 15 1,7 2,9

ISIS 588550 321 14 2,1 3,2

ISIS 588553 313 15 2,3 3,2

ISIS 588554 265 11 1,6 2,7

ISIS 588555 345 14 1,4 3,3

ISIS 588556 328 13 1,7 3,1

ISIS 588560 270 13 2,4 3,0

ISIS 588564 253 12 29 3,0

Estudio 2 (con oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

Las ratas Sprague-Dawley macho, de nueve a diez semanas de edad, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas
Sprague-Dawley se les inyectaron a cada uno por via subcutdanea una vez a la semana durante 6 semanas
100 mg/kg de oligonucledtidos desoxi, MOE y (S)-cEt. A dos grupos de control de 3 ratas se les inyecté a cada
uno por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas después de la ultima
dosis, se sacrificaron las ratas y se obtuvieron érganos y plasma para su andlisis adicional.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas el dia 42 usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa)
y albumina y los resultados se presentan en la tabla a continuacién. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cambios en los niveles de cualquier marcador de funcién hepatica fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.
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Tabla 182

Marcadores de funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

ALT AST | Albimina
) D) (g/dl)
PBS 55 150 3.4
PBS 64 91 3,5
ISIS 588554 52 92 3,2
ISIS 588835 971 844 41
ISIS 588842 317 359 3,8
ISIS 588843 327 753 2,9
ISIS 588846 70 111 3,2
ISIS 588847 65 100 3,0
ISIS 588864 91 109 3,0
ISIS 594430 85 106 3,7

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico sanguineo (BUN) y creatinina usando un analizador de bioguimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion, expresados en mg/dl. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcién renal
fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 183

Marcadores de funcién renal (mg/dl) en ratas Sprague-Dawley

BUN Creatinina

PBS 17 0,4

PBS 21 0,4
ISIS 588554 20 0,4
ISIS 588835 23 0,5
ISIS 588842 22 0,4
ISIS 588843 51 0,4
ISIS 588846 25 0,5
ISIS 588847 23 0,5
ISIS 588864 23 0,4
ISIS 594430 22 0,5

Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifién al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cualquier cambio en los pesos de drganos fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se
excluyeron de otros estudios.
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Tabla 184
Pesos (g)
Cuerpo Higado Bazo Rifion

PBS 466 16 0,9 3,8

PBS 485 16 0,9 3,6

ISIS 588554 393 15 2,3 2,6

ISIS 588835 387 16 1,0 3,3

ISIS 588842 414 22 1,5 3,7

ISIS 588843 427 20 25 42

ISIS 588846 366 16 21 3,3

ISIS 588847 402 15 1,6 3,1

ISIS 588864 364 15 2,1 3,8

ISIS 594430 420 16 1,2 3,6

Estudio 3 (con gapmeros MOE)

Las ratas Sprague-Dawley macho, de nueve a diez semanas de edad, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas
Sprague-Dawley se les inyectaron a cada uno por via subcutdnea una vez a la semana durante 6 semanas
100 mg/kg de gapmeros MOE. A un grupo de control de 6 ratas se le inyectd por via subcutanea una vez a la
semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se
obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas el dia 43 usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa)
y los resultados se presentan en la tabla a continuacién expresados en Ul/l. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquier marcador de funcion hepatica fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 185

Marcadores de funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

Quimica ALT AST | Albumina
iy | Ui (g/dl)
PBS - 52 110 3,7
ISIS 588563 5-10-5 MOE 175 291 2,9
ISIS 599024 3-10-4 MOE 139 173 1,4
ISIS 599093 5-7-5 MOE 116 238 2,6
ISIS 599149 4-8-5 MOE 232 190 3.4
ISIS 599155 4-8-5 MOE 108 215 2,5
ISIS 599202 5-8-5 MOE 65 86 3,5
ISIS 599203 5-8-5 MOE 71 97 3,1
ISIS 599208 5-8-5 MOE 257 467 1,9
ISIS 599261 3-10-5 MOE 387 475 1,5
ISIS 599267 3-10-5 MOE 201 337 2,7
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fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 186

Marcadores de funcién renal (mg/dl) en ratas Sprague-Dawley

Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifidn al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cualquier cambio en los pesos de drganos fuera del intervalo esperado para oligonucledtidos antisentido se

Quimica BUN Creatinina

PBS - 16 0,3
ISIS 588563 5-10-5 MOE 26 0,4
ISIS 599024 3-10-4 MOE 135 1,2
ISIS 599093 5-7-5 MOE 29 0,4
ISIS 599149 4-8-5 MOE 23 0,4
ISIS 599155 4-8-5 MOE 29 0,4
ISIS 599202 5-8-5 MOE 19 0,4
ISIS 599203 5-8-5 MOE 22 0,4
ISIS 599208 5-8-5 MOE 26 0,3
ISIS 599261 3-10-5 MOE 228 1,6
ISIS 599267 3-10-5 MOE 24 0,4

excluyeron de otros estudios.

Tabla 187

Pesos (g)

Quimica Cuerpo Higad Bazo Rifén

PBS - 471 16 1,0 4,1
ISIS 588563 5-10-5 MOE 311 16 3,4 41
ISIS 599024 3-10-4 MOE 297 11 1,0 35
ISIS 599093 5-7-5 MOE 332 18 41 5,0
ISIS 599149 4-8-5 MOE 388 16 2,3 3,7
ISIS 599155 4-8-5 MOE 290 15 2,9 4,5
ISIS 599202 5-8-5 MOE 359 13 1,3 3,2
ISIS 599203 5-8-5 MOE 334 14 1,8 3,3
ISIS 599208 5-8-5 MOE 353 29 4,7 4,6
ISIS 599261 3-10-5 MOE 277 10 0,9 3,2
ISIS 599267 3-10-5 MOE 344 21 3,9 47

Estudio 4 (con gapmeros MOE)

Las ratas Sprague-Dawley macho, de nueve a diez semanas de edad, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas
Sprague-Dawley se les inyectaron a cada uno por via subcutdnea una vez a la semana durante 6 semanas
100 mg/kg de gapmeros MOE. A un grupo de control de 6 ratas se le inyectd por via subcutanea una vez a la
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semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se
obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas el dia 42 usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasméaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa)
y los resultados se presentan en la tabla a continuacion expresados en Ul/l. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquier marcador de funcién hepatica fuera del intervalo esperado para
oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 188

Marcadores de funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

Quimica ALT AST | Albtmina
(uin) (Ui (g/dl)
PBS - 48 77 3,9
ISIS 532800 5-10-5 MOE 72 111 3,4
ISIS 532809 5-10-5 MOE 59 89 3,8
ISIS 588540 5-10-5 MOE 146 259 3,8
ISIS 599268 3-10-5 MOE 175 206 2,7
ISIS 599322 6-7-6 MOE 523 567 3,3
ISIS 599374 5-9-5 MOE 114 176 3,0
ISIS 599378 5-9-5 MOE 124 116 3,2
ISIS 599380 5-9-5 MOE 148 210 3.4
ISIS 599441 6-8-6 MOE 51 91 2,6

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles plasmaticos de
nitrégeno ureico sanguineo (BUN) y creatinina usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi
Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion, expresados en mg/dl. Los
oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion renal
fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 189

Marcadores de funcién renal (mg/dl) en ratas Sprague-Dawley

Quimica BUN Creatinina

PBS - 15 0.4
ISIS 532800 5-10-5 MOE 26 0,5
ISIS 532809 5-10-5 MOE 18 0,5
ISIS 588540 5-10-5 MOE 22 0,5
ISIS 599268 3-10-5 MOE 28 0,5
ISIS 599322 6-7-6 MOE 24 0,5
ISIS 599374 5-9-5 MOE 29 0,5
ISIS 599378 5-9-5 MOE 22 0,4
ISIS 599380 5-9-5 MOE 26 0,5
ISIS 599441 6-8-6 MOE 24 0,4
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Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifién al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cualquier cambio en los pesos de drganos fuera del intervalo esperado para oligonucledtidos antisentido se
excluyeron de otros estudios.

Tabla 190
Pesos (g)
Quimica Cuerpo Hl'gad Bazo Rifon

PBS - 502 16 0,9 3,7

ISIS 532800 5-10-5 MOE 376 16 2,0 3,4

ISIS 532809 5-10-5 MOE 430 16 1,4 3,4

ISIS 588540 5-10-5 MOE 391 16 1,8 3,5

ISIS 599268 3-10-5 MOE 332 16 3,6 3,6

ISIS 599322 6-7-6 MOE 348 13 2,1 3,4

ISIS 599374 5-9-5 MOE 302 12 2,0 3,3

ISIS 599378 5-9-5 MOE 332 11 1,1 2,8

ISIS 599380 5-9-5 MOE 350 11 1,5 3,3

ISIS 599441 6-8-6 MOE 368 16 2,5 3,3

Estudio 5 (con gapmeros MOE y oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt)

Las ratas Sprague-Dawley macho, de nueve a diez semanas de edad, se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas
Sprague-Dawley se les inyectaron a cada uno por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas
100 mg/kg de gapmero MOE o 50 mg/kg de oligonucledtidos desoxi, MOE y (S)-cEt. A un grupo de control de 4
ratas se le inyectd por via subcutanea una vez a la semana durante 6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas
después de la ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Funcion hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas el dia 42 usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa)
y los resultados se presentan en la tabla a continuacion expresados en Ul/l. Los oligonucleétidos ISIS que
provocaron cambios en los niveles de cualquier marcador de funcién hepatica fuera del intervalo esperado para
oligonucledtidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 191

Marcadores de funcién hepatica en ratas Sprague-Dawley

Quimica ALT AST | Albumina
i) i) (g/dl)
PBS - 49 74 3,3
ISIS 532770 5-10-5 MOE 95 132 3,3
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 47 72 3,1
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 56 75 3,0
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 62 84 2,9
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 73 214 2,9
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 59 83 3,1
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 144 144 3.4
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Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcién renal, se midieron los niveles plasmaticos y
ureicos de nitrégeno ureico sanguineo (BUN) y creatinina usando un analizador de bioquimica clinica automatizado
(Hitachi Olympus AU400e, Melville, NY). Los resultados se presentan en las tablas a continuacion, expresados en
mg/dI. Los oligonucledtidos ISIS que provocaron cambios en los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion
renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se excluyeron en otros estudios.

Tabla 192

Marcadores de funcién renal (mg/dl) en el plasma de ratas Sprague-Dawley

Quimica BUN Creatinina

PBS - 18 0,3
ISIS 532770 5-10-5 MOE 20 0,4
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 20 0,4
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 22 0,4
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 24 0,5
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 22 0,4
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 19 0,4
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 20 0,5

Tabla 193
Marcadores de funcién renal (mg/dl) en la orina de ratas Sprague-Dawley
Quimica Prtootgra Creatinina

PBS - 80 92
ISIS 532770 5-10-5 MOE 466 69
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 273 64
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 259 68
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 277 67
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 337 68
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 326 75
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 388 82

Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifién al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron
cualquier cambio en los pesos de drganos fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido se
excluyeron de otros estudios.

Tabla 194
Pesos (g)
Quimica Cuerpo Higado Bazo Rifén
PBS - 489 16 0,9 3,5
ISIS 532770 5-10-5 MOE 372 15 1,7 3.1
ISIS 588851 Desoxi, MOE y (S)-cEt 285 14 1,4 3,2
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Quimica Cuerpo Higado Bazo Rifon
ISIS 588856 Desoxi, MOE y (S)-cEt 415 15 1,1 3,3
ISIS 588865 Desoxi, MOE y (S)-cEt 362 14 2,0 3,3
ISIS 588867 Desoxi, MOE y (S)-cEt 406 15 24 3,4
ISIS 588868 Desoxi, MOE y (S)-cEt 399 15 1,5 3,4
ISIS 588870 Desoxi, MOE y (S)-cEt 446 14 1,4 3,3

Estudio 6 (con gapmeros MOE, oligonucleétidos desoxi, MOE y (S)-cEt y gapmeros (S)-cEt)

Las ratas se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y se alimentaron a voluntad con comida normal
para ratas Purina, dieta 5001. A grupos de 4 ratas se les inyectaron a cada uno por via subcutanea una vez a la
semana durante 6 semanas 100 mg/kg de gapmeros MOE o 50 mg/kg de oligonucledtido desoxi, MOE y (S)-cEt o
gapmero (S)-cEt. A un grupo de control de 4 ratas se le inyecté por via subcutanea una vez a la semana durante
6 semanas PBS. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se sacrificaron las ratas y se obtuvieron
6rganos y plasma para su andlisis adicional.

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn hepatica, se midieron los niveles plasmaticos
de transaminasas el dia 42 usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e,
Melville, NY). Se midieron los niveles plasmaticos de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato transaminasa)
y los resultados se presentan en la tabla a continuacion expresados en Ul/I.

Tabla 195

Marcadores de funciéon hepatica

Quimica (mg?/l?gj/lzem (ﬁﬂ—) (AL‘JSMT) Alt();/rgli)na
ana)

PBS - - 54 73 43
ISIS 532770 5-10-5 MOE 100 57 114 4.4
ISIS 532800 5-10-5 MOE 100 176 180 4,3
ISIS 532809 5-10-5 MOE 100 71 132 4,1
ISIS 588540 5-10-5 MOE 100 89 202 4.4
ISIS 588544 5-10-5 MOE 100 75 152 3,9
ISIS 588548 5-10-5 MOE 100 50 71 41
ISIS 588550 5-10-5 MOE 100 80 133 3,6
ISIS 588553 5-10-5 MOE 100 59 112 3,9
ISIS 588555 5-10-5 MOE 100 97 142 3,8
ISIS 588848 Desoxi, MOE y (S)-cEt 50 53 82 3,9
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 50 198 172 4.4

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la funcidn renal, se midieron los niveles ureicos de proteina
total y creatinina usando un analizador de bioquimica clinica automatizado (Hitachi Olympus AU400e, Melville,
NY). Los resultados se presentan en la tabla a continuacién. Los oligonucleétidos ISIS que provocaron cambios en
los niveles de cualquiera de los marcadores de funcion renal fuera del intervalo esperado para oligonucledtidos
antisentido se excluyeron en otros estudios.

193



ES2941742T3

Tabla 196

Proporcion proteina total/creatinina en la orina de ratas

Dosis

i Proporcio
Quimica (mg;l:]ga/)sem n FI)D/C

PBS - - 1,1
ISIS 532770 5-10-5 MOE 100 8,3
ISIS 532800 5-10-5 MOE 100 6,5
ISIS 532809 5-10-5 MOE 100 6,1
ISIS 588540 5-10-5 MOE 100 10,1
ISIS 588544 5-10-5 MOE 100 7,9
ISIS 588548 5-10-5 MOE 100 6,6
ISIS 588550 5-10-5 MOE 100 7,6
ISIS 588553 5-10-5 MOE 100 7,0
ISIS 588555 5-10-5 MOE 100 6,2
ISIS 588848 Desoxi, MOE y (S)-cEt 50 52
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 50 53

Pesos

Las mediciones de peso corporal se tomaron el dia 39. Se midieron los pesos de higado, corazén, bazo y rifién al
final del estudio el dia 42, y se presentan en la tabla a continuacion. Los resultados de los pesos de érganos se
expresaron como una proporcion con respecto a los pesos corporales y se normalizaron a la proporcion de control
de PBS.

Tabla 197

Proporciones pesos de érganos/peso corporal (PC)

- Dosis HigadoP | ...
Quimica (mg/kg/sem Bazo/PC C Rifén/PC
ana)

PBS - - 1,0 1,0 1,0
ISIS 532770 5-10-5 MOE 100 2,0 1,2 1,0
ISIS 532800 5-10-5 MOE 100 2,8 1,3 1,0
ISIS 532809 5-10-5 MOE 100 2,2 1,1 1,0
ISIS 588540 5-10-5 MOE 100 2,2 1,4 1,0
ISIS 588544 5-10-5 MOE 100 25 1,3 1,1
ISIS 588548 5-10-5 MOE 100 2,1 1,3 1,1
ISIS 588550 5-10-5 MOE 100 3,9 1,4 1,1
ISIS 588553 5-10-5 MOE 100 4.1 1,4 1,4
ISIS 588555 5-10-5 MOE 100 1,8 1,3 1,0
ISIS 588848 Desoxi, MOE y (S)-cEt 50 3,1 1,3 1,1
ISIS 594430 3-10-3 (S)-cEt 50 1,7 1,0 1,1

Ejemplo 128: eficacia de los oligonucleétidos antisentido frente a ARNm de CFB en ratones hCFB

Se sometieron a prueba los compuestos seleccionados para determinar la eficacia en ratones transgénicos CFB
humanos, linea fundadora n.° 6. El gen CFB humano se localiza en el cromosoma 6: posicion 31913721 -
31919861. Se selecciond un fésmido (ABC14-50933200C23) que contenia la secuencia de CFB para producir
ratones transgénicos que expresan el gen CFB humano. Se usaron enzimas de restriccion Cla | (31926612) y Age
1 (31926815) para generar un fragmento de 22.127 pb que contenia el gen CFB para inyeccion pronuclear. El ADN
se confirmé por analisis de enzimas de restriccion usando Pvu I. El fragmento de ADN de 22.127 pb se inyecté en
embriones C57BL/6NTac. Se criaron 6 fundadores positivos. El fundador n.° 6 expresé el ARNm de CFB humano
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hepatico y se cruzé con la 3.2 generacién. Se uso la descendencia de ratones de 3.2 generacion para evaluar los
ASO de CFB humanos para determinar la reduccion de ARNm de CFB humano.

Tratamiento

A grupos de 3 ratones se les inyectaron a cada uno por via subcutanea dos veces por semana durante la primera
semana 50 mg/kg de oligonucledtidos ISIS, seguido de una dosificacion una vez por semana de 50 mg/kg de
oligonucleétidos ISIS durante tres semanas adicionales. A un grupo de control de 4 ratones se le inyectd por via
subcutanea dos veces por semana durante 2 semanas durante la primera semana PBS durante la primera semana
durante tres semanas adicionales. Cuarenta y ocho horas después de la ultima dosis, se sacrificaron los ratones y
se obtuvieron érganos y plasma para su analisis adicional.

Analisis de ARN

Al final del periodo de dosificacion, se extrajo ARN del higado y el rifidn para analisis de PCR ultrarrapida de los
niveles de ARNm de CFB. Los niveles de ARNm de CFB humano se midieron usando el conjunto de sonda y
cebador humano RTS3459. Los niveles de ARNm de CFB se normalizaron a RIBOGREEN®, y también al gen
constitutivo, ciclofilina. Los resultados se calcularon como el porcentaje de inhibicion de la expresion de ARNm de
CFB en comparacioén con el control. Todos los oligonucleétidos antisentido efectuaron la inhibicion de los niveles
de ARNm de CFB humano en el higado.

Tabla 198

Porcentaje de reduccion de los niveles de ARNm de CFB en ratones hCFB

. Normalizad
NOISIS Normalizado a oa
RIBOGREEN e

ciclofilina
532770 86 87
532800 88 87
532809 69 69
588540 95 94
588544 91 91
588548 78 77
588550 89 88
588553 94 94
588555 94 94
588848 83 82
594430 78 76

Ejemplo 129: inhibicién antisentido in vivo de CFB murino

Se disefiaron varios oligonucleétidos antisentido que se dirigieron a ARNm de CFB murino (n.° de acceso
GENBANK NM_008198.2, incorporado en el presente documento como SEQ ID NO: 5). Los sitios de inicio diana
y las secuencias de cada oligonucleétido se describen en la tabla a continuacion. Los oligonucleétidos antisentido
quiméricos en la tabla a continuacion se disefiaron como gapmeros 5-10-5 MOE. Los gapmeros tienen una longitud
de 20 nucledsidos, en los que el segmento de hueco central estd compuesto de 10 2'-desoxinucledsidos y se
flanquea en ambos lados (en las direcciones 5' y 3') por alas que comprenden 5 nucledsidos cada una. Cada
nucledsido en el segmento de ala 5' y cada nucledsido en el segmento de ala 3' tiene una modificacion 2'-MOE.
Los enlaces internucleosidicos a lo largo de cada gapmero son enlaces fosforotioato (P=S). Todos los residuos de
citosina en cada gapmero son 5-metilcitosinas.

Tabla 199

Gapmeros dirigidos a CFB murino

Sitio de inicio
o . diana en SEQID
N.° ISIS Secuencia SEQ ID NO: NO
5
516269 GCATAAGAGGGTACCAGCTG 2593 804
516272 GTCCTTTAGCCAGGGCAGCA 2642 805

195



10

15

20

25

30

35

40

ES2941742T3

Sitio de inicio
o . diana en SEQID
N.° ISIS Secuencia SEQ ID NO: NO
5
516323 TCCACCCATGTTGTGCAAGC 1568 806
516330 CCACACCATGCCACAGAGAC 1826 807
516341 TTCCGAGTCAGGCTCTTCCC 2308 808

Tratamiento
A grupos de cuatro ratones C57BL/6 se les inyectaron a cada uno 50 mg/kg de ISIS 516269, ISIS 516272, ISIS

516323, ISIS 516330 o ISIS 516341 administrados semanalmente durante 3 semanas. A un grupo de control de
ratones se le inyecto solucion salina tamponada con fosfato (PBS) administrada semanalmente durante 3 semanas.

Analisis de ARN de CFB

Al final del estudio, se extrajo ARN del tejido hepatico para el analisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el
conjunto de sonda y cebador RTS3430 (secuencia directa GCOGCAANCAGCANTITCGICA. designada en el presente
documento como SEQ ID NO: 816; secuencia inversa TGGCTACCLCACCTTCCTTGT. designada en el presente
documento como SEQ ID NO: 817; secuencia de sonda CTGGATACTGTCCCAATCCCGOGTATTCCX. designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 818). Los niveles de ARNm se normalizaron usando RIBOGREEN®. Como
se muestra en la tabla a continuacion, algunos de los oligonucleétidos antisentido lograron la reduccién de CFB
murino sobre el control de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion
con el control.

Tabla 200

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones C57BL/6

N.°ISIS %
516269 29
516272 72
516323 77
516330 62
516341 72

Analisis de proteinas

Los niveles de proteina CFB se midieron en el rifién, higado, plasma y en el ojo por inmunoelectrotransferencia
usando anticuerpo anti-CFB de cabra (Sigma Aldrich). Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicién
de CFB, en relacién con el control de PBS. 'np' indica que no se tomaron medidas para esa muestra. Como se
muestra en la tabla a continuacion, la inhibicion antisentido de CFB por oligonucleétidos ISIS dio como resultado
una reduccion de proteina CFB en diversos tejidos. Como se muestra en la tabla a continuacion, la administracion
sistémica de oligonucleétidos ISIS fue eficaz para reducir los niveles de CFB en el ojo.

Tabla 201

Porcentaje de inhibicidon de proteina CFB murina en ratones C57BL/6

N.°ISIS Rifién Higado Plasma Ojo
516269 20 58 np 70
516272 48 74 np 99
516323 73 85 90 93
516330 77 80 np np
516341 80 88 68 np

Ejemplo 130: inhibiciéon antisentido dependiente de la dosis de CFB murino

A grupos de cuatro ratones C57BL/6 se les inyectaron a cada uno 25 mg/kg, 50 mg/kg o 100 mg/kg de ISIS 516272
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e ISIS 516323 administrados semanalmente durante 6 semanas. A otros dos grupos de ratones se les inyectaron
100 mg/kg de ISIS 516330 o ISIS 516341 administrados semanalmente durante 6 semanas. A dos grupos de
control de ratones se les inyecto solucion salina tamponada con fosfato (PBS) administrada semanalmente durante
6 semanas.

Analisis de ARN de CFB

Se extrajo ARN de tejidos hepaticos y renales para el andlisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de
sonda y cebador RTS3430. Los niveles de ARNm se normalizaron usando RIBOGREEN®. Como se muestra en
la tabla a continuacion, los oligonucledtidos antisentido lograron una reduccion dependiente de la dosis de CFB
murino sobre el control de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion
con el control.

Tabla 202

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones C57BL/6

Dosis
N.° ISIS (mg/kg/seman Higado Rifion
a)
25 39 32
516272 50 73 36
100 87 42
25 36 41
516323 50 65 47
100 79 71
516330 100 85 45
516341 200 89 65

Analisis de proteinas

Los niveles de proteina CFB se midieron en el plasma por inmunoelectrotransferencia usando anticuerpo anti-CFB
de cabra (Sigma Aldrich). Como se muestra en la tabla a continuacion, la inhibicion antisentido de CFB por los
oligonucleétidos ISIS dio como resultado una reduccion de proteina CFB. Los resultados se presentan como
porcentaje de inhibicién de CFB, en relacion con el control de PBS. 'np' indica que no se tomaron medidas para
esa muestra.

Los niveles de proteina CFB también se midieron en el ojo por inmunoelectrotransferencia. Todos los grupos de
tratamiento demostraron una inhibiciéon de CFB en un 95 %, estando algunas mediciones de muestras por debajo
de los niveles de deteccién del ensayo.

Tabla 203

Porcentaje de inhibicidn de proteina CFB murina en ratones C57BL/6

NeIsIs | /kgf’;'fnana) Higado
25 32
516272 50 70
100 83
25 43
516323 50 80
100 90
516330 100 np
516341 200 np

Ejemplo 131: efecto de la inhibicién antisentido de CFB en el modelo de raton NZB/W F1
El NZB/W F1 es el modelo cldsico mas antiguo de lupus, donde los ratones desarrollan fenotipos similares a lupus

grave comparables a los de los pacientes con lupus (Theofilopoulos, A.N. y Dixon, F.J. Advances in Immunology,
vol. 37, pp. 269-390, 1985). Estos fenotipos similares a lupus incluyen linfadenopatia, esplenomegalia, niveles
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elevados de autoanticuerpos antinucleares (AAN) séricos, incluyendo IgG anti-ADNbc, de los que una mayoria son
IgG2a e IgG3, y glomerulonefritis (GN) mediada por complejos inmunitarios que se vuelve evidente a los 5-6 meses
de edad, dando lugar a insuficiencia renal y muerte a los 10-12 meses de edad.

Estudio 1

Se realiz6 un estudio para demostrar que el tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB mejoraria
la patologia renal en el modelo de ratén. Se adquirieron ratones hembra NZB/W F1, de 17 semanas de edad, de
Jackson Laboratories. Cada grupo de 16 ratones recibié cada uno dosis de 100 pg/kg/semana de ISIS 516272 o
ISIS 516323 durante 20 semanas. Otro grupo de 16 ratones recibié dosis de 100 pg/kg/semana del oligonucledtido
control ISIS 141923 durante 20 semanas. Otro grupo de 10 ratones recibié dosis de PBS durante 20 semanas y
sirvié como grupo de control con el que se compararon todos los otros grupos. Los criterios de valoracion terminales
se obtuvieron 48 horas después de inyectar la ultima dosis.

Analisis de ARN de CFB

Se extrajo ARN de tejido hepatico y renal para el analisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de sonda
y cebador RTS3430. Los niveles de ARNm se normalizaron usando RIBOGREEN®. Como se muestra en la tabla
a continuacion, algunos de los oligonucledtidos antisentido lograron la reducciéon de CFB murino sobre el control
de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacién con el control.

Tabla 204

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones NZB/W F1

N.° ISIS Higado Rifion
516272 55 25
516323 63 43
141923 0 0

Proteinuria

Se espera proteinuria en un 60 % de los animales en este modelo de raton. La incidencia acumulada de proteinuria
grave se midi6 calculando la proporcidn de proteina total con respecto a creatinina usando un analizador clinico.
Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y demuestran que el tratamiento con oligonucleétidos
antisentido dirigidos a CFB logré una reduccion de la proteinuria en los ratones en comparacion con el control de
PBS y los ratones tratados con oligonucleétidos de control.

Tabla 205

Porcentaje de incidencia acumulada de proteinuria grave en ratones NZB/W F1

%

PBS 40
ISIS 516272 6
ISIS 516323 0
ISIS 141923 25

Supervivencia

La supervivencia de los ratones se siguié llevando el recuento de los ratones al comienzo del tratamiento y a
continuacién de nuevo en la semana 20. Los resultados se presentan en la tabla a continuaciéon y demuestran que
el tratamiento con oligonucledtidos antisentido dirigidos a CFB incrementé la supervivencia en los ratones en
comparacion con el control de PBS y los ratones tratados con oligonucledétidos de control.
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Tabla 206

Numero de ratones supervivientes y % supervivencia

%
Sema | Semana | supervivencia
na 1 20 en la semana
20
PBS 10 6 60
ISIS 516272 16 15 94
ISIS 516323 16 16 100
ISIS 141923 16 12 75

Depésito glomerular

La cantidad de depodsito de C3, asi como el depésito de IgG, en los glomérulos de los rifiones se midié por
inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-C3. Los resultados se presentan en la tabla a continuaciéon y
demuestran que el tratamiento con oligonucledtidos antisentido dirigidos a CFB logré una reduccion de depdsitos
tanto de C3 como de IgG en los glomérulos renales en comparacion con el control de PBS vy los ratones tratados
con oligonucleétidos de control.

Tabla 207

Porcentaje de inhibicién del depdsito de glomérulos en ratones NZB/W F1

N.°ISIS C3 IgG
516272 45 20
516323 48 2
141923 0 0

Estudio 2

Se adquirieron ratones hembra NZB/W F1, de 16 semanas de edad, de Jackson Laboratories. Un grupo de 10
ratones recibié dosis de 100 pg/kg/semana de ISIS 516323 durante 12 semanas. Otro grupo de 10 ratones recibio
dosis de 100 ug/kg/semana del oligonucleoétido control ISIS 141923 durante 12 semanas. Otro grupo de 10 ratones
recibié dosis de PBS durante 12 semanas y sirvié como grupo de control con el que se compararon todos los otros
grupos. Los criterios de valoracién terminales se obtuvieron 48 horas después de inyectar la ultima dosis.

Analisis de ARN de CFB

Se extrajo ARN de tejido hepatico y renal para el analisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de sonda
y cebador RTS3430. Como se muestra en la tabla a continuacion, el tratamiento con ISIS 516323 logré una
reduccion de CFB murino sobre el control de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibiciéon de
CFB, en relacion con el control.

Tabla 208

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones NZB/W F1

N.°ISIS Higado Rifon
516323 75 46
141923 0 6

Proteinuria

La incidencia acumulada de proteinuria grave se evalué midiendo la proporciéon de proteina total en orina con
respecto a creatinina, asi como midiendo los niveles de microalbumina total. Los resultados se presentan en las
tablas a continuacion y demuestran que el tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB redujo la
proteinuria en los ratones en comparacion con el control de PBS y los ratones tratados con oligonucleétidos de
control.
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Tabla 209

Proteinuria en ratones NZB/W F1 medida como niveles de microalbimina en orina (mg/dl)

N.ISIS | Semana 0 | Semana 6 Seman | Semana
a8 10

516323 0 0 5.4 04

141923 0 8.28 86 56

Tabla 210

Proteinuria en ratones NZB/W F1 medida como proporcién de proteina total con respecto a creatinina

N.° ISIS Semana 0 | Semana 6 Seman Semana
a8 10

516323 5,5 7.8 8,6 7,2

141923 6,9 10,0 13,5 7,2

Supervivencia

La supervivencia de los ratones se siguid llevando el recuento de los ratones al comienzo del tratamiento y a
continuacién de nuevo en la semana 12. Los resultados se presentan en la tabla a continuaciéon y demuestran que
el tratamiento con oligonucledtidos antisentido dirigidos a CFB incrementé la supervivencia en los ratones en
comparacion con el control de PBS y los ratones tratados con oligonucleétidos de control.

Tabla 211

Numero de ratones supervivientes

Semana 1 Semana 12
PBS 10 9
ISIS 516323 10 10
ISIS 141923 10 9

Ejemplo 132: efecto de la inhibicion antisentido de CFB en el modelo de ratén MRL

El modelo de ratén con nefritis lipica MRL/Ipr desarrolla un fenotipo similar a LES caracterizado por linfadenopatia
debido a una acumulacion de linfocitos T doble negativo (CD4- CD8 -) y B220*. Estos ratones muestran una tasa
de mortalidad acelerada. Ademas, los ratones tienen altas concentraciones de inmunoglobulinas circulantes, que
incluyen niveles elevados de autoanticuerpos tales como ANA, anti-ADNmc, anti-ADNbc, anti-Sm y factores
reumatoides, lo que da como resultado grandes cantidades de inmunocomplejos (Andrews, B. et al., J. Exp. Med.
148: 1198-1215, 1978).

Tratamiento

Se realiz6 un estudio para investigar si el tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB invertiria la
patologia renal en el modelo de raton. Se adquirieron ratones hembra MRL/Ipr, de 14 semanas de edad, de Jackson
Laboratories. Un grupo de 10 ratones recibié dosis de 50 pg/kg/semana de ISIS 516323 durante 7 semanas. Otro
grupo de 10 ratones recibi6 dosis de 50 pg/kg/semana del oligonucledtido control ISIS 141923 durante 7 semanas.
Otro grupo de 10 ratones recibi6é dosis de PBS durante 7 semanas y sirvié como grupo de control con el que se
compararon todos los otros grupos. Los criterios de valoracion terminales se obtuvieron 48 horas después de
inyectar la ultima dosis.

Analisis de ARN de CFB
Se extrajo ARN de tejido hepatico para el andlisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de sonda y

cebador RTS3430. Como se muestra en la tabla a continuacion, I1SIS 516323 redujo CFB sobre el control de PBS.
Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacién con el control.
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Tabla 212

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones MRL/Ipr

N.°ISIS %
516323 68
141923 4

Patologia renal

La patologia renal se evalué por dos procedimientos. Los cortes histoldgicos del rifidon se tifieron con hematoxilina
y eosina. El control de PBS demostro la presencia de cilindros tubulares en semilunas multiglomerulares, lo que
es un sintoma de glomeruloesclerosis. Por el contrario, los cortes de ratones tratados con ISIS 516323 mostraron
cilindros tubulares en semilunas ausentes con cambios fibréticos minimos en la capsula de Bowman, expansion
de células mesangiales segmentarias de moderada a grave y engrosamiento de la membrana basal glomerular.

La acumulaciéon de C3 en el rifidn también se evalué por inmunohistoquimica con anticuerpos anti-C3. La
puntuacion de intensidad inmunohistoquimica de C3 de rifidn completo se calculd por un sistema de puntuacion
de intensidad, que se comput6 capturando 10 glomérulos por rifién y calculando la intensidad de la tincién de C3
positiva. Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y demuestran que el tratamiento con ISIS 516323
redujo la acumulacién de C3 renal en comparacion con los grupos de control.

Tabla 213

Acumulacién de C3 renal en ratones MRL/Ipr

Puntuacion de Cuantificacion de
intensidad de C3 de | C3 (4realarea total)
riién completo % PBS promedio
PBS 2,5 100
ISIS 516323 1,6 68
ISIS 141923 2,2 99

Niveles de C3 en plasma

La reduccién de CFB inhibe la activacion de la via alternativa del complemento, previniendo el consumo de C3 y
dando lugar a una elevacion aparente de los niveles de C3 en plasma. Los niveles de C3 en plasma de una
extraccién terminal se midieron por un analizador clinico. Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y
demuestran que el tratamiento con ISIS 516323 incrementé los niveles de C3 (p< 0,001) en el plasma en
comparacion con los grupos de control.

Tabla 214

Niveles de C3 en plasma (mg/dl) en ratones MRL/Ipr

N.°ISIS C3
516323 28
141923 16

Los resultados indican que el tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB invierte la patologia renal
en el modelo de ratén con lupus.

Ejemplo 133: efecto de la inhibicion antisentido de CFB en el modelo de ratén CFH Het

El modelo de raton heterocigoto CFH (CFH Het, CFH*") expresa una proteina factor H mutante en combinacion
con la proteina de ratéon de longitud completa (Pickering, M.C. et al., J. Exp. Med. 2007. 204: 1249-56). La histologia
renal sigue siendo normal en estos ratones hasta los seis meses de edad.

Estudio 1

Grupos de 8 ratones CFH*-, de 6 semanas de edad, recibieron cada uno dosis de 75 mg/kg/semana de ISIS

516323 o ISIS 516341 durante 6 semanas. Otro grupo de 8 ratones recibié dosis de 75 mg/kg/semana del
oligonucleétido de control ISIS 141923 durante 6 semanas. Otro grupo de 8 ratones recibié dosis de PBS durante
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6 semanas y sirvid como grupo de control con el que se compararon todos los otros grupos. Los criterios de
valoracién terminales se obtuvieron 48 horas después de inyectar la ultima dosis.

Analisis de ARN de CFB

Se extrajo ARN de tejido hepatico y renal para el analisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de sonda
y cebador RTS3430. Como se muestra en la tabla a continuacion, los oligonucleétidos antisentido redujeron CFB
sobre el control de PBS. Los resultados se presentan como porcentaje de inhibicion de CFB, en relacion con el
control.

Tabla 215

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en ratones CFH*"

N.°ISIS Higado Rifion
516323 80 38
516341 90 44
141923 0 17

Niveles de C3 en plasma

La reduccién de CFB inhibe la activacion de la via alternativa del complemento, previniendo el consumo de C3 y
dando lugar a una elevacioén aparente de los niveles de C3 en plasma. Los niveles de C3 en plasma de la obtencién
de plasma terminal se midieron por un analizador clinico. Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y
demuestran que el tratamiento con ISIS 516323 incrementd C3 a niveles normales en el plasma.

Tabla 216

Niveles de C3 en plasma (mg/dl) en ratones CFH*"

N.° ISIS C3
516323 15
516341 17
141923 8

Estudio 2

Cada grupo de 5 ratones CFH*" recibio dosis de 12,5 mg/kg/semana, 25 mg/kg/semana, 50 mg/kg/semana,
75 mg/kg/semana o 100 mg/kg/semana de ISIS 516323 o ISIS 516341 durante 6 semanas. Otro grupo de 5 ratones
recibié dosis de 75 pg/kg/semana del oligonucleétido control ISIS 141923 durante 6 semanas. Otro grupo de 5
ratones recibi6 dosis de PBS durante 6 semanas y sirvié como grupo de control con el que se compararon todos
los otros grupos. Los criterios de valoracion terminales se obtuvieron 48 horas después de inyectar la tltima dosis.

Analisis de ARN de CFB

Se extrajo ARN de tejido hepatico y renal para el analisis de PCR ultrarrapida de CFB, usando el conjunto de sonda
y cebador RTS3430. Como se muestra en la tabla a continuacion, los oligonucleétidos antisentido redujeron CFB
sobre el control de PBS de manera dependiente de la dosis. Los resultados se presentan como porcentaje de
inhibicion de CFB, en relacién con el control.

Tabla 217

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB murino en el higado de ratones CFH*"

Dosis
N.°ISIS (mg/kg/seman %
a)
12,5 34
25 51
516323 50 72
75 79
100 92
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Dosis
N.° ISIS (mg/kg/seman %
a)
12,5 38
25 57
516341 50 89
75 92
100 90
141923 75 13

Niveles de C3 en plasma

La reduccién de CFB inhibe la activacion de la via alternativa del complemento, previniendo el consumo de C3 y
dando lugar a una elevacion aparente de los niveles de C3 en plasma. Los niveles de C3 en plasma de la obtencién
de plasma terminal se midieron por un analizador clinico. Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y
demuestran que el tratamiento con oligonucleétidos ISIS dirigidos a CFB incrementd los niveles de C3 en el plasma.

Tabla 218

Niveles de C3 en plasma (mg/dl) en ratones CFH*"

Dosis

(mg/kg/seman C3
a)

PBS - 10,1
516323 12,5 11,4
25 15,5
50 17,0
75 18,3
100 18,8
12,5 12,1
25 16,3
516341 50 18,6
75 22,1
100 19,1
141923 75 8,9

Ejemplo 134: efecto de los oligonucleétidos antisentido ISIS dirigidos a CFB humano en macacos
cangrejeros

Se trataron macacos cangrejeros con oligonucleétidos antisentido ISIS seleccionados de estudios descritos en los
ejemplos anteriores. Se evaluaron la eficacia y la tolerabilidad de oligonucleétidos antisentido, asi como su perfil
farmacocinético en el higado y el rifién.

En el momento en que se llevd a cabo este estudio, la secuencia gendmica del macaco cangrejero no estaba
disponible en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI); por lo tanto, no se pudo
confirmar la reactividad cruzada con la secuencia génica del macaco cangrejero. En cambio, las secuencias de los
oligonucledtidos antisentido ISIS usados en los macacos cangrejeros se compararon con una secuencia de
macaco de la India para determinar la homologia. Se espera que los oligonucledétidos ISIS con homologia para la
secuencia del macaco de la India tengan reactividad cruzada completa también con la secuencia del macaco
cangrejero. Los oligonucledtidos antisentido humanos sometidos a prueba tienen reactividad cruzada con la
secuencia genomica de macaco de la India (n.° de acceso GENBANK NW_001116486.1 truncado de los
nucledtidos 536000 a 545000, designado en el presente documento como SEQ ID NO: 3). Cuanto mayor sea la
complementariedad entre el oligonucledtido humano y la secuencia de macaco de la India, mas probable es que
el oligonucledtido humano pueda reaccionar de forma cruzada con la secuencia de macaco de la India. Los sitios
de inicio y parada de cada oligonucledtido dirigido a SEQ ID NO: 3 se presentan en la tabla a continuacion. "Sitio
de inicio" indica el nucledtido mas hacia 5' al que se dirige el gapmero en la secuencia génica de macaco de la
India. "Emparejamientos erroneos" indica el niumero de nucleobases en el oligonucleétido humano que se
emparejan errbneamente con la secuencia gendmica de macaco de la India.
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Tabla 219

Oligonucledtidos antisentido complementarios a la secuencia gendmica de CFB de macaco de la India (SEQ ID
NO: 3)

S_iti.o.de Emparejamie i SEQ

N.° ISIS inicio . Quimica ID
diana ntos erroneos NO

532770 6788 0 5-10-5 MOE 198
532800 7500 0 5-10-5 MOE 228
532809 7614 0 5-10-5 MOE 237
588540 7627 1 5-10-5 MOE 440
588544 7631 1 5-10-5 MOE 444
588548 7635 1 5-10-5 MOE 448
588550 7637 1 5-10-5 MOE 450
588553 7640 1 5-10-5 MOE 453
588555 7643 0 5-10-5 MOE 455
588848 7639 1 Desoxi, MOE y cEt 598
594430 6790 0 3-10-3 cEt 549

Tratamiento

Antes del estudio, los monos se mantuvieron en cuarentena durante al menos un periodo de 30 dias, durante el
que se observo a los animales diariamente para comprobar su salud general. Los monos tenian 2-4 afios de edad
y pesaban entre 2 y 4 kg. A once grupos de 4-6 macacos cangrejeros macho asignados al azar se les inyecto
subcutaneamente oligonucledtido ISIS o PBS en cuatro sitios en el lomo en una rotaciéon horaria (es decir,
izquierda, arriba, derecha y abajo), un sitio por dosis. Los monos recibieron cuatro dosis de carga de PBS o
40 mg/kg de ISIS 532800, ISIS 532809, ISIS 588540, ISIS 588544, ISIS 588548, I1SIS 588550, ISIS 588553, ISIS
588555, ISIS 588848 o ISIS 594430 durante la primera semana (dias 1, 3, 5y 7), y posteriormente recibieron dosis
una vez por semana durante 12 semanas (dias 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 y 84) con PBS o0 40 mg/kg de
oligonucledtido ISIS. ISIS 532770 se sometid a prueba en un estudio separado con condiciones similares con dos
macacos cangrejeros macho y dos hembras en el grupo.

Reduccion de diana hepatica
Analisis de ARN

El dia 86, se obtuvieron muestras de higado y rifidn por duplicado (aproximadamente 250 mg cada una) para el
analisis de ARNm de CFB. Las muestras se ultracongelaron en nitrdgeno liquido en la necropsia en
aproximadamente 10 minutos desde el sacrificio.

Se extrajo ARN de higado y rifién para el analisis de PCR ultrarrapida de la medicién de la expresion del ARNm
de CFB. Los resultados se presentan como porcentaje de cambio de ARNm, en relacién con el control de PBS,
normalizado con RIBOGREEN®. Los niveles de ARN también se normalizaron con el gen constitutivo, ciclofilina A.
Los niveles de ARN se midieron con los conjuntos de sonda y cebador RTS3459, descritos anteriormente, o

RTS4445 MGB (secuencia directa COAAGAACCTCAGTCGAAATCAA. designada en el presente documento como SEQ
ID NO: 819; secuencia inversa TGLCTGGAGGUCCCTCTT, designada en el presente documento como SEQ ID NO:
820; secuencia de sonda AGACCACAAGTITGAAGIC, designada en el presente documento como SEQ ID NO: 815).

Como se muestra en las tablas a continuacion, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido ISIS dio como
resultado una reduccién del ARNm de CFB en comparacion con el control de PBS. El analisis de los niveles de
ARNm de CFB revel6 que varios de los oligonucledtidos ISIS redujeron los niveles de CFB en higado y/o rifidn.
Aqui '0" indica que los niveles de expresion no se inhibieron. ™' indica que el oligonucleétido se sometié a prueba
en un estudio separado con condiciones similares.
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Tabla 220

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB en el higado de macaco cangrejero en relacién con el control de PBS

N.° SIS RTS3459/ RTS3459/ RTS445_MGB/ RTS445_MGB /
Ciclofilina A RIBOGREEN Ciclofilina A RIBOGREEN
532770* 12 37 24 45
532800 54 45 56 46
588540 31 27 28 24
588548 68 67 68 67
588550 53 39 51 37
588553 74 59 74 59
588555 73 71 71 69
588848 9 0 6 0
594430 24 26 23 25

Tabla 221

Porcentaje de inhibicion de ARNm de CFB en el rifidn de macaco cangrejero en relacién con el control de PBS

N°ISIS R.TSS.459/ RTS3459/ RT_S445__MGB/ RTS445 MGB/
Ciclofilina A RIBOGREEN Ciclofilina A RIBOGREEN
532770* 34 56 2 31
532800 36 30 43 37
588540 70 71 67 69
588548 83 84 82 83
588550 81 77 78 74
588553 86 84 86 85
588555 32 34 48 50
588848 89 91 87 90
594430 33 37 19 23

Analisis de proteinas

Se obtuvo aproximadamente 1 ml de sangre de todos los animales disponibles el dia 85 y se colocé en tubos que
contenian la sal potasica de EDTA. Las muestras de sangre se dispusieron de inmediato en hielo o Kryorack y se
centrifugaron (3000 rpm durante 10 min a 4 °C) para obtener plasma (aproximadamente 0,4 ml) dentro de los 60
minutos de la obtencién. Se midieron los niveles plasmaticos de CFB en el plasma por inmunodifusion radial (RID),
usando un anticuerpo policlonal anti-factor B. Los resultados se presentan en la tabla a continuacién. ISIS 532770
se sometio a prueba en un estudio separado y los niveles de proteina en plasma se midieron el dia 91 0 92 en ese

grupo.

El analisis de CFB en plasma revel6 que varios oligonucleétidos ISIS redujeron los niveles de proteina de manera
prolongada. ISIS 532770, que se sometié a prueba en un estudio separado, redujo los niveles de proteina CFB el
dia 91/92 en un 50 % en comparacioén con los valores de referencia. La reduccién en los niveles de proteina de
CFB en plasma se correlaciona bien con la reduccién del nivel de ARNm de CFB hepatico en los correspondientes
grupos de animales.

Tabla 222

Niveles de proteina en plasma (% valores de referencia) en el macaco cangrejero

Dia 1 Dia 30 Dia 58 Dia 72 Dia 86
PBS 113 115 95 83 86
ISIS 532800 117 68 52 39 34
ISIS 532809 104 121 100 80 71
ISIS 588540 108 72 61 40 38
ISIS 588544 118 74 53 33 29
ISIS 588548 110 41 28 20 16
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Dia 1 Dia 30 Dia 58 Dia 72 Dia 86
ISIS 588550 104 64 54 38 37
ISIS 588553 97 42 35 18 16
ISIS 588555 107 35 37 18 18
ISIS 588848 116 95 92 69 71
ISIS 594430 104 64 59 45 46

Estudios de tolerabilidad

Mediciones de peso corporal

Para evaluar el efecto de los oligonucleétidos ISIS sobre la salud general de los animales, se midieron los pesos
corporales y de érganos y se presentan en la tabla a continuacion. ™' indica que el oligonucleétido se sometié a
prueba en un estudio separado con condiciones similares y es el promedio de las mediciones de monos macho y
hembra. Los resultados indican que el efecto del tratamiento con oligonucledtidos antisentido sobre el peso corporal
y de 6rganos estuvo dentro del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido.

Tabla 223

Pesos corporales finales (g) en macaco cangrejero

Dia 1 Dia 14 Dia 28 Dia 42 Dia 56 Dia 70 Dia 84

PBS 2887 2953 3028 3094 3125 3143 3193
ISIS 532770* 2963 2947 2966 3050 3097 3138 3160
ISIS 532800 2886 2976 3072 3149 3220 3269 3265
ISIS 532809 2755 2836 2927 2983 3019 3071 3098
ISIS 588540 2779 2834 2907 2934 2981 3034 3057
ISIS 588544 2837 2896 3009 3064 3132 3163 3199
ISIS 588548 2694 2816 2882 2990 3073 3149 3161
ISIS 588550 2855 2988 3062 3188 3219 3282 3323
ISIS 588553 3033 3156 3256 3335 3379 3372 3442
ISIS 588555 2757 2863 2965 3022 3075 3088 3158
ISIS 588848 2850 3018 3032 3187 3230 3212 3291
ISIS 594430 2884 2963 2953 3149 3187 3204 3256

Tabla 224

Pesos de érganos finales (g) en macaco cangrejero

Bazo Corazon RifAon Higado

PBS 2,8 11,6 11,9 55,8
ISIS 532770 5,0 11,3 20,6 77,9
ISIS 532800 6,2 11,9 18,6 94,4
ISIS 588540 4,0 11,4 13,5 67,1
ISIS 588548 41 11,7 17,3 72,0
ISIS 588550 5,8 10,9 18,5 81,8
ISIS 588553 5,0 12,7 17,2 85,9
ISIS 588555 4,7 11,8 15,9 88,3
ISIS 588848 50 12,7 14,4 75,7
ISIS 594430 3,9 11,9 14,8 69,9

Funcién hepatica

Para evaluar el efecto de los oligonucledtidos ISIS sobre la funcidn hepatica, se obtuvieron muestras de sangre de
todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se obtuvieron de las venas cefalica, safena o femoral, 48
horas después de la dosificacidon. Los monos se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la obtencion de
sangre. Se obtuvo sangre (1,5 ml) en tubos sin anticoagulante para la separacion del suero. Los tubos se
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mantuvieron a temperatura ambiente durante un minimo de 90 minutos y a continuacién se centrifugaron
(aproximadamente 3000 rpm durante 10 min) para obtener suero. Los niveles de diversos marcadores de funcion
hepatica se midieron usando un analizador quimico Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japdn).

Se midieron los niveles plasmaticos de ALT y AST vy los resultados se presentan en la tabla a continuacion,
expresados en |U/l. La bilirrubina, un marcador de la funcién hepatica, se midié de forma similar y se presenta en
la tabla a continuacion expresada en mg/dl. "™ indica que el oligonucleétido se sometioé a prueba en un estudio
separado con condiciones similares y es el promedio de las mediciones de monos macho y hembra. Los resultados
indican que la mayoria de los oligonucleoétidos antisentido no tuvieron ninguin efecto sobre la funcién hepatica fuera
del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido.

Tabla 225

Niveles de marcadores de quimica hepatica en plasma de macaco cangrejero el dia 86

ALT AST Bilirrubina
(Ul (Ul (mg/dl)
PBS 71 57 0,3
ISIS 532770* 59 58 0,1
ISIS 532800 65 86 0,1
ISIS 532809 35 58 0,1
ISIS 588540 70 88 0,2
ISIS 588544 55 97 0,2
ISIS 588548 61 85 0,2
ISIS 588550 94 84 0,2
ISIS 588553 44 65 0,2
ISIS 588555 63 84 0,2
ISIS 588848 69 65 0,2
ISIS 594430 86 53 0,2

Funcion renal

Para evaluar el efecto de los oligonucleotidos ISIS sobre la funcién renal, se obtuvieron muestras de sangre de
todos los grupos de estudio. Las muestras de sangre se obtuvieron de las venas cefalica, safena o femoral, 48
horas después de la dosificacion. Los monos se mantuvieron en ayunas durante la noche antes de la obtencion de
sangre. Se obtuvo sangre en tubos sin anticoagulante para la separacion del suero. Los tubos se mantuvieron a
temperatura ambiente durante un minimo de 90 minutos y a continuacién se centrifugaron (aproximadamente
3000 rpm durante 10 min) para obtener suero. Los niveles de BUN y creatinina se midieron usando un analizador
quimico Toshiba 200FR NEO (Toshiba Co., Japén). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion,
expresados en mg/dl. " indica que el oligonucledtido se sometidé a prueba en un estudio separado con condiciones
similares y es el promedio de las mediciones de monos macho y hembra.

Para el andlisis de orina, se obtuvo orina fresca de todos los animales por la mafana usando una bandeja de jaula
limpia sobre hielo humedo. Se retiré la comida durante la noche del dia antes de la obtencién de orina, pero se
suministré agua. Las muestras de orina (aproximadamente 1 ml) se analizaron para determinar la proporcion de
proteina con respecto a creatinina (P/C) usando un analizador quimico automatizado Toshiba 200FR NEO (Toshiba
Co., Japon), 'nd' indica que el nivel de proteina ureico estaba por debajo del limite de deteccion del analizador.

Los datos quimicos de plasma y orina indican que la mayoria de los oligonucledétidos ISIS no tuvieron ningun efecto
sobre la funcién renal fuera del intervalo esperado para oligonucleétidos antisentido.

Tabla 226

Niveles de marcadores de quimica renal (mg/dl) en plasma de macaco cangrejero el dia 86

BUN Creatinina Proteina
total
PBS 28 0,9 8,0
ISIS 532770* 20 0,9 6,9
ISIS 532800 25 0,9 7,5
ISIS 532809 23 0,8 7.4
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BUN Creatinina Proteina

total
ISIS 588540 30 0,8 7,5
ISIS 588544 26 0,9 7,4
ISIS 588548 25 0,9 7,6
ISIS 588550 24 0,9 7,2
ISIS 588553 25 0,8 7,2
ISIS 588555 25 0,8 7,6
ISIS 588848 24 0,9 7,5
ISIS 594430 25 0,8 7,2

Niveles de marcadores de quimica renal en orina de macaco cangrejero el dia 44 y el dia 86

Hematologia

Dia 44 Dia 86

PBS 0,03 nd
ISIS 532800 0,01 nd
ISIS 532809 0,01 nd
ISIS 588540 0,03 nd
ISIS 588544 0,01 0,09
ISIS 588548 0,01 0,01
ISIS 588550 0,04 0,01
ISIS 588553 0,05 nd
ISIS 588555 0,03 0,03
ISIS 588848 0,09 nd
ISIS 594430 0,03 nd

Para evaluar cualquier efecto de los oligonucledtidos ISIS en macacos cangrejeros sobre parametros hematicos,
se obtuvieron muestras sanguineas de aproximadamente 0,5 ml de sangre de cada uno de los animales de estudio
disponibles en tubos que contenian K2-EDTA. Las muestras se analizaron para determinar el recuento de glébulos
rojos (RBC), recuento de glébulos blancos (WBC), recuento de glébulos blancos individuales, tales como
monocitos, neutréfilos, linfocitos, asi como recuento de plaquetas, contenido en hemoglobina y hematocrito,
usando un analizador de hematologia ADVIA120 (Bayer, EE. UU.). Los datos se presentan en las tablas a

continuacion.

similares y es el promedio de las mediciones de monos macho y hembra.

indica que el oligonucledtido se sometid a prueba en un estudio separado con condiciones

Los datos indican que los oligonucleétidos no provocaron ningun cambio en parametros hematicos fuera del
intervalo esperado para oligonucledtidos antisentido a esta dosis.

Tabla 228

Hemogramas en macacos cangrejeros

RBC Plaquetas WBC Neutréfilos Linfocitos (% Monocitos

(x 10%/ul) (x 103/ul) (x 10%/ul) (% WBC) total) (% total)
PBS 5,8 347 9,4 42,7 53,1 3,0
ISIS 532770* 54 386 10,8 22,3 71,7 3,3
ISIS 532800 5,6 360 13,1 29,5 61,1 6,5
ISIS 532809 5,2 400 11,5 56,6 38,2 2,5
ISIS 588540 55 367 11,7 50,9 42,7 21
ISIS 588544 52 373 14,3 56,6 37,6 4,3
ISIS 588548 5.1 373 9,7 40,4 54,3 3,9
ISIS 588550 6,1 343 9,9 32,1 61,7 4,6
ISIS 588553 5,2 424 9,3 41,7 53,2 3,6
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RBC Plaquetas WBC Neutrofilos Linfocitos (% Monocitos
(x 108/ul) (x 10%/l) (x 10%/ul) (% WBC) total) (% total)
ISIS 588555 5,1 411 9,6 45,1 49,7 3,5
ISIS 588848 5,7 370 10,0 39,8 55,8 3,1
ISIS 594430 5,7 477 10,6 47,3 47,8 3,6

Tabla 229

Parametros hematicos en macacos cangrejeros

Hemoglobina HCT

(g/dl) (%)

PBS 14,1 46,6
ISIS 532770 12,4 40,9
ISIS 532800 12,3 40,5
ISIS 532809 12,2 40,4
ISIS 588540 12,5 41,5
ISIS 588544 11,9 38,1
ISIS 588548 12,3 39,6
ISIS 588550 13,4 45,0
ISIS 588553 12,6 39,8
ISIS 588555 11,6 38,1
ISIS 588848 13,2 42,7
ISIS 594430 13,4 43,1

Medicion de la concentracion de oligonucleétido

La concentracion del oligonucleétido de longitud completa se midid en los tejidos renales y hepaticos. El
procedimiento usado es una modificacién de procedimientos previamente publicados (Leeds et al., 1996; Geary et
al., 1999) que consisten en una extraccion con fenol-cloroformo (liquido-liquido) seguida de una extraccién en fase
solida. Las concentraciones de muestras tisulares se calcularon usando curvas de calibracion, con un limite inferior
de cuantificacion (LLOQ) de aproximadamente 1,14 pg/g. Los resultados se presentan en la tabla a continuacion,
expresados como ug/g de tejido hepatico o renal.

Tabla 230

Distribucion de oligonucleétidos antisentido

Rifon Higado Proporcion

(ng/g) (ng/g) riién/higado
ISIS 532800 3881 1633 24
ISIS 588540 3074 1410 2,2
ISIS 588548 3703 1233 3,0
ISIS 588550 4242 860 4,9
ISIS 588553 3096 736 4,2
ISIS 588555 4147 1860 2,2
ISIS 588848 2235 738 3,0
ISIS 594430 1548 752 2,1

Ejemplo 135: estudio de eficacia de 6 semanas de oligonucleétidos antisentido no conjugados y 5'-THA-
GalNAc3-conjugados dirigidos a CFB humano en ratones transgénicos

Se sometieron a prueba dos oligonucleétidos antisentido que tienen la misma secuencia de nucleobases:
oligonucleétido antisentido no conjugado ISIS 588540 y oligonucleétido antisentido 5'-THA-GalNAc3-conjugado
ISIS 696844, en ratones transgénicos CFB humanos (ratones hCFB-Tg).

A los ratones se les administré por via subcutanea ISIS 696844 en dosis de 0,1, 1,25, 0,5, 2,0, 6,0 o

12,0 mg/kg/semana o ISIS 588540 en dosis de 2, 6, 12, 25 o0 50 mg/kg/semana durante 6 semanas. A un grupo de
control de ratones se les administrd por via subcutanea PBS durante 6 semanas. Los ratones se sacrificaron 48
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horas después de la ultima dosis. Los niveles de ARNm hepatico se analizaron por gqRT-PCR.

Estudio 1

Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y demuestran que el oligonucleétido antisentido 5-THA-
GalNAc3-conjugado dirigido a CFB es mas potente que el oligonucledtido antisentido no conjugado con la misma
secuencia.

Tabla 231

Eficacia de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB

DEso DE7s

(mg/kg) (mg/kg)
ISIS 588540 4,52 9,26
ISIS 696844 0,52 1,12

Estudio 2

Los niveles de ARNm hepatico se midieron con dos conjuntos de sonda y cebador diferentes dirigidos a diferentes
regiones del ARNm y se normalizaron a RIBOGREEN® (RGB) o bien ciclofilina. Los conjuntos de sonda y cebador

fueron RTS3459, descrito anteriormente, y RTS3460 (secuencia directa COAAGCAGUTCAATGAAATCAA, designada
en el presente documento como SEQ ID NO: 813; secuencia inversa TGCCTGGAGGGCCTTCTT. designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 814; secuencia de sonda AGACCACAAGTTGAAGTC, designada en el
presente documento como SEQ ID NO: 815). Los resultados se presentan en la tabla a continuacion y demuestran
que el oligonucledtido antisentido 5-THA-GalNAc3-conjugado dirigido a CFB es mas potente que el oligonucledtido
antisentido no conjugado con la misma secuencia, independientemente del conjunto de sonda y cebador usado.

Tabla 231

Eficacia de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a CFB

DEso DEso DEso DEso DE7s DEz7s DEz7s DE7s
RTS3459 | RTS3460 | RTS3459 RTS3460 | RTS3459 | RTS3460 | RTS3459 RTS3460
(RGB) (RGB) (ciclofilina) | (ciclofilina) (RGB) (RGB) (ciclofilina) | (ciclofilina)

ISIS

588540 | 4 4.1 5.2 5.4 9,3 10,0 10,0 9,3
ISIS
696844 | O° 0.5 0.6 05 1,1 1,3 1,2 0,9
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LISTADO DE SECUENCIAS

ccttgactgy
aggacaggog
gtggggagea
gagocaagea
ctoctgoctt
atcttgggoc
ggatcctget
gyccaggcac
acctgoagat
aaggcagagt
bepoccsgyt

tacactctec

cagetoagogy
gggcgagecy
ggggaagaga
gacaagcaaa
ccaacgocat
tettgbetgg
ctetggaggg
tggagtacgt
ctacggggte
goeagagoaat
chesstacta

ggggctetge

211

[ 8 s falalalfatatel
caggtgocag
atgtgaccag
goaagooagg
ggggagcaat
aggtgtgacea
ggtagagata
gtgteocttet
ctggagocaco
ccactgbaca
caatgtgagt

caatcgoaco

gettggatgh
aacacagatt
gbtcetaggtet
acacacecate
ctcagococoo
accactocat
aaaggegget
ggcttctace
ctgaagacte
agaccacacd
gatgagatet

tgococaagtga
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300

3&60

420
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atggecgatg
cgggoatooe
cctaccactg
gbggotettg
aagaggtggc
aggatgggea

deatgaacat
gagoccaaaaa

gatatggteot
acagcagtaa
agttgaagte
ggccagatga
ctgatggatt
tgetatacat
ttggggtegy
atgagcaaca
tgatcgatga
cogattacca
acgagagctg
tcactgtgga
tggagataga
gaattcctga
atggoocagac
gycttoctee
tcaaagotet
agaatgggga
aagtcaagga
cctatgotga
gaagtogttt
agaagagooa

tgctgecctyg

gagtgggeag
cattggcaca
cagocggggg
Jagogggady
cgaagotttoc
CggeCCagge

ctacctagty
gtgtectagteoe

aghtgacatat
tgocagactgg
aggogactaac
cgbtecetect
gcacaacatg
tggcaagogat
gectttggty
tgtgttcaaa
aagcocagtet
caagoaacca
tatggggget
tgacaaggaa
agtagteocta
attttatgac
tatcaggooo
aactaccact
gtttgtgtet
taagaaaggc
catctcagag
ccccaatact
cattcaagtt
aaagcagota

goctgaaggag
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acagogateot
aggaaggtgg
cttaccotge
gqagqocttact
cbtgtbocttoco
gaacaacaga

ctagatdguat
aacttaattg

gocacatace
gtcacgaagoc
accaagaagg
gaaggctgga
ggcggggaca
cgoaaaaaca
aaccaagtga
gtcaaggata
ctgagtetet
tggcaggcoca
gtggtgtetg
cactocaateca
tttecaceocca
tatgacgttg
atttgtotoo
tgocagoaag
gaggaggaga
agctgtgaga
gtggtcaceco
tgcagaggtg
ggtgtaatca
cckgotoace

aaactccaag

gtgacaacgg
goagocagta
gtggctocca
gecaagackts
tgacagagac
agcggaagat

cagacagsat
agaaggtggo

ccaaaattbg
agctcaatga
coctacagge
accgoacesy
caattactgt
caaggoagoa
acatcaatge
tggaaaacct
gtggeatggt
agatectcagt
agtactttgt
aggtecagegt
actacaacat
cccbtgatcaa
coctgoacoga
AAAAGAAZA
aaaagoctgac
gagatgctca
cteogottect
attctggogg
gotggggagt
cocgagactt

atgaggattt

212

ageggggtac
cogocttbgaa
geggogaacg
cttcatgtas
catagaagga
cgtoctggas

togggyecage
aagttatggt

gagtcaaagtg
aatcaattat
agtgtacage
scatgtcate
cattgatgag
ttatetggat
tttggettes
ggaagatgtt
ttgggaacac
cattogooct
gotgacagca
aggaggggag
taatgggaaa
getecaagaat
gggaacaact
goetgetooot
tocggaaggag
atabtgocococca
ttgtactgga
ccoccttgata
agbtggatgtoc
tcacatcaac

gggttttcta

tgotocaacs
gacagcgtca
tgtcaggaag
gacasoockta
gtocgatgctg
ccttoagget

aacttoacag
gtgaagccaa

tetgaageag
gaagaccaca
atgatgaget
atceteatga
atcogggact
gtetatgtgt
aagaaagaca
ttoctaccaaa
aggaagggta
tcaaagggac
gocacattgtt
aagogggaco
ddagaagcag
aagctgaaat
cgagoctttga
goacagoata
gtoctacatca
ggctatgaca
goagtgagta
gttcacaaga
tgcaaaaacoc
ctotttoaag

taaggggttt

TBD

2840

00

3e0

1020

10BD

1140
1200

1240

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1880

1920

1380

2040

2100

2160

22210

2280

2340

2400

2460

2520

2580
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cotgetggacs aggogogtagy gattgaatta asacagetge gacaacasss aassa88888A8

Adaaaa
<210> 2
<211> 9001
<212>  ADN
<213>
<400> 2
ggaggtgagy

totoettectt
agoctoacaa

atggagtctt
cttetgooto
aggtgoceac
gttogocagg
agtgcoctgaga
tcteotggttco
accatgttoo
gooacoCoagy
aggyuaIgyc
ctagatgaca
cttgagooga
tacaggatot
gggcttacag
totggtgageo
aagggoccct
gragoootogg
gocactgago
tggoccaccoct
goatgoocadga
cotogotgon

actcatgott

Homo sapiens

gtotcaggtt

ctecagogtoet
acctgotagg

gototgtote
ctgggttoaa
CacCcACACcCAa
atggtottga
ttacaggecgt
cacccctget
cocaacttgac
aggatgagay
cacctgtgte
ctgtotoctg
gattocaggtt
cagocttgtt
ttgggyctygt
tggggtcttt
cgtagoaagg
ctgaggoage
coctetgeotge
tagaccctgt
ggoagogoac
coacoctocog

gttteoacttt

ggggatgetyg

gaetgettto
tgtoocotggg

ccaggctgga
gogatteteo
gcotaattEtt
actoctgacs
gagocactgo
goagtggaca
agatgtcoagg
tocotgoaag
totghggeca
toaccetttyg
ttttcaggtg
ggggggatga
ggcagoctoe
acaaccoctg
teocogoocgoeo
acctygyguyga
cctgocagaa
gatoccatoct
acaagotggg
ctocttgygoe

cacatggaat

ggatocoooot

totototgac
totgeottatt

gtgcagtgge
tactteocageoeo
gtatttttag
tcaagtgate
acccaccogg
agctgtgoog
gaggtggtga
grtgagtoos
geatgoatge
ctggoaggag
agaagetaca
gogagegectt
cagccagtte
cottggotot
acgagacttt
tgtoctgaat
tectgoocgoeo
ctectocctago
aaatcctoag
tgtecccaga

tteccagtta

213

gtgacagote

gogggtcacs
ctttttttgt

acgacctoag
tocogagtag
tagagacggg
tgootgoota
gtctgocttat
aggttgtctc
cagaccagtt
traccatgoo
cagaacacoa
aatctggggg
agottgoagg
tgagggatot
totectttte
gotgacaaaa
cacatcaato
tttttagoos
ctocatctte
tgagtaaatc
gogotoctaco
ttecttooct

tgaaattaat

ccagaatgtao

cotoctooca
tgttattgag

ctecactgcaa
ctgagattac
atttocgoeat
aacctogcaa
tctaceccttc
ccaagaaaad
cotatgoagk
tggattooca
gtocactges
agoagtttte
accocaggggt
agagaggttg
tocaggtggg
actocogoaa
tottocogeat
totagocatyg
tacctctgaa
cgggtcteta
agoaggactg
ggttgactiyg

aaaaatcaat

26410

2646

&0

120
1ED

240

300

380

420

480

540

600

BED

T20

T80

B40

800

360

1020

10B0

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gogtttocaca
gyygagycony
cagtggctgg
tetgogtooot
actgaagggy
tecocttgactyg
taggacaggo
ot ggggage
tgagocaags

totooctgoot
tatettggge

catoccotoct
cactcoccatgg
aggoggotoc
ctteotacoeg
gaagactcaa
tgtgggeagt
gactagygoayg
ggaaaggggg
goagooctgg
atgggttgag
tgacatgygte
totacttgte
gggaatactg
atgacggtta
gtgggoagac
ghotoootga
getetetace
tgoagoggag
gtacogoctt
[=lmi=Ks fmls o pula p-)

tgacotttga

tototocagtyg
aatgactcoca
actoctgcacc
aagtgggtgg
agagtoctgyg
goagotoage
gogggogagon
AGTITLAGTY
agacaagoaa

toccaacgoca
cteotbgtetg

tggocttttg
tettbggece
ttecgacktte
tacectgtge
gaccaaaaga
ggoctaaggo
gTtyacaagy
Ccaagaaaaag
aagtocaagag
gagtaggtaa
tecgagacca
cococttete
gooocoggtot
cactotaogg
agogatetgt
cggegesdag
ttgeotecacgg
tactgotoca
gaagacagog
acgtgteagy

cebgtasoss

ES2941742T3

cctotatotg
agagctacag
ataacacaca
tttgggetta
accttbgyea
gaggecctoe
goaggbtgoca
aatgtgacca
agéaagqadag

tggggagcaa
gaggtaageg

gogocacget
guccccaggy
tccaagagygy
agacacgtac
ctgtcaggaa
agaaacagog
tgggctgace
cggagttaac
aacactocaga
gatgotgott
gyagggatac
aaagcaatoo
cococtactaca
ggotetgoca
gacaacogad
cocgaggagt
ggocctcaggoe
acocogggoat
tcacctacca
aaggtoggote

cagotcagat

gaggecagot
gaaggcaggt
atcaacaggg
ctggugagya
graaagggty
cgettggatyg
gaacacagat
ggtcetaggte
gacacaccat

toctocagoocoo
agggtaacct

toatcagoct
atcctgotet
coaggoacty
ctgoagatct
ggcagagtge
CAagqoCaQgCadg
ggyngtagya
ccttactaag
aatggggagg
ctoogggact
acctaaggoa
actgtocaag
atgtgagtga
atocgoacctg
gtgagaagca
gggoactagg
ttcagtgett
coococattggo
ctgoagoogg
ttggagegay

cotggtottay

214

agoraotggoo
cagagacooc
gagtgagctyg
gotaaggoog
ggacttotge
tteocgggaaa
tgtataaaaqg
tggagtttoa
cetgoocsag

caactotgocc
toccettoetkg

ttetetteoag
cLygagyaay
gagtacgtgt
acggggtect
agaggtttga
caaggtcagg
goagttttag
catttaccet
gagaagoagt
gggaatgoge
gocttbeocet
accacacgac
tgagatectet
ccaagtgaat
tocococtacoo
ctocggacac
acctogatgt
acaaggaagg
gggcttaceco
acggagoctt

catectagtd

ttgggggagy

actggacaaa
gatccttatt
gagaggaggt
agtttotgtt
gtgatgtggg
goctggggget
gottggacac
guosagoette

tgatgococott
ctgteteecag

gtgtgaccac
tagagatcaa
gteettetgg
ggagcaccct
gggcaatoagy
actagogatoga
gytggcagge
gggetteocag
ggaaatocat
tgtttotecag
cttgatgact
ttegagaacy
ttocactget
ggecgatgya
ctacattget
tgtaactett
ctocatacete
tgggcagooa
tgegtggete
ccbgecaagy

tettetaten

1500

1560

1620

16880

1740

1300

1BED

1320

1380

2040
21400

2160

2220

2280

2340

2400

24460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3380



ccacctoaac
ctgagoottt

acactococag
chtoaagagyt
ctgaggatgg
ggaaaatgga
aggggaacaa
ggtgoctagat

agtocaactta
gotgatette

gaaaatctee
gtaatteoccto
aagtocgctga
ctcacccaca
cataccccaa
cgaagcaget
octttggggto
aggaccactt
aacctgtbgy
taacttaaaa
atggcttgga
gtocagggact
tgacgtooct
tcagaaggga
taagtecact
gttcatotet
ctaaccctte
ttoccttatet
gacocaatta
aacccaaggg

agggcttaga

coctgotetbtt
tataccotgg
acatttgaca
goacgaaget
goacggoooa
gaagggacag
cagaagogga
ggatcagaca

attgagaagg
caggactagae

aggtcctatt
catgaaccto
aatctococaa
gotggcaagt
aatttgggte
caatgaaatc
aggaggtteoa
tgtagtcaaa
gogetggaag
agttgaaaga
agaccaggtg
aacaccaaga
cotgaanget
cctctetect
tgtaacacta
cotgtgacoo
cteocaacttgo
coetacccteca
ctgtcattga
aggattatct

coctoatoot

ES2941742T3

coctoactttg
aaacccatoga
tcatttotga
ttoctgtett
ggtttgaaga
aactgttaat
agatogtooct

geatt oo

tggaatccto
tocotgatea

ctgtectoct
agoccottgag
tocacagtatt
tatgotogtga
aaagtgtotyg
aattatgaag
ggotggaggg
agttgaacag
goocactttg
togtgggattt

aggtgatggt

aggcocteoca
goaacogoac
gtoooagoot
tacocatggt
ttocataagga
tocacoctgoo
tootootato
tgagatocgg
gggtgagtaa

toctttttat

tttaaaccto
toccocogtot
ctotooccaga
coctgacaga
cagagaaggg
gotggagoct
ggaccctteoa
cagoaactto

ctatococotga
ttocagocoa

tecettttac
cctocttactg
ctattttcaa
agocaagata
dagiagacaqg
gtoagaggtt
ggtocatgaga
caggatogtt
tggtoaaagg
cagttgeaga
ctocttoocto
ggcagtgtac
cogecatgte
coocacoetto
tggggooctyg
attcttecta
atgtgtatcc
tottotgoag
gactbgotat
cctgoctagg

coctocagatg

215

occtgtacaac
ctttggtcac
ctocttcatg
gaccatagaa
aggcagggoa
gagoecactet
ggctocatga
acaggagoca

actoggggga
toctgaacaag

ttgaagcagt
agagoctooo
tgocatggoeg
taggtctagtg
cagtaatgca
agggaatggt
ctaccttgag
gggcaatgga
gaagteegty
ttaggtetoty
toccacagacoc
agcatgatga
atcatoctca
toagaccage
aatgtgacte
agoocctgtga
ctgoctttag
gattgoacaa
acattggeaa
aAccoagcaco

toctatgtbgtt

tatctocactt
tgtatccotg
tacgacacca
ggagtegaty
gggaactggyg
cotggoacooc
acatctacct
aaaagtogtet

atggaatctc
Ay CCCCacy

ttettgactg
tgtoccocagoa
cottgtteto
acatatgoca
gactgggtca
gggaggttca
ggcgacaggyg
Fottagt oo
taatgatgat
gggttaaaag
acaagttgaa
gebtggecaga
tgactoaton
atgtggeccet
atageotgget
tcaactatet
ccagtttate
catgggegy
gyatogcaaa
ccacttecteo

tggggtcggg

3420

3480

3540

3600

3650

3720

3780

3840

3500
3380

40290

4080

41490

4200

42590

4320

4380

4440

4500

45590

4620

4680

4740

4800

48£0

4820

45980

5040

5100

5160

5220



cotttggbga
gtgttcaaag
gagatacaag
ccteotacacco
agtgtcacta
geacttcaga
gtcaagggac
ttgatcocaa
acaaataccc

ccaaaagogoet
ctgocagatg

accgattace
cagtagtggg
atggoccataa
cagogocett
ctgacagcag
ggtaaggatg
tttctacaga
cagtcaggga
gooccacaaag
tagaagtagh
ctgaatttta
agactatcag
gggtgaggag
ctgoacogag
aagtaagaca
gagggaggheg
ggggacatct
tgacgcagtc
ttgtgtetga
aggtgagaaa

tgttcattac

accaagtgaa
tcaaggatat
gyaataaaga
tgaagctcta
ttettghtte
gatctttcta
agcaagttag
gttotttooo
gbggtettto

getgoocattt
aaagocagto

acaagadadd
gacttggggg
gagatggtgg
CAAAFETTACA
cacattgttt
caactgaagg
tectacacte
tgggggaaga
aggtggtacoc
cctatttcac
tgactatgas
gtgagagogt
caggoctggt
gyaacaacte
tacttggcaa
caataggaaq
actgagtgac
tattcgtcca
goagoAagaas
cgggoatost

ttotecatge

ES2941742T3

catcaatgot
ggaaaaccty
acacaactot
gttgootgga
ctggoactgt
tagtootaca
caacaaggygt
tttteoagtoo

cottteotect

gogaatgaag
totgagteoto

atggoaggos
aggtbgaggteoc
ttbtgtgaaag
agagagaetgh
cactgtggat
tocctgggotg
cagogatact
cgtgaagtta
tactctcocta
cocaactaca
gttgesctga
cocagatocoot
ttgotgttet
gagcectttgag
gaggataagg
agatgatgoo
aaagogoaatog
gaggaagagoe
aagetgacte
aagoagosEad

tteccaccte

ttggocttoca
gaagatgttt
cotcaggtte
aagococttott
tcacttaace
tttgacacgt
gggcttgaaa
accatagoag
tttgggocctt

tgttoogagt
tgtggoatgg

aagatctcag
aaggbgaaat
ttgagettte
atgggggetyg
gacaaggaac
cacctatgot
caatgcagoc
ggaatgacac
cttcaggagg
acattaatgg
teaagctcaa
gaggaaagge
ccttgtcett
gottecteca
atgagatceco
tggoccagaa
ggyagatgac
tgctoocchge
ggaaggaggt
totaquocos

coctacagaa

216

agaaagacaa
tetaccaaat
cocktgaagta
cattococtoct
ttagaatcao
JIAAACAFTAA
acagoccagygc
ttttotocta
tgctooccat

tttcagoaca
tttgggaaca

tcattgtaag
gggagtaggg
cctetetact
tggtgtetga
actcaatcaa
ctoccaggoaa
ccattoottg
gyyycCcaygay
g9agaagogy
gaaazaaagaa
gaataagetg
tgggaaaggo
tataggoocca
actaccactt
aagagacaag
cctagoteta
agtyutgyaa
acaggatate
ctacatcaag
aatcettect

aggcagotat

tgagcaacat
gatcggtagy
attcattett
toctetaccte
agagetotga
gocaaaggag
ctotgacage
acacgaggaa
agactcoctac

tteteocttet
caggaagggt

cacagaatao
gaaggaaaaa
gttgtgtece
gtactttgtyg
ggtcagogta
cacctoocac
CAaccCCagadc
goaggaaget
gacctggaga
goaggaatto
aaatatggee
tggaggactg
tttgtcteco
gocagcaaca
tggggeatga
gaagggctta
goagetgaaqg
aaagectotgt
aatggggata
aagocactte

gagagagatg

5280
53490
5400
5460
5520
S580
5640
5700
5760

SB20
5880

5940
60040
6060
6120
6180
62410
6300
6360
6420
6430
6540
6600
6660
6720
6780
6340
6900
6960
7020
7080

71440



ctocaatatgo
tooctttgtac
tgotottbogg
ctoctoccttgo
aaqtgagtoc
agqogaaagota
accgoatgtoe
ctttaggtea

gaatgatoca
atgtoctgoaa

tcaacctett
ttectataagg
cacctgtgtt
tacactgaga
aaaaccagaqg
ttggggoata
tosttgtaga
gggctgttct
agaacagacco
coagtttoca
caacccatgg
atcccaaatg
gtoagaagot
gttcctttct
coccaggaaaa
caccagaact
gtttcttcoo
atggttceat
tgatototat
cttcagtggo

ctttgeotaac

)

cocaggotat
tygaggagte
ttgtgctaca
aggtgattct
tcocctttaot
aatgoatgbg
ttgoctgogt
getaagacac

tggoacoaca
aaacoagang

teaagtgotyg
ggttteoctgo
cocagatoott
toaaacctga
gctgagggag
tgaggoacaa
cgtcatoact
ggacagctag
ctgaggotga
cgotgooste
ccaagaaaag
teoattgttga
aaaaactaga
tttgococtgaa
totactttea
cattocagogt
cttoctottt
coocaccaco
gooctocaacae
ccaggococct

gttaggctca

ES2941742T3

gacaaagteoa
agtocctatg
aghtgoccaag
ggoggoooot
atetggggag
goetagtaatt
gtgtcaagaa
aagcaggaac

ctgoctetgo
cooocaasanc

cectggoctga
tggacagoog
ttoooyoaady
cagecgtttt
atgtgtaago
ggaatoccago
gtagacaate
ggagggagga
ctoctgacoa
togtggocagy
tataagtgga
gacacgtgaa
aaacctotgt
gggccactgt
gggaaaatgg
gtagotttog
cctococctoca
cttgagctac
tgotgaotac
goggtgctge

acgttagect

aggacatcto
ctgacoccaa
goccaacagt
tgatagttca
atgocaagkg
cgaggtagge
cgaggotgag
agocatgett

aggtEggtgt
agotacctge

aggagaaact
cgtgggatty
ggagtgggga
taaaggttta
ttccacotea
totgttoocot
tgggtocotet
gaggaacagt
cotcacteoot
gatggootgt
cattttgatg
tgatattaac
agooottttt
agctgagocoo
attattcaca
cootcaccat
ccagacatgt
agagaatcte
tecetettte
tocccagooct

aacatgtcag

217

agaggtggto
tacttgocaga
ccttttotet
caagagaagt
gtcagecatgg
agagoctgad
ctgggtooct
ccaggattag

aatcageEgg
tcacgoooga

coaagatgag
aattaaaaca
acagogoacto
acoccaatce
gtgttttact
agaagocato
tgtecoggty
taaggtctaa
ggocactggo
cttecttage
aatgttttgt
ccactactta
tgacatgotog
ttetttotgo
ctaagaaatg
tetetetoaa
tactocteotto
totcacecac
tcaaagtogto
cocgaccccto

gacagctggg

accocteggt
ggtgagagaa
acagottoteo
cgtttcatto
gococaaago
toaccttagg
agteotgatto
gaattctact

ggagtagtag
gactttcaca

gatttgggtt
goctgogacaa
gocatgttgh
caagtgctga
gagaccagca
cacaagogttt
graaccotta
aggagatcat
cocctggaago
teotttgbge
tcttagaaaa
cagtcagtat
gtcaattota
tcacteocttt
ctactagete
gectotaget
accccatcca
tecoccatocetg
totcotttteg
ctocctgtcte

gacatgtggg

7200

7260

7320

7380

744d

7500

7560

7620

7630
77410

7800

7860

7920

75980

8040

g81da

8160

8220

8280

8340

8400

82460

8520

8580

8640

g700

87640

8820

g880

8240

20040

2001
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<210> 3
<211> 9001
<212>  ADN
<213>
<400> 3

gatggaatet
acttobgoct
taggtgcttg
atgttggoca

azactgetgg
toctetetggt

aaaccatgtt
gtgggacssa
Cadaggggaa
gecctgtatg
tteettgags
ggttacagga
ttggggetta
gggtetggty
caaaagggcco
catgeageoco
atggecactyg
gaatgcoccac
ctaggatgoa
ctgeeteget
ttgactcatg
agtggtttec
aagygyagye
aaacagtggcoc
atttetggte
gtactgaagg

cttocttgac

Macaca mulatta

tgetetgtat
ccocagattta
ccaccacatg
ggatggtett

gattacagge
tocaccccta

ccccaacttg
gyaggatgayg
ggccacctgt
acgetgtete
ggagattcag
tgteageett
cagetggage
agctggggte
ccteocgtageca
tggoctgagge
agoccototge
cocttagactoc
agaoeageg
gececacete
ctocatttcac
acatctgtet
cagaatgact
tggactctgt
cctaagtggg
ggagagtoct

tggocagctca
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cocacactgy
agtgattote
cagctaattt
gaactooctga

gtgagooatt
cygycagtgga

acagatgtca
agtocctogea
gtetocbgtag
ctgtcacoct
gttttttoag
gttgggggga
tgtggcageo
tttacaacoe
aggtcocogoo
ageacetggg
tgtectgtta
tgtgacccat
cacacaaget
cegetecttyg
tttcatatgg
gtgactctat
ccaagagcocoa
accataacac
tggtetggge
ggaccttggg

geggggoocct

agtgcagtyy
ctacctogge
ttgtattttt
cotcaagtga

goaccocagto
caagotgtgo

gggaggtggt
agugtgagte
coagggtgca
ttgctggoag
gtgagaagyt
tgagggagge
tcccagocag
chgootbgge
gocacgagac
ggatgtoectg
gaatocgoos
gotgtotoct
gggaaatact
gectgtoces
aatttoccecag
ctggaggoca
caggaaggoa
acaagcaaca
ttgetgggga
cagoaaaggy

cocogettgga

218

cacgatettg
ctecocaagta
agtagagaca
ttogooccace

aggtetogett
cgaggtogto

gacagaccag
cotoaceatyg
tgocagaaca
gagaatotgg
ggaagettge
ctttgaggga
ttectctectkte
toetgetgaca
tttocacatca
aattttttac
coecteeate
agttgagtaa
cagggotoct
aaattcectec
ttatgaaatt
ggtagggetg
ggtcagagac
ggggagtgag
ggagetgagg
tgggacttet

tgttoocggga

gotcactgeg
gotgggatta
ggattcocogoo
tcagoctooe

atteotteooct
toccaagaaa

tttectatgoa
cobggattos
ccagtecact
gggagcagte
aggacooagyg
tetagggagyg
ttctoccaggt
aaaacteoceg
atctecttoog
coctttagto
ttotacctet
atctgggtct
ACCAJOCIIIR
coctggttgac
aataaaaatc
gectgggggg
cocactggac
ctggatoctt
CcCagaaggag
goagtttetyg

aagtgatgag

&0

120

180

240

3040
360

420

430

540

600

G660

720

T80

840

200

960

1020

1o8d

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1E&0

le2d



gytaggacag
ctggtggggg
actgagctaa
tetetootge
ttocatettgg
agcatococte
accactocat
aaaggtgget
ggettetace

ctgeagacte
agtgtooggca

gagactaggeoc
AQAAAFIA
ccacgcagce
ccctatogggh
tcagtgacct
gacttotact
aacggggaat
tgoctatgacg
tggagtoggge
tgetgtoteo
tettgetete
coctotgoago
goeoggtacor
gotoccagog
aaggtgaceo
ctocoococacct
actteotgage
cotgacacte
accoctcaadg
gatgoccgagy

tgggggaaaa

epats (e[ (s faltte |
goaggggaag
gtagacaagc
cttctaaoge
gocteottate
cttggocttt
tgtettogges
ccttecgact
cgtaccctgt

aagateogaaa
gbgogoctaag

agggtgacaa
agggaaaaaa
ctggaagtca
tgaagggtag
ggtetetgag
tctococtot
acogyocody
gttacactct
agacagogat
ctgacagogo
taccttgcce
ggggtactgeo
cottgaagac
gogaacatgt
ttgacctgta
caacococtget
ctttteotace
ccagacattt
aggtggecga
atgggcacag

tggagaaggg

ES2941742T3

ctgeagghbge
ggaatgtgac
aaaacaagoc
catggggage
tggaggtaag
tggggocagyg
Sagostoaa
toctccaagag
goagacacgt

aactgteaag
Fyagaaacag

ggtgggctga
aaagggyagt
agagaacact
gtaagatgoa
accaggaggy
tctcaaagoa
gtoetoootas
cocggggoetoet
ctgtgacaac
ctagocotgag
toggggcctce
toccaacccag
agogtcacct
caggaaggtg
ccoccaggte
ctttocotcac
ctgoaaacos
gacctoattt
agotttoctg
coccaggtbttg

acaagataat

cagaacacag
caggbctagg
aggacacgoo
agtetoagog
tgagggtaac
cttocatcago
gatoctaget
ggoccaggoac

acctgoagat

aaggcagagt
gocagatogo

ccaggagtag
taacctttag
cagcaatggy
gottotgoad
aaacacctaa
atcocgotgte
tacaatgtga
goccaatogoa
goaggtoaga
gagtgggcat
aggcttcagc
gocatooocat
accactgoany
gotottggag
agatcctgat
ttocttttaaa
acaatecect
ctgactotee
totteocotga
aaggcagaga

cgttoatget
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attgeataaa
toctggagttt
atococtgoooo
cogagotota
cttoccttec
ctttototto
cbobgaadad
tggaatacgt

ccacggggto

goagaggttt
agoaagotca

gagcagtttt
taageattta
gagggagygay
gactooogaat
ggcagecttt
cacgaccaca
gtgatgagat
cctgocaagh
agcatoctot
ttgocoocoogg
géttacctee
tggcacaagg
cegggggett
cgggacggag
cttgoatocct
cottootota
gtototttony
cagactoctt
cogagaccat
guggaggcaa

ggagcctgag

AggoCgggag
cagcttggac
aggococaget
cotgatgoos
tgotgtoooo
aggtgtgaco
gutagagats
gtgtocttct

ctggagoaoco

gagaggaatyg
ggactaggat

agggttgtag
coctgggott
cagoggaaac
gotctgEtEte
cocebettaat
ggacttocgag
ctotttocas
gaatggeogg
cococcacat
acactgtaac
atgtetecatg
aaggbgggea
accotoogts
coctteoctgee
actgtettot
gaactgtctc
toactobgte
catgtacgac
agaaggagte
ggcagggaac

tocactetoct

1630
1740
1800
13&0
1920
1280
2040
2100
2160

2220
2280

23410
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31EB0
32410
3300
3360
3420
3480

3540



ggocaccocagg
tetacctoet
agtgtetagt
gaatocttgeot
goococaggaa
gaacctghbge
coccaatcaca
caagttatogg

guggtcaaagt
aaatcaatta

gttcaggagt
tttgtagtoa
gagggotgga
gttgaagatyg
accaggtgag
caccaagagy
tgaaggctgg
tototoctgt
taacactata
tgtgaccctt
tcaacttact
cotoatgoto
attgatgaga
tatctggotg
atoottoott
gtgaacatca
gatatggaaa
caagaacgoa
ctoctagttgco
gtttococtage
totttotatt

agcaagoctag

ggaacaacag
gotagatogoa
caacttaatt
gatctteocag
agtetocany
ttgagoctet
gtatteotact
tgtgaageoca

gtotgaccaa
tgaaggtoag

gttgtgtgga
aaggttgasac
agggocactt
tgagatttca
gogatgotot
gooctocagy
ddcCcgCcacco
cocagoctos
cocatggttg
cataaagaat
caccoctgoca
cogtototto
tococgggactt
agtaacctgo
ttitctoocto
atgotttggeo
acctggaaga
actctootoa
ctggaaagcco
actgtttgot
ghooctacatt

caacagggct

ES2941742T3

aagoggagga
tcagacagca
yagaaggtoy
gactagcteoo
tootattotog
tcoctaagage
ttcaatgoca
agatatgeote

gagagcagca
aggttagggsa

gagggtcatyg
agocaggatca
tgtggtoaaa
gttgoagatt
cttoocctooe
cagtgtacag
gocatgtcat
cocaccttote
gggooctgaa
tattococtaaa
cgtgtatcac
tgoaggatty
gttatacatc
ctaggaccca
agatgtotat
ttococaagaaa
cgttttotto
gottooootyg
ttettoatto
tottaacett
tgacacatgt

gggottgaaa

tcatocotaga
ttogggcegy
agtocteocta
ctgatcatte
toctoctton
ctocctgton
tggogecttg
tagtgacata

atgragacty
atggtgggag

agactacctt
ttgggcaatyg
gogaagtoca
ggtcoctoctggg
cacagaccac
catgatgagt
catcctcatg
agaccageat
tgtgactogt
goooctgtgat
tgooctotage
cacaacatgg
ggcaaggatc
goacocktact
atattbaagy
gacaatgago
caaatgattyg
aaataattca
ctocottotot
agaatoacag
ggaaacaaag

acagooaggo
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coottoaggo
caacttcaca
toootgaact
cagecocectot
cttgtactto
cagoaacgtt
ttetocotcac
tgocacatac

gotoacgaag
gttoactttyg

gagggcaaca
gaggttagtg
tatgatgatt
gttaaaagat
aagttgaagt
tggocagagy
accgatggtc
gtggocctta
aactggotgt
caactacctco
caatttatct
goggagacas
gtaaaaaccc
tectocaggge
ttggacottt
aacatgtgtt
gtaggcagac
ttettoctot
acctcagtat
agetotagge
Jooagaaggag

ctotgatage

tocatgaaca
ggagocaaaa
tgggggaaty
gaaccgcagg
attootocat
gotgaagbet
ccacaggtbgg
cocagaattt

aagoetcagty
gggtoaggag

gggggaccac
ggaacctgot
aacttaaaaa
ggottggaag
cagggactaa
acatoceton
agaagggacoc
agtocacttg
toatototon
taacoccotteoo
tatctoctac
aattactete
gagggaggat
ttggacegteo
ggtggaccaa
Ccaaagtcaag
acaagggaat
acooctgaay
cactattott
acttcagadga
gtoaagyage

ttgatcocaa

3600

3660

3720

3780

3840

3300

39460

4020

4080
4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4580

4740

4800

4860

4920

4380

50490

5100

5160

5220

5280

53490

5400

54€0



gttotttoce
gtggocttta
ctgoogtttg
aagocagtot
caagoaacca
acttggugga
agatggtggt
gaaqqgacat

acattgtttt
aactgaaggt

copacactec
ggggaagact
gtggtaccta
tttcacceocog
tatgacgttg
gageatocag
cotagtttge
aacaactoga
ctagggggga
aggaagagac
gagtgacaaa
ttgtocagag
ggagaagaaqg
geatcoctaag
tetocatgot
coaggetatg
ggaggagtga
tgtgotacaa
ggtgattctg
coctttocta
atgoatgtag

ggoctgtatg

ttttocactoo
cotttotoct
ggaatgaagt
ctgagtoctot
tggocaggoca
ggtgaggtca
ttgtgaaagt
gagagotgta

actgtggacy
cocgggotgo

actcatctge
tgaagttagg
ttctoctact
actacaacat
coctgatoaa
atcoctgagg
tgttoctttct
getttgaggo
ggataaggat
gatgoectgge
gtcaataggg
gaagagotge
ctgactogga
gaggeactct
teccacctoo
acaaagtcaa
gtooctatge
gtgeccgagy
goggococtt
tetggggaga
ctagtaattc

tgtcaagaat

ES2941742T3

ACCacagoadg
tttgggoete
gttccaagtt
gtggcatggt
agatoctoagt
aggtgaaatyg
tgagttttoo
tgggggctgt

acaaggaaca
acctacgooo

aatgeagooc
aatgacatgg
tcaagggaag
tagcgagaaa
gotcaagaat
aaaggotggg
ccatccttta
ttocotocaac
gagatcocoga
ccagaaccta
agatgacagt
tocctggaca
aggaggtcta
aggooctaat
cotacagaaa
ggacatctog
tgaccooaat
gecaagagta
gatagttcac
tgocaaghtgg
gaggtggaoa

gaggctgagc

ttttotocta
e (=lalalalnlat-Ta:
ttcagcacat
ttgggaacac
cactgtaage
ggagtaggay
ctttotactg

ggtgtctgag

ctoaatcaag
tocaggoaac

catcocttgoe

ggccagaggo
AAGOGGFAT
aaagaagcayg
aagttgaatt
asaggotgga
taggcccatt
taccacttgo
gacaagtgag
gcactaggaa
ggtgggagea
ggatatcaaa
catcaagaat
cocttoctaag
ggcagotgbyg
gaggtggtca
acttgcagag
chtttoaccta
aagagaagtc
tocagoatggyg
gagooctgoot

tgggtcoccta
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acacgaggaa
agacttotas
tctocttetco
agcaagggta
acagaatooc
aagggcaaaa
ttotgttooo

tactttgtgo

gtoagogtgyg
acctococact

accooagaco
aagaagotgo
tggagataga
gaattcctga
atgacocogac
ggactggggt
tgtctococt
Cagoascaga
goatgagagg
gggcttaggg
gotgaagtga
gototgtttg
ggggataagg
ccacctotgt
agagagatgo
cooctoggtt
gtgagagaac
cagattotos
gtttcattca
cococasagoa
cactttagga

goctgattoc

acaaatacct
cdoaaaggotg
tgoccagatga
cogattacca
agtagtgacsy
tggecogtaag
agogoootto
tgacagoaqo

gtaaggatge
ttotacagat

agtcocagggat
ccacasagadg
dazagtocta
attttatgac
tatocaggotga
JAGTAFOAGY
goacocgaggg
gtaagacata
gagatgoaat
gacatctget
tgoagtotat
tgtotgagga
tgagaaatgg
tcattacectt
toaatatgoo
cotttgtact
gotototggt
totoottgoa
agtgagtcct
ggasagcoaca
ctgoatgtot

tttaggtcag

5520
5580
5640
5700
5780
5820
5880
5540

£000
&0&0

€120
61380
£240
€300
&350
£420
€480
6540
&£600
€660
£720
&780
€840
6500
8960
TO20
T080
7140
7200
T260
T320

7380
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ctaagacaca
goacoocact
accagaagog
aagtgotgoo
tttectgetg
agatccoctttt
aaacctgaca

tgagggagat
aggoacaagg

tcatcactgt
acagctaggg
gaggctgact
cbgesstetd
aaggagagtg
attgttgaga
aaactagaaa
tgoctgaaag
totagtttoa
atcocagoatg
o oela o o ol ol o
ocoocoacoaco
taccttgaca
cocaggoooo
cgttaggoto
guacagtoct
LA A A A A Lo} Lala

taatctatgt

t

<210>

<211>

<212>

<213>

4

4086

ADN

Macaca mulatta

atcaggaaca
goctotgoag
goaaaagoadg
ctggotgaag
gacaggggog
JUITCaaTay
coccattttta

atgtaagctt
aatcecageto

agacaatctg
agggaggaga
cctgaccaco
ghggocagga
taagtggaca
tatatgaatg
acctoctgtag
gocactgttg
gotaaateer
tagotttgge
ootooctoca
cttgacctag
ctgotggeta
tetggtgotg
aacgkttagoco
gtttectaac
gaaatcagto

tttcattoct
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gtcatgcttc
gttggtgtea
gtacotgoets
gagaaactoo
cgggattgaa
agtggggaac
aaggcttaac

ccacctcagt
tgttococtag

ggtoctottg
ggaacagtta
tcagtoctgg
togectgtat
ttttgatgaa
atattaacce
cocbttattg
ctetgaghtoo
ttacteatac
cotocaccatt
ccagacatgt
agagaatctc
ctocctottt
cbtocococagooo
taacgtgtea
atagtocctyg
toocctocatga

tacctcacac

caggattagg
teagetgggg
ACoooigaga
aagatgagga
ttaasacage
qagoactggs
coccaatoocoa

gttttactga
aagocatoca

tocoggtgge
aggtctaaag
ctgoctggooo
tecttagete
tgtttEgtte
actacttata
acatgctggt
ttetttetge
taaggaatge
ctetotecaag
tactototte
Loocaccoac
ctcaaageoat
toctgaccoect
ggagagetgg
agtattocte

teggggageo

ctgagttoca
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aattctatga
agtagtggat
ctttoacgte
tttgggtttt
tgocgacaaca
catgttgtta

agtgotgaaa

gaccagcatt
caaggtttto

aacccttagy
gagatcatag
ctggaaacoco
ctttgtgeca
ttagaaaaat
gkcagtatgt
caactctagt
tcactocttt
tactagotos
cctctagotg
accocatoca
ttctocatoct
gbtgtccttto
coctooctgtbot
agacacgtgg
aagtectagte
accctgtgat

gaccoctaat

atgatccatg
gtotgoaaaa
aacctottec
ctotaagggg
cttgtgttec
cactgagato

aaccagaggao

gagggcatttg
cttgtagacg

goetgttetgg
atcagacocct
agtttecacg
acocatggos
coccaaatgte
cagaagetaa
tococtttettt
cocaggaaaa
accagaacte
tttettocoe
aagatteoecat
gbtgatctctg
gottoagtoor
coctttgotaa
ggegtaaggt
chtguggtegtt
gecagatgact

ttcaaatact

7440
7500
7560
TE20
TER0
T740
7800

7860
7920

TIED
B040
8100
2150
B220
E2ED
8340
B400
B460
B520
BEEBO
8640
B700
8760
BE20
BEBEO
B340
3000

2001



<400> 4

atagatatat
tococtgotta
ctotggoago
ttteoocteoce
atggttcttt
cotcagaace

agcocttotea

adagagoagog
aaacctggoo

tttggtoatyg
Joggaygcday
cooctactett
atgottggog
aacacctatyg
ggoatgaaaa
aagtcocaata
atcaaccaga
gtggactgga
attoctgoagg
ctoacagaca
acaccotggoe
tocogacoaat
togagggtoa
goagtgattt
tatggtgatg
aggoocatot
ageacctgta
gtegoocttga
tgtgoogagy

gtggtgacayg

tagecatcagg
ttatttcocct
aatgaagcag
goggetotot
tttgoctget
tgaatatoto
tetactectg

gacagtggeoa
actgooocaa

gggacaaggt

agtgocaggy

atgacttococo
coaccaatoo
cagooctaaa
cgatggoctyg
tgggtggcto
agaggaatga
gagaactgaa
ACACAaAgqgo
coatotgogy
atgtcactat
gggtoctgac
atgtgggaga
coccaggatt
acatocgooct
gocttoootyg
gggaccatga
atgggagcaa
togtotooca

accagtttot
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gagacagggco
aacagaagac
ctgotgagoo
goectotogot
gttcectgtac
tggtggoace
toceocagggoe

gacoocaaga
oocoggoatt

cogotatogo
caacgggyto
tgaggacgtg
cacccagagg
cagtgtotat
goaggaaato
tococcassaca
ctatotggac
tgagctgggg
toctgoaceag
gotaaggaac
taagoocaayg
agoggoctoac
coccaaatog
tgatgtottt
gotgaagotg
cagoatggag
gaatgaactyg
actgaacatt
=Re -R-R-R-R-R-Ralal

atgeagtygy

aaaggttcocca
catcococtt
agoctoctggtt
gtocctaggy
ccaggtoccgg
ttcaccotca
ctgtacceat

gocaccoggt
togotgggoeg

tgoctoctoga
tggagtggaa
goococtgooo
acasaggatc
ctecatgatga
ocgacatgooa
gotgttgaco
atctatgoca
toccaagaagyg
gtotttgaac
atgtoagoaa
agodaagaga
tgocttocogeg
caghaggggca
gocaaaaaga
goocagasag
gooaat ety
ctgaacaaac
aaccttaaga
atgttooaca

ELLEY. L ER. L)
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cocttcagot
gocactcooct
ttogggaagt
aggacaccat
cagactoggc
gocatgoctyg
cococagogto

ctetgactas
cggtgoggac

atctrgtgct
cggagoccat
tgggraccto
atgazaatgg
acaatcaaat
tcatcettet
aaatcagaga
tegggataay
atggogagag
atatgctgga
acgoototbga
cotgoogggyg
atggcaacga
aagaattoct
accagggaat
taaagatgtc
ctotgoggag
agagtgttos
tgggagtgga
acttgacaga

atgagagtos

cagtocooocag
gggttttott

cagatgacoct
ggacccactyg
tacctocctgo
ggooooctoag
acggctgtgeoe

ggoggtotgo
aggotooogo

cacggggtet
ctgoogocag
cttoteoceac
aactgggact
goaactoctt
gacagatgga
gatcttgaat
caagotggat
goatgoctto
tgtctoccaag
coaagagagy
agoocteoate
ccactcocta
tattgagaayg
cotggagtte
cacococatgeo
acetgaagye
tgoteattet
gtggacaagc
tgtoagggayg

ctgoaagagt

60
120
180
240
300
360
420

480
540

600
g&l
720
780
240
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
120
1680
1740

1800



gtgacocacea
gagatcaaag
cottotgget
agoacootgo
tgtcocacgac
gtgagtgatg
cgoacotgoo
gggtactgct
cttgaagaca
cgaacatgto
atgtacgaca
gaaggagtey
ctagacocott
googgoaact
tatggtgtga
aaagtgtetg
aattatgaadg
tacagcatga
gtcatcateoc
gatgacatoo
ctggatgtet
gottocaaga
gacgttttet
gaacacagca
cgoeccttoga
ACAFCAFTAC
gggaagaage
gagaaaaaag
aagaataagt
acaactogag

ctocecctgeac

ctocattgto
gtggctoctt
totaccocogta
agactcaaga
cacaggactt
agatctcttt
aagtgaatgg
cocaaccocagg

gegtoaceta

aggaagatgg

cooctocaaga
atgeogagga
caggotocat
tocacaggago
agocaagata
accaagagag
accacaagtt
tgagttggec
tcatgaccga
googacttgbt
atgtgtttgg
aagacaatdga
tccaaatgat
agggtaccga
agooacatga
attgttttac
gggacctgga
aagcaggaat
tgaattatga
octttgagget

aggatatcaa
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tteggooccag
cogacttoto
coctgtgrag
togassaact
cgagaacggg
ccactgectat
ceggtggagt
catcoceatt
cecactgoage
ctettggage
ggtggccgaa
tgggracage
gaacatoctac
caaaaagtogt
tgototagty
cagcaatgoa
gaaogt ocaco
agaggacatc
tggattgeoac
atacatoggo
ggttggacct
goaacatoto
tgatgaaage
ttaccacaag
gagototator
totggacgac
gatagaaaaa
toctoaattt
cocgactate
tcoteocaact

agctctgttt

cctocasggat
caagagggoo
acacgtacct
gtoaagaagg
gaatacocggo
gacggttaca
gggoagacag
ggcacaagga
cgggggctta

GUFACTTAgS

gcttteoctgt
craggggaac
ctggtgoctag
ctagtocaact
acatatgoca
gactgggteca
actaacacca
coctectgaag
aacatgggog
aagoatoogta
ttggtggacc
ttcaaagtoa
cagtctotea
caaccatggo
crorggetorbong
aaggaacact
gtectattte
tatgactatog
aggoccattt

accacttgoo

gtgtctgagy
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coctgoetetet
aggcactgga
goagatocac
cagagtgoag
coocggtotoo
cteotoogggg
cgatetgtga
aggtgggoag
coctgegtgg

attoctgoca

cttocotgac
aacagaagoy
atggatcaga
taattgagaa
catacocoag
cgaagaagcot
agagooooct
gotggaacoyg
gggacccaat
asaaccogadg
aagtgaacat
agoatatooga
gtotototog
aggoccaagat
togtctoacta
caatcaaget
acccogacta
acgttogoocot
gtotooootyg

agcaacagaa

aggagaagaa

ggagggggta
atacgtgtgt
ggggtoctag
agoaatcogo
ctactacaat
ctctgocaat
caaoggagaeq
coggtacogo
ctooccagoegg

agactoctte

ggagaccata
gaggatocate
cagcattggg
ggtggcaagt
aatttoggte
cagtgaaatc
coagooadctg
caccogecat
tactgtcatt
goangoattat
caatgctttg
aaacctooaa
catgotttog
ctcagtcact
ctttotogoto
cagogtgaga
caacattagec
gatcaagoto
CRCDOAGgOOR
ggaagagotg

goctgactegg

1860
1220
1980
2040
2100
2160
2221
2280
2340

2400

2460
2520
2580
2840
2700
27640
2820
28890
2540
3000
30640
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

36690
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aaggagogtct
gococococaggeoet
actggaggacy
ttgatagtte
gatgtctgeoa
gtcaacectet
tttetctaag
acactt
<210> 5
<211>
<212>  ADN
<213>
<400> 5
gotocatocac
gtetgtgett
cocttggtoa
tggggcccto
caggyebyeay
agoccagatoo
cctggagaqgg
cagctotgoo
gtgettgagg
tecttteoaac
ccatacooog
cyagaccaaa
gactttgaaa
tetttteaat
aatggooggt
ccoggtatte
acttaccact

ggtggcteat

2767

acatcaacgaa
atgacaaagt
tgagtcocta
acaagagaad
AAaACCaAJaa
toccaagtget

gggtttocty

Mus musculus

acagtccatyg

gttaggaggg
gtoaagggty
cttcatgaat
atgodagage
agoatttggg
getttgggoo
togtoctott
cococggoocca
ttetocaagy
tgoagacteg
agattgtoca
atggggaatt
gotatgatgg
gggatgggca
ctattgggac
gLagoogdydy

ggagtgggac

ES2941742T3

togggataagy
caaggacatc
tgctgacooo
tegttteatt
goggoeaaaag
goootggotyg

ctggacaguy

gaaagactga
gtotgggggc
gggotcacat
gttococgggaa
agattgoata
tttcagtttyg
actggactct
ggtcttaggo
agtctcotgo
cggt caggos
aacoctgoaga
gaaggcggaa
ctggoccogg
ttacgttote
aacagcaatt
aaggaagotg
acttgtcocctg

agagoottoc

aaagyoaget
toggaggtgg
aatacttgeoa
caagttggty
caggtacctg
aaggagaaac

gogegggatt

tocttttaaat
taagagggag
agtttetgtt
gcagbtggetg
aaaggttagy
gacaggaggh
ctggtgettt
ttetecctetg
tetctggagg
ctggagtace
tocacagget
tgoagagcaa
tococococttet
cygggctety
tgtgatgatg
gogtagocaat
cgtggotoco

tgocaagatt

225

gtgagagaga
tocaccocteg
gagotogattc
toattagotyg
ctocacgocog
tocaagatga

gaattaaaac

tgggggtagt
ctttgaaagg
toctcagtty
cgbtgogocagg
gracagtady
caaataggca
ccatgacaat
gaggtgtgag
gagtagagat
tatgtocots
cotggagega
tacgobgoos
acaacctgag
ctaategeoac
gagcbtggata
acogocttga
agaagogaaa

ccttocatgta

tgotocaatat
gttoctttgt
togoggoooe
gggagtagty
agactttecac
ggatttgggt

agotgogaca

ggaggtggty
gaagttotog
goagttoagse
gtaggotgge
aaaggggtgt
cocagagtyga
ggagagococoo
cgcaactcoca
caaaggoggco
tggottotac
cotgoagace
acgacogoay
tgacocagatt
ctgocaagay
ctgtceocaat
agacattgtt

gtgtcaagaa

tgacagooot

3720

3780

3840

3500

3560

4020

4080

4086

60

120

180

240

300

380

420

480

540

&00

660

T20

TBO

840

800

260

1020

1080



caagaagbgg
gaggatggye
tccatgaata
ggggctaage
cgatatggteo
aggagtagog
aagetgaagt
tgggecagggayg
actgatgget
ttgetggaca

tttggggteg

aatgagoate
atgattgatyg

aacgattateo
catgagacot
tteatggtgg
ctggagattyg
gggatccctg
tatggcoccaga
aggottooto
gtcaaagotco
aagaatgggy
aaqtoaasadg
coctatgotyg
agaagcogot
CAgaqOoaQTe
gtgotgooot
toctgoaggyg
aaaaaaa
<210> 6
<211> 20

<212>  ADN

cogaagcatt
acagoocagyg
tetacctggt
ggtgocctoac
toctgacata
atgococgactg
cagggaccaa
atgoccogoo
tgcacaacat
toggoaggga
ggectotggt

atgtgtttaa
gaaccazate

ataagoaaco
gtatgggggc
atgatoagas
aagagotoct
agttctatga
ctotocaggoo
agacagooac
tgtttgtate
acaagaaago
atgoctotga
acCCCcaatac
tocattecaagt
aacagotaot
ggctaaagga

agagtgtagag

ES2941742T3

cctatoceteoo
agaacagoay
gotagatgga
caacttgatt
tgctacagtc
ggtcocacagag
caccaagagy
tgaaggotgg
gggtggaaac
tcoccocaaaaat
ggactooogtyg

agtoaaggat
totgagtote

atggoaagoo
cgtggtgteot
acattecate
gttocacceoo
ttatgatgtg
catctgtcto
ctgoaagoadg
tgagcaaggy
cagttgtgag
gotggotocact
atgcaaagga

tggtgtgatt

accotoktat
caagctcaaa

gacagattaa

ctgacagaga
aagaggaaga
tcagacagca
gagaaggtgg
coccaaagtgt
aagctcaacc
gotoetocagy
aatagaaccc
cetgtoactg
cocagggagy
aacatcaatg

atggaagace
tgtgycatgyg

aagatoctoag
gagtacttog
aaggtcagey
aaatacaata
gococtagtca
cocotgoacgg
cacaaggaac
aagagootga
agagatgcta
cocacgottoo
gattcooggayg
agotggggag
gocogooact
gatgaggatt

agcagttaca

226

coatocgaagg
tteotectaga
toggaageayg
cgagttacgg
tggtcagagt
aaatcagtta
ctgtgtatag
gocatgtoat
teattecagga
attacctgga
cottagetta

togagaatgt
tgtgggagca

tocactogeco
tgotgacags
tggggggtea
ttaatggoaa
agctcaagaa
agggaaccac
agttgotooo
ctoggaagga
caaaggcooa
totgoacagg
goccteteat
tagtagatgt
tocacatcaa
tgggttttct

ataacaaaaa

agoocgatgot
cocotoggge
caacttcaca
ggtgaggoca
gtctgatgag
tgaagaccac
catgatgago
catcattatg
catcogagoo
tgtgtatgtg
cadaaaggac

tttotaccaa
taaaaaagyc

totgaaagga
agogractge
gaggogggac
aaaggragaa
caagctcaag
acgagccttg
totgaaggat
ggtgtacatc
aggctatgag
aggggtggat
tgttcacaag
ctgoagagac
cotottocan
ataaagagot

dodaddddddid

1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1740

1800
1860

1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2767
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 6

getgagetge caghtcaagga

<210> 7
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 7

aqooccogotg agotgocage

<210> 8
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 8

cggaacatcc aagcgggagg

<210> 9
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 9

ctttecegga acatccaage

<210> 10
<211> 20
<212>  ADN

227

20

20

20

20
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 10

atctgtgtte tggcacctgce

<210> 11
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 11

gtcacattcc cttceccctge

<210> 12
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 12

gacctggtea catteccttc

<210> 13
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 13

gacctagacc tggtcacatt

<210> 14
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

228

20

20

20

20
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 14

actecagace tagacetggt

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 15

gctgaaacte cagacctaga

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 16

gtcecaagetyg aaactecaga

<210> 17
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 17

ctecagtgtee aagectgaaac

<210> 18
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

229
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20

20
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 18

aggagagaag ctgggcectgg

<210> 19
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 19

gaaggcagga gagaagetgy

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 20

gtggtggtca cacctocaga

<210> 21
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 21

ccctccagag agcaggatcc

<210> 22
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

230

20

20

20

20
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 22

tctaccooot ccagagagea

<210> 23
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 23

ttgatecteta cecccetceecag

<210> 24
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 24

tggagaagtc ggaaggagcce

<210> 25
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 25

ccctettgga gaagtcggaa

<210> 26
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

231

20

20

20

20
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ES2941742T3

<400> 26

gectggeecct cttggagaag

<210> 27
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 27

tccagtgect ggcoectettg

<210> 28
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 28

agaagccaga aggacacacy

<210> 29
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 29

acgggtagaa gccagaagga

<210> 30
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 30

232
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20

20
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ES2941742T3

cgtgtetgea cagggtacgg

<210> 31
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 31

agggtgctcc aggaccccgt

<210> 32
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 32

ttgctectgeca ctctgectte

<210> 33
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 33

tattcecegt tetegaagtce

<210> 34
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 34

cattgtagta gggagacegg

233

20

20

20

20

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

35
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

35

cactcacatt gtagtaggga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

36
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

36

tctecatcact cacattgtag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

37
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

37

aagagatctc atcactcaca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

38
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

38

agtggaaaga gatctcatca

<210>

39

234

20

20

20

20
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 39

catagcagtg gaaagagatc

<210> 40
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 40

aaccgtcata gcagtggaaa

<210> 41
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 41

gagtgtaacc gtcatagcag

<210> 42
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 42

coecggagagt gtaaccgtca
<210> 43

<211> 20

235

20

20

20

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

43

cagagecacyg gagagtgtaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

44
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

44

gattggcaga gccccggaga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

45
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

45

aggtgecgatt ggcagagccce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

46
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

46

cttggecaggt gcgattggcea

<210>

<211>

<212>

47

20

ADN

ES2941742T3

236
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20

20
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 47

cattcacttg gcaggtgcga

<210> 48
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 48

atcgctgtet gecccactcca

<210> 49
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 49

tcacagatceg ctgtetgoee

<210> 50
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 50

cogttgtecac agategetgt

<210> 51
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

237

20

20

20

20
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 51

cccgeteegt tgtcacagat

<210> 52
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 52

cagtacceeg ctecgttgte

<210> 53
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 53

ttggagcagt accccgcetce

<210> 54
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 54

accttecttyg tgccaatggyg

<210> 55
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

238
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 55

ctgceccacct tecttgtgec

<210> 56
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 56

cgetgtette aaggeggtac

<210> 57
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 57

gctgecagtgg taggtgacge

<210> 58
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 58

cocecggetyg cagtggtagg

<210> 59
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

239

20

20

20
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ES2941742T3

<400> 59

ggtaagccce cggctgcagt

<210> 60
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 60

acgcagggta ageoccoogge

<210> 61
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 61

ggagccacgc agggtaagcc

<210> 62
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 62

gccgetggga gccacgcagg

<210> 63
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 63

240
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ES2941742T3

caagagccac cttcctgaca

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 64

ccgecteccaag agccaccttce

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 65

tcecgtececege tccaagagece

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 66

gaaggetocg tocogotoca

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 67

toggoaggaag gotcogtoco

241
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

68
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

68

gagtottgge aggaaggote

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

69
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

69

atgaaggagt cttggcagga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

70
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

70

cttoggocac ctottgaggg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

71
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

71

ggaaagette ggecacctet

<210>

72

242
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

72

aagacaggaa agcttcggcc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

73
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

73

tcagggaaga caggaaagct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

74
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

74

tcgactectt ctatggtcecte

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

75
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

75

cttetgttgt tececcetggge

<210>

<211>

76

20

ES2941742T3
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

76

ttcatggagce ctgaagggtce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

77
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

77

tagatgttea tggagecotga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

78
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

78

accaggtaga tgttcatgga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

79
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

79

tcetagecacca ggtagatgtt

<210>

<211>

<212>

80

20

ADN

244
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20

20
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 80

gatccatcta gcaccaggta

<210> 81
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 81

ctgtctgatc catctagcac

<210> 82
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 82

ccaatgetgt ctgatccatc

<210> 83
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 83

tttggotcoet gtgaagttge

<210> 84
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

245

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 84

acactttttg gectectgtga

<210> 85
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 85

gactagacac tttttggctce

<210> 86
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 86

taagttgact agacactttt

<210> 87
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 87

ctcaattaag ttgactagac

<210> 88
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

246
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 88

caccttetca attaagttga

<210> 89
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 89

acttgccace ttectcaatta

<210> 90
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 90

accataactt gccaccttet

<210> 91
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 91

cttcacacca taacttgeca

<210> 92
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
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ES2941742T3

<400> 92

tcttggette acaccataac

<210> 93
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 93

atgtggcata tgtcactaga

<210> 94
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 94

cagacacttt gacccaaatt

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 95

ggtcttcata attgatttca

<210> 96
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 96
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ES2941742T3

acttgtggtc ttcataattg

<210> 97
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 97

acttcaactt gtggtcttca

<210> 98
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 98

tcecectgactt caacttgtgg

<210> 99
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 99

tgttagtcce tgacttcaac

<210> 100
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 100

tettggtgtt agtcectgac
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

101
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

101

tgtacactgc ctggagggecce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

102
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

102

teatgetgta cactgectgy

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

103
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

103

gttccagecct tcaggaggga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

104
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

104

ggtgecggttc cagccttcag

<210>

105
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

105

atggegggtyg cggttcocage

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

106
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

106

gatgacatgg cgggtgcggt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

107
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

107

gaggatgatyg acatggeggy

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

108
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

108

cccatgttgt geaatccatce

<210>

<211>

109

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

109

toeceegooca tgttgtgeaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

110
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

110

attgggtcce cgeccatgtt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

111
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

111

acagtaattg ggtcceccgec

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

112
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

112

tcaatgacag taattgggtc

<210>

<211>

<212>

113

20

ADN

ES2941742T3
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<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

113

atctcatcaa tgacagtaat

<210> 114
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 114

teceggatet catcaatgac

<210> 115
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 115

acatccagat aatcctecoct

<210> 116
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 116

acatagacat ccagataatc

<210> 117
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

253
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ES2941742T3

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 117

ccaaacacat agacatccag 20
<210> 118

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 118

agcattgatg ttcacttggt 20
<210> 119

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 119

agccaaagca ttgatgttca 20
<210> 120

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 120

cttggaagee aaageattga 20
<210> 121

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

254
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 121

gtotttetty gaagecaaag

<210> 122
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 122

ctcattgtet ttottggaag

<210> 123
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 123

atgttgctca ttgtectttet

<210> 124
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 124

gaacacatgt tgctcattgt

<210> 125
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
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ES2941742T3

<400> 125

gactttgaac acatgttget

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 126

atccttgact ttgaacacat

<210> 127
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 127

ttccatatce ttgactttga

<210> 128
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 128

caggttttec atatccttga

<210> 129
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 129
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ES2941742T3

ctcagagact ggctttcatc

<210> 130
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 130

cagagactca gagactggcet

<210> 131
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 131

atgccacaga gactcagaga

<210> 132
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 132

caaaccatge cacagagact

<210> 133
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 133

tgttecccaaa cecatgccaca
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

134
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

134

ttgtggtaat cggtaccocott

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

135
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

135

ggttgottgt ggtaatogot

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

136
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

136

tgoecatggtt gottgtggta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

137
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

137

ttggooctgee atggttgett
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ES2941742T3

<210> 138
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 138

gagatocttgg cotgocatgg

<210> 139
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 139

acagococcca tacagoctcotco

<210> 140
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 140

gacaccacag cocccataca

<210> 141
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 141

tactcagaca ccacagooco

<210> 142
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 142

acaaagtact cagacaccac

<210> 143
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 143

gtcagocacaa agtactcaga

<210> 144
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 144

ttgattgagt gttocttgtc

<210> 145
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 145

ctgaccttga ttgagtgtte

<210> 146
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 146

tatctoccagg tcocogottcot

<210> 147
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 147

gaattooctge tteokbbbbte

<210> 148
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 148

attecaggaat toectgettet

<210> 149
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 149

cataaaatte aggaattcct
<210> 150

<211> 20
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 150

cataqtcata aaattcagga

<210> 151
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 151

tgagettgat cagggoaacg

<210> 152
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 152

tattettgag cttgatcagy

<210> 153
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 153

gacaaatggg cctgatagtco
<210> 154

<211> 20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

154

gttgttocot coggbgoaggg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

155
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

155

gotogagttg ttooceteggt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

156
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

156

ctocaaagotec gagttgtteoo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

157
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

157

ggaagectea aagotogagt

<210>

<211>

<212>

158

20

ADN
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 158

gttggaggaa gcctcaaago

<210> 159
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 159

gtggtagtty gaggaagoct

<210> 160
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 160

tggcoaagtgg tagttggagg

<210> 161
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 161

tgttgotgge aagtggtagt

<210> 162
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

ES2941742T3
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<220>

<223>

<400>

Oligonucleétido sintético

162

tocagoctcac toccoctgttg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

163
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

163

taaggatceca gotcactoce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

164
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

164

cagaaataaqg gatccagote

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

165
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

165

agggaccaga aataaggatc

<210>

<211>

<212>

<213>

166

20

ADN

Secuencia artificial

ES2941742T3
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<220>

<223>

<400>

Oligonucleétido sintético

166

ccacttaggy accagaaata

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

167
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

167

tocaggacte toocccttoag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

168
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

168

aagtcocace ctttgotgoco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

169
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

169

ctgragaagt cocacocttt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

170

20

ADN

Secuencia artificial

ES2941742T3
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 170

dagasactge agaagtoooa

<210> 171
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 171

aacctetgea ctetgeoctte

<210> 172
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 172

cocteaaacs tetgcactet

<210> 173
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 173

tcattgoococt caaacctotg

<210> 174
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
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ES2941742T3

<400> 174

ccacactoat tgooctcaaa

<210> 175
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 175

cactgooccac actcattgoco

<210> 176
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 176

ttaggocact goocacactao

<210> 177
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 177

ctagtoctga cocttgotgoe

<210> 178
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 178
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ES2941742T3

ctoatoctayg toctgacett

<210> 179
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 179

cotagtotoa toectaghboct

<210> 180
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 180

accotgacta ghtotcatast

<210> 181
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 181

cttgtecacce tgectaghbet

<210> 182
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 182
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ES2941742T3

goccaccttg tcaccoctgoo

<210> 183
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 183

cctaaaactg ctoctactec

<210> 184
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 184

gagtcagaaa tgaggtbcaaa

<210> 185
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 185

coctactoce atttoacctt

<210> 186
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 186

tgttgtgoaa tocotgoagaa
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

187
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

187

aaagqgotgat gaagootago

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

188
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

188

cotttgacca casagtggos

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

189
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

189

aggtaccace tottbgtggy

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

190
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

190

tggtggtecac acctgaagag

<210>

191
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 191

gcagggagea gotocttoceott

<210> 192
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 192

tocotgtgeoag ggagoagoto

<210> 193
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 193

ttgatatect gtgecagggag

<210> 194
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 194

agagetttga tatcctgtge

<210> 195
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 195

acaaacagaqg ctbbgatate

<210> 196
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 196

tcagacacaa acagagcttt

<210> 197
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 197

tectectcag acacaaacag

<210> 198
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 198

accteoctton gaghocagott
<210> 199

<211> 20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

199

atgtagacot cottecgagh

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

200
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

200

ttottgatgt agacctoctt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

201
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

201

teccoccattet tgatgtagac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

202
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

202

ttettatooe cattottgat

<210>

<211>

203

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

203

ctgeooctttet tatcocccatt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

204
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

204

tocacagotge ctttettate

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

205
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

205

toctototeocac ageotgoottt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

206
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

206

tgagoatete totcacaget

<210>

<211>

<212>

207

20

ADN
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 207

geatattgag catectctoete

<210> 208
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 208

tgactttgte atagectggg

<210> 209
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 209

tgtoccocttgac tttgteoatag

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 210

cagtacaaag gaacogaggg

<210> 211
<211> 20
<212>  ADN
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 211

ctoctocagt acaaaggaac

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 212

gactcactoco toccagtacaa

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

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 213

catagggact cactoctcoca

<210> 214
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 214

ggtcagocata gggactcact

<210> 215
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

277

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 215

trcacctotge aagtattogay

<210> 216
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 216

ccagaatecac ctoctgeocaagt

<210> 217
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 217

gggccgocag aatcacctct

<210> 218
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 218

ctottgtgaa ctatcaaggg

<210> 219
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 219

cgacttotot tgtgaactat

<210> 220
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 220

atgaaacgac ttotottgtyg

<210> 221
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 221

acttgaatga aacgacttct

<210> 222
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 222

acaccaactt gaatgaaacg

<210> 223
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 223

tocactacte cccagetgat

<210> 224
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 224

cagacatcca ctacteococa

<210> 225
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 225

tttttgecaga catccactac

<210> 226
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 226

ttotggtttt tgcagacate

<210> 227
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
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ES2941742T3

<400> 227

tgoogettot ggtttttgea

<210> 228
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 228

tgettttgoe gettetggtt

<210> 229
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 229

ggtacctget tttgeoogott

<210> 230
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 230

togagcaogota cotogottttyg

<210> 231
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
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ES2941742T3

<400> 231

ttocageoocagg goagocacttg

<210> 232
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 232

ttetectica gocagggoag

<210> 233
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 233

tggagtttet ccttocagocoa

<210> 234
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 234

teatettgga gtttetcott

<210> 235
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 235
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aaatccteoat cttggagttt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

236
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

236

aaaccocaaat cotocatottog

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

237
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

237

gtocagoagg aaaccoctta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

238
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

238

goccctgtors agocaggaaac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

239
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

239

agotgtttta attecaateooo

ES2941742T3
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

240
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

240

aacttgooan otgtgggtga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

241
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

241

toaccttate cocattottyg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

242
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

242

tcaactttca casaccacca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

243
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

243

cogocagaat cacctgoaag
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

244
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

244

aggaggaatg aagaaggott

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

245
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

245

goctttocte agggatctgg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

246
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

246

aaatgtetgy gagtgteoagg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

247
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

247

gcctagagtg cctcecttagg

<210>

248

ES2941742T3
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 248

ggcatctoce cagataggaa

<210> 249
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 249

agggagotag toctggaaga

<210> 250
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 250

acacctgaag agaaaggoty

<210> 251
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 251

cocotttgace acaaagtggoe
<210> 252

<211> 20
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 252

gqocctcaagy taghotocatog

<210> 253
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 253

aagggaagga ggacagaata

<210> 254
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 254

aaaggocaag gagggatgot

<210> 255
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 255

agaggtecot totgaccate
<210> 256

<211> 20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

256

gotgggacag gagagaggte

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

257
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

257

tcaaatgtoct gggagtgtca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

258
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

258

agaaggagaa tgtgotgaaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

259
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

259

tgoctgaccac ttggocatcteo

<210>

<211>

<212>

260

20

ADN
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 260

caactttcac aaaccaccat

<210> 261
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 261

agctetgtga ttctaagghbt

<210> 262
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 262

ccacctgtgy gtgaggagaa

<210> 263
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 263

gagrractcas ttgaatgaaa

<210> 264
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

289

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 264

tggaatgate agogagotadg

<210> 265
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 265

gtoocotteote cattttcococe

<210> 266
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 266

tocaacttttt aagttaatca

<210> 267
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 267

goggtgaggay aacaaggoge

<210> 268
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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ES2941742T3

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 268

cttoccaageoo atcttttaac

<210> 269
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 269

aggactcact tgaatgaaac

<210> 270
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 270

ttcocaggocaa ctagagocttco

<210> 271
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 271

cagagtccocag ccactgtttg

<210> 272
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
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ES2941742T3

<400> 272

ccaaccbtgoa gaggcagtgg

<210> 273
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 273

tycaaggaga ggagaagoby

<210> 274
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 274

ctaggoaggt tactcacoca

<210> 275
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 275

caccataact tgococacctgt

<210> 276
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 276

292
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ES2941742T3

taggtaccac ctotttgtgg

<210> 277
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 277

cttgaccteoa cctocococaa

<210> 278
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 278

cocacctottt gtgggoaget

<210> 279
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 279

ttcacasace agceatetott

<210> 280
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 280

ttotcaccte cgttgteocaca

293
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

281
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

281

gaaagtggga ggtgttgoct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

282
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

282

acagcaggaa gggaaggtta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

283
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

283

catgetgacoc acttggeoate

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

284
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

284

gotoacetty goaggaaggs

<210>

285

294
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

285

gtatagtgtt acaagtggac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

286
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

286

ggacttocect ttgaccacas

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

287
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

287

teaccttgac ctcaccteoco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

288
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

288

tagagtgcot ccttaggatg

<210>

<211>

289

20

295
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 289

tgacttcaac ttgtggtctg

<210> 290
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 290

cagagaagga gaatgtgectg

<210> 291
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 291

agggagcage tcttoctoctg

<210> 292
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 292

tgttccococtg ggtgocagga
<210> 293

<211> 20

296
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

293

ggeoectggetg ttttecaagee

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

294
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

294

gactggottt catctggoag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

295
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

295

gaaggoctttc caggoaacta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

296
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

296

tcacttgaat gaaacgactt

<210>

<211>

<212>

297

20

ADN

297

20

20

20

20
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 297

ggooocaaaa ggocaaggag

<210> 298
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 298

aatcacctgo aaggagagga

<210> 299
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 299

gacctteocagt tgocatcoctta

<210> 300
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 300

tgatgaages tggococaaa

<210> 301
<211> 20
<212>  ADN

298
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 301

tagaaagtgy gaggtgttge

<210> 302
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 302

cocatccctg actggtetgg

<210> 303
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 303

coatgggtat agtgttacaa

<210> 304
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 304

gtgttetott gacttocagyg

<210> 305
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

299
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<220>

<223>

<400>

Oligonucleétido sintético

305

ggoctgotos toacoocagt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

306
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

306

gaggootgge tgttttcaag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

307
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

307

gactectococoo ttcagtacct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

308
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

308

catgggtata gtgttacaag

<210>

<211>

<212>

<213>

309

20

ADN

Secuencia artificial

ES2941742T3

300
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 309

gqaagogagaat gtgoctgaaaa

<210> 310
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 310

tcacctggte ttccaagocca

<210> 311
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 311

cteocccagat aggaaaggga

<210> 312
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 312

ggactcactt gaatgaaacg

<210> 313
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

301
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 313

ggoogocaga atcacctgea

<210> 314
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 314

ctcacttgaa tgaaacgact

<210> 315
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 315

ctttococage ctttectoag

<210> 316
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 316

agaaagtggg aggtgttgec

<210> 317
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

302
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ES2941742T3

<400> 317

gtogoagetg ttttaattea

<210> 318
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 318

coaggactot coecotteagt

<210> 319
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 319

agggaaggag gacagaatag

<210> 320
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 320

gaaatgaggt caaatogboto

<210> 321
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

303
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<400>

321

ggagagtcag aaatgaggtco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

322
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

322

gtagaaagty ggaggtgttg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

323
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

323

tagqaaagate totgaagtoeo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

324
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

324

ctgeoteocteoa cocccagtoct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

325
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

325

ES2941742T3

304
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ctactgggat totgtgotta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

326
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

326

cocaaaagge caaggaggga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

327
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

327

tgacecacttyg geatctoceo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

328
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

328

cctgoaagga gaRggagaago

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

329
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

329

ctotcacote tgoaagtatt

ES2941742T3

305
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

330
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

330

CoCCaaaaqgyg CoAAGYAGY

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

331
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

331

gtctteocaag ccatctttta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

332
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

332

gttacaagtyg gacttaaggg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

333
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

333

cocdatgttgt geaateotgo

306
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

334
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

334

gaggtgggaa goatggagaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

335
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

335

tgectoccace actgtocatcet

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

336
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

336

aggcaggtta ctoacooaga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

337
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

337

tactgggatt ctgtgottac

<210>

338

307
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 338

gocttteooca gooctttocte

<210> 339
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 339

gbtgcaatcct gocagaagaga

<210> 340
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 340

acaggagaga ggtoccttot

<210> 341
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 341

CcoCcaaaagga gaaagggasas

<210> 342

308
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 342

aagooccaggg taaatgotta

<210> 343
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 343

gatgaagoet ggocccaaaa

<210> 344
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 344

tggocagagaa ggagaatgtg

<210> 345
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 345

ttococcagoct ttoctcaggg
<210> 346

<211> 20

309
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 346

ggoagagaay gagaatgtge

<210> 347
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 347

acagtgocag gaaacaagaa

<210> 348
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 348

taggeaggtt actcaceccag

<210> 349
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 349

ttetettgas ttecaggget
<210> 350

<211> 20

310
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

350

¢otgotocte acoocaghog

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

351
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

351

tocccactaac ctecattgeco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

352
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

352

ttoocotttga cocacasagtg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

353
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

353

ctgggtocta ggocaggttac

<210>

<211>

<212>

354

20

ADN

311
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 354

tccaggcaac tagagoettca

<210> 355
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 355

goccatgttg tgocaatccotg

<210> 356
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 356

ggttoocact aacctocatt

<210> 357
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 357

aggtagagag caagagkttac

<210> 358
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

312
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 358

ccactaaacct ccattgocca

<210> 359
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 359

tocacaaacca occatcteotta

<210> 360
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 360

tactocaccca gataatcocto

<210> 361
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 361

tgetectcac coccagtocto

<210> 362
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

313
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ES2941742T3

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 362

tetcacaget goctttetgt

<210> 363
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 363

gaaagggagy actcacttga

<210> 364
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 364

coateotttta accocagaga

<210> 365
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 365

toctoaccos agtoctccag

<210> 366
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

314
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ES2941742T3

<400> 366

ctggcagaga aggagaatgt

<210> 367
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 367

tetccocaga taggaaaggg

<210> 368
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 368

acttcagectg ctoccaccac

<210> 369
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 369

gacagcagga agggaaggtt

<210> 370
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 370

315
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ES2941742T3

ggagacaaat gggoctataa

<210> 371
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 371

ctgotococacs cactgtcoate

<210> 372
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 372

aggaatgaag aaggotttao

<210> 373
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 373

gggatatcat ccocttatocte

<210> 374
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 374

gtgctgggte ctaggoaggt

316
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

375
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

375

cazaaggeca aggagggaty

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

376
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

376

cocatgoctgac cacttggeat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

377
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

377

ggaggctggg acaggagaga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

378
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

378

ggagoagete ttoototgga

317
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

379
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

379

totcaccotoe gtegtcacag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

380
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

380

cagtectoca gootttecsa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

381
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

381

agtectocag cotttoocag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

382
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

382

tgaagoagte tgggagaghta

<210>

383

318
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 383

cagaatcace tgoaaggaga

<210> 384
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 384

taggaaagyy aggactoact

<210> 385
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 385

accttggoag gaaggcbocg

<210> 386
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 386

gagacaaatg ggocctataaa
<210> 387

<211> 20

319
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 387

ctgaagagaa aggotgatga

<210> 388
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 388

aatgatcagg gagctagtoco

<210> 389
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 389

cttagotgac ctaaaggaat

<210> 390
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 390

tgggtatagt gttacaagtg
<210> 391

<211> 20

320
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

391

tgaagagaaa ggctgatgaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

392
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

392

gtgttacaag tggacttaag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

393
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

393

acctgtgggt gaggagaaca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

394
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

394

toacccagat aatcotcocoot

<210>

<211>

<212>

395

20

ADN

321
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 395

tgttgtegea gotghtttaa

<210> 396
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 396

toggtoacatt coottoococat

<210> 397
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 397

ocotggtcaca ttoocottooo

<210> 398
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 398

tagacctggt cacattececet

<210> 399
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

322
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 399

cctagacctg gtocacattoo

<210> 400
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 400

cottocgagt cagettttteo

<210> 401
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 401

ctecttocga gtcagetttt

<210> 402
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 402

agacotoctt cogagtoago

<210> 403
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

323
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 403

gtagacctoe ttcogagtea

<210> 404
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 404

tttogecgott ctggtttttg

<210> 405
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 405

cttttgeooge ttoctggtttt

<210> 406
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 406

cctgettttg ccgettcectgg

<210> 407
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

324
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 407

tacctgettt tgcecgcettcet

<210> 408
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 408

agaaaaccca aatcctcatce

<210> 409
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 409

tagaaaaccc aaatcctcat

<210> 410
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 410

atagaaaacc caaatcctca

<210> 411
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

325
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 411

tatagaaaac ccaaatcctce

<210> 412
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 412

ttatagaaaa cccaaatcct

<210> 413
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 413

cttatagaaa acccaaatcc

<210> 414
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 414

ccttatagaa aacccaaatc

<210> 415
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

326
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ES2941742T3

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 415

cccttataga aaacccaaat

<210> 416
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 416

ccccttatag aaaacccaaa

<210> 417
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 417

accccttata gaaaacccaa

<210> 418
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 418

aaccccttat agaaaaccca

<210> 419
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

327
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ES2941742T3

<400> 419

aaacccctta tagaaaaccc

<210> 420
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 420

gaaacccctt atagaaaacc

<210> 421
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 421

ggaaaccccet tatagaaaac

<210> 422
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 422

aggaaacccc ttatagaaaa

<210> 423
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 423

328
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ES2941742T3

caggaaaccc cttatagaaa

<210> 424
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 424

gcaggaaacc ccttatagaa

<210> 425
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 425

agcaggaaac cccttataga

<210> 426
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 426

cagcaggaaa ccccttatag

<210> 427
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 427

ccagcaggaa accccttata

329
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

428
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

428

tccagcagga aaccccttat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

429
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

429

tgtccagcag gaaacccctt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

430
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

430

ctgtccagca ggaaacccct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

431
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

431

cctgtccage aggaaacccce

330
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ES2941742T3

<210> 432
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 432

ccctgteccag caggaaaccce

<210> 433
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 433

ccectgteca gecaggaaacce

<210> 434
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 434

cgccectgte cagcaggaaa

<210> 435
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 435

acgceccetgt ccagcaggaa

<210> 436

331
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

436

cacgccectg tccagcagga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

437
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

437

ccacgcececet gtceccagcecagg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

438
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

438

cccacgecece tgtecageag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

439
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

439

tcccacgece ctgtcecagea

<210>

<211>

440

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

440

atcccacgec cctgtceccage

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

441
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

441

aatcccacgce ccctgtcecag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

442
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

442

caatcccacg ccecctgteca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

443
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

443

tcaatcccac gcecectgtcece

<210>

<211>

<212>

444

20

ADN

333
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 444

ttcaatcceca cgecectgte

<210> 445
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 445

attcaatcce acgecccctgt

<210> 446
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 446

aattcaatcc cacgcccectg

<210> 447
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 447

taattcaatc ccacgcccect

<210> 448
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

334
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 448

ttaattcaat cccacgccce

<210> 449
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 449

tttaattcaa tcococacgooco

<210> 450
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 450

ttttaattca atcccacgee

<210> 451
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 451

gttttaatte aatcccacge

<210> 452
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

335
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 452

tagttttaatt caatcocacog

<210> 453
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 453

ctgttttaat tcaatcccac

<210> 454
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 454

gotgbttttaa ttoaatoocoa

<210> 455
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 455

cagoetgtttt aattcaateac

<210> 456
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

336
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ES2941742T3

<400> 456

geagebghtt taattcaate

<210> 457
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 457

cgocagotgtt ttaattcaat

<210> 458
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 458

togoagotgt tttaattcaa

<210> 459
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 459

tgtogoaget gttttaattco

<210> 460
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

337
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ES2941742T3

<400> 460

ttgtogoage tgttttaatt

<210> 461
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 461

gttgteogecag ctgttttaat

<210> 462
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 462

ttgttgtege agotgtttta

<210> 463
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 463

tttgttgteog cagotgtttt

<210> 464
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 464

338
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ES2941742T3

ttttgttgte goagoctgttt

<210> 465
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 465

tttttgttgt cgeagetgtt

<210> 466
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 466

ggatocaget cactcoceoceotg

<210> 467
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 467

aaataaggat ccagotcact

<210> 468
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 468

339
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20

20
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ES2941742T3

gaccagaaat aaggatccag

<210> 469
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 469

cttagggace agaaataagg

<210> 470
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 470

cacecactta gogaccagas

<210> 471
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 471

accacocact tagogacoag

<210> 472
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 472

aggtocagga ctebecoctt

340

20

20

20

20

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

473
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

473

aaggtcoccagg actoctcococt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

474
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

474

aaactgoaga agtcococacoo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

475
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

475

FFagyyeces gotgagctge

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

476
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

476

tococoggaaca toocaagoggg

341
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20

20

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

477
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

477

catcacttte coggaacato

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

478
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

478

ctggtcacat teccettccococo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

479
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

479

ctagacctgg tocacattceoo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

480
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

480

ggagtggtgg tcacacctceo

<210>

481

ES2941742T3

342

20

20

20

20
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ES2941742T3

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 481

accooctona gagagoagga

<210> 482
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 482

atctctacce coctocagaga

<210> 483
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 483

gotacgggta gaagocagaa

<210> 484
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 484

ggagagtgta acocgtoatag

<210> 485

343

20

20

20

20
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

485

tgogattgge agagocoogg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

486
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

486

ggcaggtgog attggoagag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

487
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

487

gqgocattocac ttggcaggtg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

488
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

488

ttgtoacagas togobgtoty

<210>

<211>

489

20

344

20

20

20
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 489

aaggagtott ggoaggaagg

<210> 490
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 490

gtacatgaay gagtettgge

<210> 491
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 491

aagocttogge cacoctottga

<210> 492
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 492

coatotagos coaggtagat
<210> 493

<211> 20

345

20

20

20

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

493

ggecoccaatg ctgtctgatce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

494
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

494

aattaagttg actagacact

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

495
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

495

tgocacctte tcaattaagt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

496
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

496

taacttgeoeca ccttctcaat

<210>

<211>

<212>

497

20

ADN

ES2941742T3

346

20

20

20

20
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 497

cataacttgc caccttctca

<210> 498
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 498

acaccataac ttgecacett

<210> 499
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 499

tcacaccata acttgeocacc

<210> 500
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 500

tagtcoctga cktcocaacttg

<210> 501
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

347

2
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20

i
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 501

tggtgttagt coctgactte

<210> 502
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 502

goeggttocag cottocaggag

<210> 503
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 503

toatgaggat gatgacatgg

<210> 504
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 504

cocgooccatgt tgtgocaatcco

<210> 505
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

348

20

20

20

20
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 505

gtaattgggt cccogoccat

<210> 506
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 506

aagtcocogga tcoctcatcaat

<210> 507
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 507

aacacataga catccagata

<210> 508
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 508

caaagoattyg atgttcactt

<210> 509
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

349

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 509

tttgaacaca tgttgeotcat

<210> 510
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 510

cttocaggtt ttcoccatatoco

<210> 511
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 511

tottocaggt tttocatate

<210> 512
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 512

agactocagag actggotttco

<210> 513
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

350

20

20

20

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 513

goctgocatg gttgottgtyg

<210> 514
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 514

tgactgagat cttggocctgo

<210> 515
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 515

ttoctatctoe aggtocoget

<210> 516
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 516

agtcataaaa ttcagoaatt

<210> 517
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

351

20

20

20

20
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ES2941742T3

<400> 517

cgagttgtte cctegutgoa

<210> 518
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 518

agcocotocaaag ctogagttgt

<210> 519
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 519

ggaggaagec tcaaagotog

<210> 520
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 520

gtagttggag gaagcctcaa

<210> 521
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

352

20

20

20

20
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ES2941742T3

<400> 521

caagtggtag ttggaggaag

<210> 522
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 522

tocctcagaca caaacagago

<210> 523
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 523

ttotegctedt cagacacaaa

<210> 524
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 524

tagacctoct tococgagtcag

<210> 525
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 525

353

20

20

20

20
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ES2941742T3

ttgatgtaga cctcotteog

<210> 526
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 526

ctttottate cocattottg

<210> 527
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 527

goctttctba tcoccccattct

<210> 528
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 528

agctgeccttt cttatccecceca

<210> 529
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 529

cagctgectt tcttatcece

354

20

20

20

20

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

530
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

530

acagctgecect ttcecttatccce

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

531
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

531

gcatctctet cacagcectgee

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

532
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

532

agatgtcctt gactttgtca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

533
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

533

cagcataggg actcactcct

<210>

534

355

20

20

20

20
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

534

ccgeccagaat cacctctgea

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

535
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

535

tgaatgaaac gacttctctt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

536
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

536

acatccacta ctccccagcet

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

537
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledétido sintético

537

cgcttetggt ttttgecagac

<210>

<211>

538

20

356

20

20

20

20
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 538

ttttgeceget tetggttttt

<210> 539
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 539

gcaggtacct gcttttgecg

<210> 540
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 540

tcttggagtt tctcecttceag

<210> 541
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 541

ggaacatcca agcggg

<210> 542
<211> 16
<212> ADN

357

20

20

20
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 542

tggtcacatt ccctte

<210> 543
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 543

cctggtcaca tteecct

<210> 544
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 544

gacctggtca cattcc

<210> 545
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 545

taacttgcca ccttcect

<210> 546
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

358

16

16

16

16
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 546

cataacttge cacctt

<210> 547
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 547

accataactt gccacc

<210> 548
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 548

ccttccgagt cagcett

<210> 549
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 549

ctccttecga gtcage

<210> 550
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

359

16

16

16

16
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 550

accteccttee gagtca

<210> 551
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 551

ctttcttatc cccatt

<210> 5562
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 552

gcctttetta tcccca

<210> 553
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 553

ctgcectttet tatccce

<210> 554
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

360

16

16

16

16
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 554

tttgaoegett ctggtt

<210> 555
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 555

cttttgeege ttetgg

<210> 556
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 556

tgettttgeoe gettot

<210> 557
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 557

aaacccaaat cctcat

<210> 558
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

361

16

16

16

16
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ES2941742T3

<400> 558

gaaaacccaa atcote

<210> 559
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 559

tagaaaacce aaatcecc

<210> 560
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 560

atagaaaacc caaatce

<210> 561
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 561

cttatagaaa acccaa

<210> 562
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 562

362

16

16

16

16
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ES2941742T3

ccttatagaa aacccea

<210> 563
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 563

cccttataga aaacce

<210> 564
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 564

cccettatag aaaacce

<210> 565
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 565

accccttata gaaaac

<210> 566
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 566

aaccccttat agaaaa

363
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16
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ES2941742T3

<210> 567
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 567

aaaccectta tagaaa

<210> 568
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 568

gaaaccectt atagaa

<210> 569
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 569

ggaaaccect tataga

<210> 570
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 570

aggaaacccc ttatag

<210> 571

364

N
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16
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ES2941742T3

<211> 16

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 571

caggaaaccc cttata

<210> 572
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 572

gcaggaaace cckttat

<210> 573
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 573

agcaggaaac ccctta

<210> 574
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 574

cagcaggaaa cccctt

<210> 575

<211> 16

365
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16
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

575

ccagcaggaa acccct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

576
16
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

576

tccagecagga aacccec

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

577
16
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

577

gtccagcagg aaaccc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

578
16
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

578

tgtccagcag gaaacc

<210>

<211>

<212>

579

16

ADN

366
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16

16
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 579

ctgtccagca ggaaac

<210> 580
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 580

cctgtecage aggaaa

<210> 581
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 581

ccctgtccag caggaa

<210> 582
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 582

cccctgteca geagga

<210> 583
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

367
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 583

gccectgtec agecagg

<210> 584
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 584

cgecectgte cagcag

<210> 585
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 585

acgcecctgt ccagea

<210> 586
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 586

cacgcccoctg tocagce

<210> 587
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

368
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 587

ccacgecect gteocag

<210> 588
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 588

cccacgeceee tgteca

<210> 589
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 589

toccacgeoe ctgtec

<210> 590
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 590

atcccacgee cctgte

<210> 591
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

369

16

16

16

16
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ES2941742T3

<400> 591

aatcccacge cecctgt

<210> 592
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 592

caatccecacg ccectg

<210> 593
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 593

tcaatcccac geceocect

<210> 594
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 594

ttcaatceca cgeccce

<210> 595
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 595

370
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ES2941742T3

attcaatcce acgcee

<210> 596
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 596

aattcaatce cacgee

<210> 597
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 597

taattcaate ceacge

<210> 598
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 598

ttaattcaat cccacg

<210> 599
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 599

371

16
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ES2941742T3

tttaattcaa tcccac

<210> 600
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 600

ttttaattea atccea

<210> 601
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 601

gttttaatte aatcce

<210> 602
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 602

tgttttaatt caatce

<210> 603
<211> 16
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 603

ctgttttaat tcaatc

372

16

16
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ES2941742T3

<210> 604
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 604

gctgttttaa ttcaat

<210> 605
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 605

agctgtttta attcaa

<210> 606
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 606

cagetgtttt aatteca

<210> 607
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 607

gcagctgttt taattc

<210> 608

373
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ES2941742T3

<211> 16

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 608

cgcagctgtt ttaatt

<210> 609
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 609

tcgcagetgt tttaat

<210> 610
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 610

gtegeagetg ttttaa

<210> 611
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 611

tgtegcaget gtttta

<210> 612

<211> 16

374
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16
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<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 612

ttgtcgecage tgtttt

<210> 613
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 613

gttgtcgeag ctgttt

<210> 614
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 614

tgttgtegea getgtt

<210> 615
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 615

ttgttgtcgc agctgt

<210> 616
<211> 16
<212> ADN

ES2941742T3

375

16

16

16

16
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 616

tttgttgtcg cagctg

<210> 617
<211> 16
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 617

ttttgttgte gecaget

<210> 618
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 618

tttttgttgt cgeage

<210> 619
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 619

gaaaacocaa atcctea

<210> 620
<211> 17
<212>  ADN

376

16

16

16

17
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 620

agaaaaccca aatccte

<210> 621
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 621

tagaaaacece aaatccet

<210> 622
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 622

atagaaaacc caaatcc

<210> 623
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 623

ttatagaaaa cccaaat

<210> 624
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

377

17

17

17
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 624

cttatagaaa acccaaa

<210> 625
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 625

ccttatagaa aacccaa

<210> 626
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 626

cecttataga aaaccceca

<210> 627
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 627

ccccttatag aaaaccce

<210> 628
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

378
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17

17
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 628

accccttata gaaaacc

<210> 629
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 629

aaccccttat agaaaac

<210> 630
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 630

aaaccecctta tagaaaa

<210> 631
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 631

gaaacccctt atagaaa

<210> 632
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

379
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 632

ggaaacccct tatagaa

<210> 633
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 633

aggaaacece ttataga

<210> 634
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 634

caggaaacce cttatag

<210> 635
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 635

geaggaaacc ccttata

<210> 636
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

380
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ES2941742T3

<400> 636

agcaggaaac cccttat

<210> 637
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 637

cageaggaaa cccctta

<210> 638
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 638

ccagcaggaa acccctt

<210> 639
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 639

tccagcagga aacccct

<210> 640
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

381
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ES2941742T3

<400> 640

gtccagcagg aaagcqe

<210> 641
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 641

tgtccagcag gaaaccc

<210> 642
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 642

ctgteccagea ggaaacce

<210> 643
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 643

cctgtccage aggaaac

<210> 644
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 644

382

17
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17
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ES2941742T3

ccctgtecag caggaaa

<210> 645
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 645

gcecectgtece agcagga

<210> 646
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 646

cgeccctgte cageagg

<210> 647
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 647

acgeecatgt ccageag

<210> 648
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 648

cacgeecctyg teocagea

383

17

17

17
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

649
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

649

ccacgeeccet gtecage

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

650
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

650

cccacgeccee tgtccag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

651
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

651

tcoccacgece ctgtcoca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

652
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

652

atcccacgee cctgtec

<210>

653

384
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

653

aatcccacgec ccetgte

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

654
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

654

caatcccacg cccctgt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

655
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

655

tcaatcccac gcecectg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

656
17
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

656

tteaatceca cgeceet

<210>

657

385
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ES2941742T3

<211> 17

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 657

attcaatcco acgocooe

<210> 658
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 658

aattcaatecec cacgceccece

<210> 659
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 659

taattcaate ccacgoo

<210> 660
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 660

ttaattcaat cccacgo
<210> 661

<211> 17

386

17

17

17
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ES2941742T3

<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 661

tttaattcaa tooccacyg

<210> 662
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 662

ttttaattca atccoccac

<210> 663
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 663

gttttaattc aatccca

<210> 664
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 664

tgttttaatt caatcec

<210> 665
<211> 17
<212>  ADN

387

17

17

17

17
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 665

ctgttttaat teoaatoo

<210> 666
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 666

gotgttttaa ttcaatc

<210> 667
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 667

agotagtttta atteaat

<210> 668
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 668

cagotgtttt aattcaa

<210> 669
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

388

17

17

17

17
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 669

goagetgttt taattoa

<210> 670
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 670

cgoagotgtt ttaatte

<210> 671
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 671

togoagotgt tttaatt

<210> 672
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 672

gtogeoagetg ttttaat

<210> 673
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

389
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17

17

17
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 673

tgtogoaget gttttaa

<210> 674
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 674

ttgtegoage tgtttta

<210> 675
<211> 17
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 675

gttgtegoag ctgtttt

<210> 676
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 676

tgttgtogoa gotgttit

<210> 677
<211> 17
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

390

17

17

17

17
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 677

ttgttgtege agetgtt

<210> 678
<211> 17
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 678
tttgttgtog cagetogh
<210> 679

<211> 17

<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 679

ttttgttgtc gocagotg

<210> 680
<211> 17
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 680

tttttogttgt ogaget

<210> 681
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

391

17

17

17

17
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 681

tagassacce azatcctca

<210> 682
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 682

atagaaaacc caaatcotc

<210> 683
<211> 19
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 683

tatagassac ccaaatcct

<210> 684
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 684

cttatagaaa acccaaatc

<210> 685
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

392

19

15

19

1%
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ES2941742T3

<400> 685

ccttatagaa aacccaaat

<210> 686
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 686

cocttataga aaacccaaa

<210> 687
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 687

coccttatag aaaacccaa

<210> 688
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 688

accccttata gaaaaccca

<210> 689
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 689

393

13

12

13

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2941742T3

aaggooottat agaaaacog

<210> 690
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 690

aaacccctta tagaaaace

<210> 691
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 691

gaaacccctt atagaaaac

<210> 692
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 692

ggaaaccoct tatagasaa

<210> 693
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 693

aggaaacoce ttatagaaa

394

19

13

15

159

1%
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

694
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

694

caggaaaccc cttatagaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

695
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

695

goaggaaacc ccttataga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

696
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

696

agcaggaaac coccttatag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

697
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

697

cagoaggaaa cococttata

395

1%

1%

19

12
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

698
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

698

coagoaggaa accocttat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

699
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

699

tocageagga aaccoctta

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

700
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

700

gtocagoagqg aaacccoott

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

701
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

701

tgtocagray gaaaddoct

<210>

702

396

13

13

1%

15
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

702

cotgtocage aggaaacco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

703
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

703

cockgtooag caggaaaco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

704
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

704

cogoctgtooa goagganac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

705
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

705

goeoccctgbtee agoagogaas

<210>

<211>

706

19

397

15

15

19

15
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

706

acgcoccoctgt ccocagoagga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

707
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

707

cacgococtg toccagoagyg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

708
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

708

coacgoccct gtocagoag

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

709
19
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

709

cccacgecos tgtocagoa

<210>

<211>

<212>

710

19

ADN

398

19

12

15

15
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<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 710

toccacgoead ctgbccaga

<210> 711
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 711

atcocacgos octgbtoocadg

<210> 712
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 712

aatcccacge coctghboca

<210> 713
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 713

caatocoacyg cocotghas

<210> 714
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

399

13

1%

15

19
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<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 714

tcaatcccae gececctghe

<210> 715
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 715

ttocaatcocca cgoococtgh

<210> 716
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 716

attcaatcoe acgooocotg

<210> 717
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 717

aattcaatcc cacgoooct

<210> 718
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

400

1%

1%

1%

19
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<223> Oligonucledtido sintético
<400> 718

taattdaate ccacgoooc

<210> 719
<211> 19
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 719

ttaattcaat cccacgeee

<210> 720
<211> 19
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 720

tttaattoaa toccacgac

<210> 721
<211> 19
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 721

ttttaattca atcoccacge

<210> 722
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético

401

19

19

139

1%
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ES2941742T3

<400> 722

gttttaatbtc aatcccacg

<210> 723
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 723

tgttttaatt caatcccac

<210> 724
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 724

cbgbttttaat tacastooca

<210> 725
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 725

gqotgttttaa ttcaatceoo

<210> 726
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 726

402

19

13

1%

19
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ES2941742T3

agotgtttta attcaatoc

<210> 727
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 727

cagetgtttt aattcaatco

<210> 728
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 728

geagobgttt taattcaat

<210> 729
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 729

cgoagotgtt ttaattcaa

<210> 730
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 730

togoagetgt tttaattea

403

18

18

19

15

15
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<210> 731
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 731

gtogoagetg ttttaattc

<210> 732
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 732

tgtegeagot gttttaatt

<210> 733
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 733

ttgtcgcagoc tgttttaat

<210> 734
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 734
gttgtogeag ctgttttaa

<210> 735

404

12

18

13

1%
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<211> 19

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 735

tgttgtocgeoca gotgtttta

<210> 736
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 736

ttgttgtege agetgtttt

<210> 737
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 737

ttbtgbttgtog cagqotgetEts

<210> 738
<211> 19
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 738

ttttgttgte geagectgtt
<210> 739

<211> 19

405

19

19

1%

19
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<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 739

tttttgttgt cgcagetgt

<210> 740
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 740

ccecttatag aaaaceca

<210> 741
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 741

accccttata gaaaacee

<210> 742
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 742

aaccecttat agaaaace

<210> 743
<211> 18
<212>  ADN

ES2941742T3

406

19

1B

18

18
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 743

aaaccectta tagaaaac

<210> 744
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 744

gaaacccctt atagaaaa

<210> 745
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 745

aggaaacccc ttatagaa

<210> 746
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 746

caggaaacee ¢ttataga

<210> 747
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

407

18

18

18

18
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 747

gcaggaaace ¢ccttatag

<210> 748
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 748

agcaggaaac cccttata

<210> 749
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 749

cagcaggaaa cccocttat

<210> 750
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 750

ccageaggaa acccctta

<210> 751
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

408

18

18

18

18
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<223> Oligonucleétido sintético
<400> 751

tccagecagga aaccccett

<210> 752
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 752

gtccageagyg aaaccect

<210> 753
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 753

tgtccagrcag gaaaccee

<210> 754
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 754

ctgtccagca ggaaaccce

<210> 755
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético

409

118

18

18

18
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ES2941742T3

<400> 755

cetgteccage aggaaacce

<210> 756
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 756

cectgtecag caggaaac

<210> 757
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 757

ccectgteoca gcaggaaa

<210> 758
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 758

cgccectgbec cagcagga

<210> 759
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 759

410

18

13

18

18
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ES2941742T3

acgcecetgt ceageagqg

<210> 760
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 760

cacgccecty tocageag

<210> 761
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 761

ccacgccect ghccagceca

<210> 762
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 762

aocacgecee tgtecage

<210> 763
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledétido sintético

<400> 763

411
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18

18
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ES2941742T3

tcccacgeece ctgtcecag

<210> 764
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 764

atcccacges cotgtoca

<210> 765
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 765

aatoccacge coctgboo

<210> 766
<211> 18
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 766

caatcocacg cococctgto

<210> 767
<211> 18
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido sintético
<400> 767

tcaatceoccac gocectgt

412
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

768
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

768

ttocaatoococa ocgocookg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

769
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

769

attecaatccoc acgoccect

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

770
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

770

aattcaatoe cacgocoo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

771
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

771

taattecaate ccacgoococ

<210>

772

413

18

18

113
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

772

ttaattocaat coccacgon

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

773
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

773

tttaattocaa toocacgo

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

774
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

774

ttttaattcoca atcccacg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

775
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

775

gttttaatte aatcccac

<210>

<211>

776

18

414

138
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

776

tgttttaatt caatcocca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

777
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

777

ctgttttaat tcaatcco

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

778
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

778

gotgttttaa ttcaatoc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

779
18
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

779

agctgtttta attcaatc

<210>

<211>

<212>

780

18

ADN

415

18
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18
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ES2941742T3

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 780

cagetgtttt aattcaat

<210> 781
<211> 18
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 781

gragotgttt taattcaa

<210> 782
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 782

cgoagotgtt ttaattcoa

<210> 783
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 783

tegoagetgt tttaatte

<210> 784
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

416
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18

18
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ES2941742T3

<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 784

gtegoagoetg ttttaatt

<210> 785
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 785

tagaaasacco asatocoteo

<210> 786
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 786

atagaaaacc caaatcct

<210> 787
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 787

tatagaaaac ccaaatco

<210> 788
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

417

18

18

18
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ES2941742T3

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 788

ttatagasaa cccaaatc

<210> 789
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 789

cttatagaaa acccaaat

<210> 790
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 790

cocttatagaa aacccaaa

<210> 791
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 791

coccttataga aaacccaa

<210> 792
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

418

18

18

18
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ES2941742T3

<400> 792

tgtegeoaget gttttaat

<210> 793
<211> 18
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 793

ttgteogeocage tgttttaa

<210> 794
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 794

gttgtegeoag ctgtttta

<210> 795
<211> 18
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 795

tgttgtogea gotghbttt

<210> 796
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 796

419
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18
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ES2941742T3

ttgttgtoge ageotghtt

<210> 797
<211> 18
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 797

tttgttgtog cagotgtt

<210> 798
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 798

ttttgttogte goagoetgt

<210> 799
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 799

tttttgttgt cgcagectg

<210> 800
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 800

aasaacoicaaa toctea

420
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ES2941742T3

<210> 801
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 801

agaaaaccca aatocct

<210> 802
<211> 16
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 802

tatagaaaas ccaaat

<210> 803
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 803

ttatagaaaa cccasa

<210> 804
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 804

goataagagg gtaccagotg

<210> 805

421
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ES2941742T3

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

805

gteocctttage cagggoagoa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

806
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

806

tocaccoatg ttgbgecaage

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

807
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

807

coAcAncatg Ccoacagagac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

808
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

808

ttococgagtoca ggoctocttoco

<210>

<211>

809

20

422

20

20
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

809

cottooctga aggtteocteoe

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

810

21

ADN

Secuencia artificial

Cebador

810

agqtototgtg geatggtttg g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

811

21

ADN

Secuencia artificial

cebador

811

gggogaatga ctgagatctt g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

812

27

ADN

Secuencia artificial

Sonda

812

taccgattac cacaagcaac catgogoa

<210>

<211>

<212>

813

22

ADN

ES2941742T3

423

20

21

21
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ES2941742T3

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 813

cgaagcagct caatgaaatd aa 22
<210> 814

<211> 18

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 814

tgooctggagg goottott 18
<210> 815

<211> 18

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda

<400> 815

agaccacaay ttgaagtc 18
<210> 816

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 816

gggcaaacag caatttgtga 20
<210> 817

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

424
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<220>
<223> Cebador
<400> 817

tggetaceoca cottocttgt

<210> 818
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda

<400> 818

ES2941742T3

ctggatactg tccoccaatcoco ggtattoo

<210> 819
<211> 22
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 819

cyaagaaget cagtgaaate aa

<210> 820
<211> 18
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 820

tgectggagg gocctett

<210> 821
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

425
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<223> Oligonucleétido sintético
<400> 821

agotteottgt ccagetttat

<210> 822
<211> 21
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 822

agcttcttgt ccagetttat a

<210> 823
<211> 14
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 823

tocagtcatga cttco

<210> 824
<211> 15
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 824

tcagtcatga cttea

<210> 825
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

ES2941742T3
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<400> 825

gotgattaga gagagghtoce

<210> 826
<211> 20
<212>  ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 826

tocccocatttca ggagacctgg

<210> 827
<211> 15
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 827

atcagtcatg actto

<210> 828
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 828

cggtgoaagg cttaggaatt

<210> 829
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 829

ES2941742T3

427

20

20

15

20
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gottoagtea tgacttoott

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

830
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

830

gocttcagtca tgacttoctt a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

831
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

831

agottcagte atgacttect t

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

832
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

832

tggtaateca ctttoagagy

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

833
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

833

tggtaatoca ctttcagagg a

ES2941742T3
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

834
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

834

tgetteocagte atgactteet £

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

835
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

835

cactgatttt tgooccaggat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

836
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

836

cactgatttt tgoccaggat a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

837
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

837

aagettottg tccagottta t

<210>

838

ES2941742T3

429
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<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

838

acecaattea gaaggaagga

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

839
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

839

acccaattca gaaqoaaqga a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

840
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

840

aacccaatte agaaggaagg a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

841
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

841

atggtaatcc actttcagag g

<210>

<211>

842

20

ES2941742T3
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<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

842

tettggttac atgaaatece

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

843
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

843

tottggttac atgaaatcoc a

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

844
20
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

844

atteacttte ataatgotog

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

845
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucledtido sintético

845

attcacttte ataatgotgg a

<210>

<211>

<212>

846

21

ADN

ES2941742T3

431
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<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 846

atottggtta catgazatee o

<210> 847
<211> 20
<212> ADN

<213>  Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 847

tgoetoogttg ghgottgtte
<210> 848

<211> 20

<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 848

atgoatggtg atgeottotga

<210> 849
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 849

cagctttatt agggacagoa

<210> 850
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES2941742T3

432
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<220>
<223> Oligonucleétido sintético
<400> 850

cagotttatt agogacagoa a

<210> 851
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 851

acagotttat tagggacagoc a

<210> 852
<211> 16
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 852

ttocagtoatg acttoco

<210> 853
<211> 20
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<220>

<221> misc_feature

<222>  (1).(5)

ES2941742T3

<223> Las bases en estas posiciones son ARN

<220>
<221> misc_feature

<222>  (16)..(20)

433

21

21
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<223>

<400>

ES2941742T3

Las bases en estas posiciones son ARN

853

geuncagtca tgactuccun

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

854
21
ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

854

tgotecogttg gbtgettgtto a

434

20
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado monocatenario y un grupo conjugado, en el que
el oligonucledétido modificado consiste en de 16 a 30 nucledsidos enlazados y tiene una secuencia de nucleobases
que comprende una cualquiera de SEQ ID NO: 455, 237, 448, 453, 444, 450, 598, 198, 549 y 228 en el que el
oligonucleétido modificado tiene:
un segmento de hueco que consiste en desoxinucledsidos enlazados;
un segmento de ala 5' que consiste en nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se sitia entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3' y en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glucido modificado;

en el que el grupo conjugado comprende:
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y en el que el compuesto puede inhibir la expresién del factor B del complemento (CFB).

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucle6tido modificado consiste en 20 nucleésidos
enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 455,
237, 453, 444, 448, 450, 198 0 228, en el que el oligonucledtido modificado tiene:

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consiste en cinco nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en cinco nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se situa entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3', en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glicido 2'-O-metoxietilo; en el que cada enlace
internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace fosforotioato y en el que cada citosina es una 5-
metilcitosina.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido modificado consiste en 16 nucledsidos
enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 598,
en el que el oligonucleétido modificado tiene:

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consiste en tres nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en tres nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se sitla entre el segmento de ala 5'y el segmento de ala 3'; en el que el segmento
de ala 5' comprende un glucido 2'-O-metoxietilo, glucido 2'-O-metoxietilo y glucido cEt en la direccion 5'a 3'; en el
que el segmento de ala 3' comprende un glucido cEt, glucido cEt y glucido 2'-O-metoxietilo en la direccion 5' a 3';

en el que cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado es un enlace fosforotioato; y en el que cada
citosina es una 5-metilcitosina.
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4. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el oligonucledtido modificado consiste en 16 nucledsidos
enlazados y tiene una secuencia de nucleobases que consiste en la secuencia enumerada en SEQ ID NO: 549,
en el que el oligonucleétido modificado tiene:

un segmento de hueco que consiste en diez desoxinucledsidos enlazados;

un segmento de ala 5' que consiste en tres nucledsidos enlazados; y

un segmento de ala 3' que consiste en tres nucledsidos enlazados;

en el que el segmento de hueco se situa entre el segmento de ala 5' y el segmento de ala 3'; en el que cada
nucledsido de cada segmento de ala comprende un glicido cEt; en el que cada enlace internucleosidico del

oligonucleétido modificado es un enlace fosforotioato; y en el que cada citosina es una 5-metilcitosina.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o
100 % complementario a SEQ ID NO: 1 0 2.

6. El compuesto de la reivindicacién 1 o reivindicacion 5, en el que el glucido modificado es un glucido biciclico,
opcionalmente en el que el glucido biciclico se selecciona del grupo que consiste en: 4'-(CH2)-O-2' (LNA); 4'-
(CH2)2-0-2' (ENA); y 4'-CH(CH3)-0-2' (cEt).

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 0 6, en el que el glucido modificado es 2'-O-
metoxietilo.

8.  El compuesto de la reivindicacion 1, o una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que el oligonucleétido
modificado comprende al menos un enlace internucleosidico modificado o al menos una nucleobase modificada.

9. El compuesto de la reivindicacién 8, en el que el enlace internucleosidico modificado es un enlace
internucleosidico fosforotioato o en el que cada enlace internucleosidico del oligonucleétido modificado comprende
un enlace internucleosidico fosforotioato.

10. EI compuesto de la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en el que la nucleobase modificada es una 5-
metilcitosina.

11. EIl compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el grupo conjugado se enlaza al
oligonucleétido modificado:

(i) en el extremo 5' del oligonucledtido modificado; o
(i) en el extremo 3' del oligonucleétido modificado.

12. Una composiciéon que comprende el compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o una sal del
mismo y al menos uno de un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o una composicién de acuerdo
con la reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento de una enfermedad asociada con la regulacion incorrecta de
la via alternativa del complemento en un sujeto.

14. El compuesto o composicion para su uso de la reivindicacién 13, en el que la enfermedad es:

a) degeneracion macular, degeneracion macular senil (DMS), DMS humeda, DMS seca o atrofia geografica;

b) una nefropatia, opcionalmente en la que la nefropatia es nefritis lUpica, lupus eritematoso sistémico (LES),

enfermedad por depdsitos densos (EDD), glomerulonefritis C3 (C3GN), nefropatia CFHR5 o sindrome hemolitico
urémico atipico (SHUa).
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