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DESCRIPCION
Compuestos antisentido y usos de los mismos
ANTECEDENTES

La lipofuscinosis ceroide neuronal juvenil (JNCL), también conocida como enfermedad de Batten, es el trastorno méas
comun de NCL, un grupo de enfermedades neurodegenerativas infantiles. El JNCL ocurre en aproximadamente 1 de
cada 25.000 nacimientos en los Estados Unidos y Europa y se ha informado en muchos otros paises del mundo. El
inicio ocurre entre los cinco y los ocho afos y los sintomas incluyen pérdida progresiva de la funcion motora,
convulsiones, pérdida de vision y pérdida de la funcién cognitiva, lo que resulta en la muerte antes de los 30 anos. El
JNCL es un trastorno autosémico recesivo causado por mutaciones del gen CLN3. Hay cuarenta y nueve mutaciones
conocidas de CLNS, pero aproximadamente el 80% de los casos de JNCL resultan de una eliminacion particular del
gen CLN3 que abarca los exones 7y 8 (CLN3A78). La eliminacion de CLN3A 78 provoca un desplazamiento de marco
que da como resultado un codén de parada prematuro en el exén 9. El producto proteico truncado de CLN3A78 es el
33% de la longitud del tipo salvaje. La funcion de la proteina CLN3 no se comprende bien, pero esta implicada en
muchos procesos importantes, p. €j., el trafico de membranas, la distribucién de fosfolipidos y la respuesta al estrés
oxidativo. Actualmente, no hay tratamientos para ninguno de los trastornos de NCL, y las opciones de los pacientes
se limitan al tratamiento correctivo de los sintomas (ver Bennett y Rakheja, Dev. Disabil. Res. Rev. 2013, 17, 254-
259).

Los compuestos antisentido se han utilizado para modular los acidos nucleicos diana. Se han informado compuestos
antisentido que comprenden una variedad de modificaciones quimicas y motivos. En ciertos casos, dichos compuestos
son Utiles como herramientas de investigacién, reactivos de diagnéstico y como agentes terapéuticos. En ciertos
casos, se ha demostrado que los compuestos antisentido modulan la expresion de proteinas al unirse a un ARN
mensajero diana (ARNm) que codifica la proteina. En ciertos casos, dicha unién de un compuesto antisentido a su
ARNm diana da como resultado la escisién del ARNm. También se han informado compuestos antisentido que
modulan el procesamiento de un pre-ARNm. Tales compuestos antisentido alteran el empalme, interfieren con la
poliadenilacion o evitan la formacion de la tapa 5’ de un pre-ARNm.

Ciertos compuestos antisentido se han descrito previamente. Véase, p. €j., la Patente de EE.UU. N¢ 7,399,845 y la
Solicitud de Patente Internacional publicada N® WO 2008/049085.

El documento WO 2013/066438 describe la evaluacién y la mejora de la especificidad de escision de nucleasa de
nucleasas modificadas (p. €j., nucleasas de dedo de zinc, nucleasas efectoras de tipo activador transcripcional, etc.

Svetlana N. Rylova et al. (2002) describe los efectos de bloquear la expresion de la proteina CLN3 en el crecimiento
de células cancerosas, supervivencia, produccion de ceramida y apoptosis mediante el uso de una construccion CLN3
antisentido portadora de adenovirus.

RESUMEN

La invencidén proporciona un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consta de 8 a 30
nucleésidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobase que comprende una regién complementaria, en la que
la regién complementaria comprende al menos 8 nucleobases contiguas y es 100% complementario a una porcion de
igual longitud de una regién diana de una transcripcion CLN3, en la que:

(i) la secuencia de nucleobase del oligonucleétido es al menos 90% complementaria a una regién de igual
longitud de la transcripcion de CLN3, medida a lo largo de toda la longitud del oligonucleétido; y
(ii) el oligonucledtido modificado no comprende mas de 4 2 'desoxinucledsidos contiguos no modificados; y

en donde el compuesto es capaz de inducir la omision de uno o mas exones de la transcripcion de CLN3,
para usar en el tratamiento de la enfermedad de Batten o para retrasar o prevenir la aparicion de la enfermedad de
Batten.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto que comprende un
oligonucledtido modificado que consta de 8 a 30 nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobase que
comprende una region complementaria, en la que la regiébn complementaria comprende al menos 8 nucleobases
contiguas y es 100% complementaria a una porcién de igual longitud de una region diana de una transcripcién CLN3,
en donde:

(i) la secuencia de nucleobase del oligonucleétido es al menos 90% complementaria a una regién de igual
longitud de la transcripcion de CLN3, medida a lo largo de toda la longitud del oligonucleétido; y
(ii) el oligonucleétido modificado no comprende mas de 4 2'-desoxinucledsidos contiguos no modificados; y

en donde el compuesto es capaz de inducir la omisién de uno o0 mas exones de la transcripcién de CLN3, y un vehiculo
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o diluyente farmacéuticamente aceptable, para usar en el tratamiento de la enfermedad de Batten o para retrasar o
prevenir la aparicion de enfermedades de Batten

Muchos casos de JNCL resultan de una supresion particular del gen CLN3 que abarca los exones 7y 8 (CLN3A78).
La eliminacion de CLN3A78 provoca un desplazamiento de marco que da como resultado un codén de parada
prematuro en el exén 9. El producto proteico truncado de CLN3A78 es el 33% de la longitud del tipo salvaje. En ciertas
realizaciones, la proteina CLN3A78 truncada causa una variedad de defectos celulares, incluyendo disfuncion
lisosémica y transportadora. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos modificados dirigidos al pre-ARNm de CLN3
pueden inducir la omisién de uno o mas exones y, por lo tanto, evitan el desplazamiento del marco que da como
resultado un coddn de parada prematuro en el exén 9.

P. ej., en ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados dirigidos al premARN CLN3 del exén 6 pueden inducir
la omision en el exén 6 y evitar el reconocimiento del codén de parada prematuro en el exén 9, produciendo asi una
proteina CLN3 truncada que tiene una funcionalidad restaurada en comparacion con la isoforma CLN3A78. En ciertas
realizaciones, los oligonucleotidos modificados dirigidos al pre-ARNm de CLN3 del exén 9 pueden inducir la omision
en el exén 9y evitar el reconocimiento del codén de detencion prematuro en el exén 9, produciendo asi una proteina
CLNS truncada que tiene una funcionalidad restaurada en comparacion con la isoforma CLN3A 78.

En ciertas realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos que comprenden oligonucleétidos. En
ciertas realizaciones, dichos oligonucleotidos son complementarios a una lipofuscinosis ceroide, transcripciéon neuronal
3 ("CLNS"). En ciertas realizaciones de este tipo, los oligonucledtidos son complementarios a una regién diana de la
transcripcion de CLN3 que comprende el exén 6. En ciertas de tales realizaciones, los oligonucleétidos son
complementarios a una regién diana de la transcripcion de CLN3 que comprende un intron adyacente al exon 6.

En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos son complementarios a una region diana del transcrito CLN3 que
comprende un intrén adyacente al exén 6 y corriente abajo del exon 6. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos
son complementarios a una regién diana del transcrito CLN3 que comprende un intron adyacente al exén 6 y corriente
arriba del exo6n 6.

En ciertas realizaciones de este tipo, los oligonucleétidos son complementarios a una regién diana de la transcripcion
de CLN3 que comprende el exdn 9. En ciertas de tales realizaciones, los oligonucleétidos son complementarios a una
region diana de la transcripcion de CLN3 que comprende un intrén adyacente al ex6n 9. En ciertas de tales
realizaciones, oligonucleétidos son complementarios a una region diana de la transcripciéon CLN3 que comprende un
intron adyacente al exdn 9 y corriente abajo del exén 9. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos son
complementarios a una region diana de la transcripcion CLN3 que comprende un intron adyacente al exén 9y corriente
arriba del exon 9.

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos promueven la omisién del exén 6. En ciertas realizaciones, los
oligonuclettidos promueven la omision del ex6n 6 de un transcrito CLN3A78. En ciertas realizaciones, los
oligonucledtidos promueven la omision del exén 9. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos promueven la omisién
del ex6n 9 de un transcrito CLN3A78.

En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos promueven la omision de los exones 6, 7 y 8. En ciertas realizaciones,
los oligonucleétidos promueven la omision de los exones 7, 8 y 9. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos
promueven la omision del exén 6. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos promueven la omision del exén 9.

En ciertas realizaciones, la transcripcion de CLN3 esta en un ser humano. En ciertas realizaciones, la transcripcion de
CLNS3 esta en un raton.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 es un esquema del ARN WT CLN3 humano y el ARN y proteinas de CLN3A78 mutante. Los productos de
empalme, CLN3A678 y CLN3A789, también se representan. Los exones se representan como cuadros, los intrones
se representan como lineas. En ciertas realizaciones, los ASO se usan para alterar el empalme del pre-ARNm de
CLN3A78.

La Figura 2 muestra los productos de empalme producidos después del tratamiento de fibroblastos CLT3A78 mutantes
heterocigotos y homocigotos WT, con un ASO dirigido al exén 6 de CLN3 y analisis por RT-PCR.

La Figura 3 muestra productos de empalme producidos después del tratamiento de fibroblastos CLN3A78 mutantes
homocigotos con concentraciones variables de un ASO dirigido al exén 6 de CLN3 y analisis por RT-PCR.

La Figura 4 muestra una transferencia Western que ilustra los productos proteicos producidos después del tratamiento
de fibroblastos CLN3A78 mutantes homocigotos WT, con un ASO dirigido al exén 6 y un ASO de control.

La Figura 5 muestra los resultados de RT-PCR de un cribado de ASO dirigidos al exon 6 del raton CLN3.
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La Figura 6 muestra los resultados de RT-PCR de un cribado de ASO dirigidos al exdn 9 de CLN3 de raton.

La Figura 7 muestra los productos de empalme producidos después del tratamiento de los ratones Batten de CLN3A78
mutante homocigoto con un ASO dirigido al exon 6 de CLN3 (616709) o un ASO de control y analisis por RT-PCR.

La Figura 8 muestra los resultados de RT-PCR de un cribado de ASO dirigidos al ex6n 6 de CLN3 humano.
La Figura 9 muestra los resultados de RT-PCR de un cribado de ASO dirigidos al exén 9 de CLN3 humano.

La Figura 10 muestra los productos de empalme producidos después del tratamiento de fibroblastos CLN3A78
mutantes homocigotos con ASO dirigidos al ex6n 6 o al exdn 9 de CLN3 humano.

DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura utilizada en relacion con, y los procedimientos
y técnicas de quimica analitica, quimica organica sintética y quimica medicinal y farmacéutica descritas en el presente
documento son los bien conocidos y comunmente utilizados en la técnica. Se pueden usar técnicas estandar para la
sintesis quimica y el analisis quimico. Ciertas técnicas y procedimientos de este tipo pueden encontrarse, p. €j., en
"Carbohydrate Modifications in Antisense Research" Editado por Sangvi y Cook, American Chemical Society,
Washington DC, 1994; "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, Pa., 212 edicién, 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," 22 Edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989.

A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos tienen los siguientes significados:
Como se usa en el presente documento, "nucledsido" significa un compuesto que comprende un resto nucleobase y
un resto azlcar. Los nucledsidos incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos naturales (como se encuentran en el ADN
y el ARN) y nucledsidos modificados. Los nucledsidos pueden estar unidos a un resto fosfato.

Como se usa en el presente documento, "modificacién quimica" significa una diferencia quimica en un compuesto en
comparaciéon con una contraparte natural. En referencia a un oligonucleétido, la modificaciéon quimica no incluye
diferencias solo en la secuencia de nucleobase. Las modificaciones quimicas de los oligonucleétidos incluyen
modificaciones de nucledsidos (incluidas modificaciones de restos de azlcar y modificaciones de nucleobases) y
modificaciones de enlaces internucleosidicos.

Como se usa en el presente documento, "furanosilo" significa una estructura que comprende un anillo de 5 miembros
que comprende cuatro &tomos de carbono y un atomo de oxigeno.

Como se usa en el presente documento, "resto de azucar natural” significa un ribofuranosilo como se encuentra en el
ARN natural o un desoxirribofuranosilo como se encuentra en el ADN natural.

Como se usa en el presente documento, "resto de azucar" significa un resto de azucar natural o un resto de azucar
modificado de un nucledsido.

Como se usa en el presente documento, "resto de azticar modificado" significa un resto de azlcar sustituido, un resto
de azUcar biciclico o triciclico, o un sustituto de azucar.

Como se usa en el presente documento, "resto de azucar sustituido" significa un furanosilo que comprende al menos
un grupo sustituyente que difiere de un resto de azlcar natural. Los restos de azucar sustituidos incluyen, pero no se
limitan a furanosilos que comprenden sustituyentes en la posicién 2’, la posicion 3, la posicién 5’ y/o la posicion 4.

Como se usa en el presente documento, "resto de azucar sustituido en 2™ significa un furanosilo que comprende un
sustituyente en la posicion 2' distinto de H u OH. A menos que se indique lo contrario, un resto de azlcar sustituido en
2’ no es un resto de azUcar biciclico (es decir, el sustituyente 2' de un resto de azulcar sustituido en 2’ no forma un
puente hacia otro atomo del anillo de furanosilo.

Como se usa en este documento, "MOE" significa -OCH2CH20CH:s.

Como se usa en el presente documento, "resto de azucar biciclico" significa un resto de aztcar modificado que
comprende un anillo de 4 a 7 miembros (que incluye pero no se limita a un furanosilo) que comprende un puente que
conecta dos atomos del anillo de 4 a 7 miembros para formar un segundo anillo, dando como resultado en una
estructura biciclica. En ciertas realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros es un anillo de azlcar. En ciertas
realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros es un furanosilo. En ciertas realizaciones de este tipo, el puente conecta el
carbono 2’y el carbono 4’ del furanosilo.
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Como se usa en el presente documento, el término "sustituto del aztcar" significa una estructura que no comprende
un furanosilo y que es capaz de reemplazar el resto de azucar natural de un nucleésido, de modo que el nucleésido
resultante es capaz de (1) incorporacion en un oligonucleotido y (2) hibridacién a un nucleésido complementario.
Dichas estructuras incluyen anillos que comprenden un nimero diferente de atomos que el furanosilo (p. €j., anillos
de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigeno de un furanosilo con un 4tomo que no es de oxigeno (p. ej., 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 de azucar sustituidos (p. €j.,
sustitutos de azucar carbociclico biciclico de 6 miembros que opcionalmente comprenden sustituyentes adicionales).
Los sustitutos del azucar también incluyen reemplazos de azicar mas complejos (p. €j., los sistemas sin anillo del
acido nucleico peptidico). Los sustitutos del azdcar incluyen, sin limitacién, morfolino, morfolinos modificados,
ciclohexenilos y ciclohexitoles.

Como se usa en el presente documento, "nucleétido" significa un nucledsido que comprende ademas un grupo de
enlace fosfato. Como se usa en el presente documento, los "nucledsidos unidos" pueden o no estar unidos por enlaces
fosfato y, por lo tanto, incluyen, pero no se limitan a, "nucleétidos unidos". Como se usa en el presente documento,
"nucledsidos unidos" son nucledsidos que estan conectados en una secuencia continua (es decir, no hay nucledsidos
adicionales presentes entre los que estan unidos).

Como se usa en el presente documento, "nucleobase" significa un grupo de &tomos que pueden unirse a un resto de
azUlcar para crear un nucledsido que sea capaz de incorporarse a un oligonucleétido, y en donde el grupo de atomos
sea capaz de unirse con una nucleobase complementaria de origen natural de otro oligonucleétido o acido nucleico.
Las nucleobases pueden ser de origen natural o pueden modificarse.

Como se usa en el presente documento, "base heterociclica" o "nucleobase heterociclica" significa una nucleobase
que comprende una estructura heterociclica.

Como se usa en el presente documento, los términos "nucleobase no modificada" o "nucleobase natural” significan
las nucleobases heterociclicas naturales de ARN o ADN: las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases
de pirimidina timina (T), citosina (C) (incluyendo 5-metilo C) y uracilo (U).

Como se usa en el presente documento, "nucleocbase modificada" significa cualquier nucleobase que no es una
nucleobase natural.

Como se usa en el presente documento, "nucledsido modificado” significa un nucledsido que comprende al menos
una modificacién quimica en comparacion con los nucleésidos de ARN o ADN de origen natural. Los nucledsidos
modificados comprenden un resto de azicar modificado y/o una nucleobase modificada.

Como se usa en el presente documento, "nucledsido biciclico" o "BNA" significa un nucledsido que comprende un
resto de azucar biciclico.

Como se usa en este documento, "nucledsido de etilo restringido” o "cEt" significa un nucle6sido que comprende un
resto de azucar biciclico que comprende un puente 4'-CH(CHs)-O-2'.

Como se usa en el presente documento, "nucledsido de acido nucleico bloqueado” o "LNA" significa un nucledsido
que comprende un resto de azlcar biciclico que comprende un puente 4’-CH2-O-2'.

Como se usa en el presente documento, "nucledsido sustituido en 2™ significa un nucledsido que comprende un
sustituyente en la posicién 2' distinta de H u OH. A menos que se indique lo contrario, un nucleésido sustituido en 2’
no es un nucledsido biciclico.

Como se usa en el presente documento, "2'-desoxinucledsido” significa un nucleésido que comprende un resto de
azucar furanosilo 2'-H, como se encuentra en los desoxirribonucleésidos (ADN) de origen natural. En ciertas
realizaciones, un 2'-desoxinucleésido puede comprender una nucleobase modificada o puede comprender una
nucleobase de ARN (p. €j., uracilo).

Como se usa en el presente documento, "oligonucleétido” significa un compuesto que comprende una pluralidad de
nucleédsidos unidos. En ciertas realizaciones, un oligonucleé6tido comprende uno 0 mas ribonucledsidos no modificados
(ARN) y/o desoxirribonucledsidos no modificados (ADN) y/o uno o mas nucledsidos modificados.

Como se usa en el presente documento "oligonucledsido” significa un oligonucleétido en donde ninguno de los enlaces
internucleosidicos contiene un a&tomo de fésforo. Como se usa en el presente documento, los oligonucledtidos incluyen
oligonucleésidos.

Como se usa en el presente documento, "oligonucleodtido modificado" significa un oligonucle6tido que comprende al
menos un nucledsido modificado y/o al menos un enlace internucledsido modificado.
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Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico" significa un enlace covalente entre nucledsidos
adyacentes en un oligonucledétido.

Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico natural” significa un enlace fosfodiéster 3’ a 5'.

Como se usa en el presente documento, "enlace internucleosidico modificado" significa cualquier enlace
internucledsido distinto de un enlace internucledsido natural.

Como se usa en el presente documento, "compuesto oligomérico" significa una estructura polimérica que comprende
dos 0 més subestructuras. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende un oligonucle6tido. En
ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico comprende uno o mas grupos conjugados y/o grupos terminales. En
ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico consiste en un oligonucleétido.

Como se usa en el presente documento, "grupo terminal” significa uno o mas atomos unidos a uno o ambos extremos,
el extremo 3’ 0 el extremo 5' de un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, un grupo terminal es un grupo conjugado.
En ciertas realizaciones, un grupo terminal comprende uno o méas nucleésidos del grupo terminal.

Como se usa en el presente documento, "conjugado” significa un atomo o grupo de a&tomos unidos a un oligonucleétido
0 compuesto oligomérico. En general, los grupos conjugados modifican una o0 mas propiedades del compuesto al que
estan unidos, incluidas, entre otras, propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas, de union, absorcién,
distribucion celular, absorcion celular, carga y/o eliminacién.

Como se usa en el presente documento, "grupo de enlace conjugado” significa cualquier &tomo o grupo de atomos
usado para unir un conjugado a un oligonucleétido o compuesto oligomérico.

Como se usa en el presente documento, "compuesto antisentido" significa un compuesto que comprende o que
consiste en un oligonucleétido al menos una porcion del cual es complementario a un &cido nucleico diana al que es
capaz de hibridarse, dando como resultado al menos una actividad antisentido.

Como se usa en el presente documento, "actividad antisentido” significa cualquier cambio detectable y/o medible
atribuible a la hibridacién de un compuesto antisentido a su acido nucleico diana. Como se usa en el presente
documento, "detectar” o "medir" significa que se realiza una prueba o ensayo para detectar o medir. Dicha deteccion
y/0 medicion puede dar como resultado un valor de cero. Por lo tanto, si una prueba de deteccion o medicion resulta
en un hallazgo de ausencia de actividad (actividad de cero), no obstante, se ha realizado el paso de detectar o medir
la actividad.

Como se usa en el presente documento, "actividad detectable y/o medible" significa una actividad estadisticamente
significativa que no es cero.

Como se usa en el presente documento, "esencialmente sin cambios” significa poco o ninglin cambio en un parametro
particular, particularmente en relacion con otro parametro que cambia mucho mas. En ciertas realizaciones, un
parametro esencialmente no cambia cuando cambia menos del 5%. En ciertas realizaciones, un parametro
esencialmente no cambia si cambia menos de dos veces mientras que otro parametro cambia al menos diez veces.
Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una actividad antisentido es un cambio en la cantidad de un acido nucleico
diana. En ciertas de tales realizaciones, la cantidad de un acido nucleico no diana esencialmente no cambia si cambia
mucho menos que el acido nucleico diana, pero el cambio no necesita ser cero.

Como se usa en el presente documento, "expresiéon" significa el proceso por el cual un gen finalmente da como
resultado una proteina. La expresion incluye, pero no se limita a, transcripcién, modificacion postranscripcional (p. €j.,
empalme, poliadenilacion, adicién de 5’-tapa) y traduccion.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico diana" significa una molécula de acido nucleico con la que se
hibrida un compuesto antisentido.

Como se usa en el presente documento, "ARNm" significa una molécula de ARN que codifica una proteina.

Como se usa en el presente documento, "pre-ARNm" significa una transcripcion de ARN que no se ha procesado
completamente en ARNm. Pre-ARN incluye uno o mas intrones.

Como se usa en el presente documento, "transcripcion” significa una molécula de ARN transcrita a partir de ADN. Las
transcripciones incluyen, pero no estan limitadas a ARNm, pre-ARNm y ARN parcialmente procesado.

Como se usa en este documento, "CLN3" significa lipofuscinosis ceroide, neuronal 3.

Como se usa en el presente documento, "transcripcién de CLN3" significa una transcripcion transcrita a partir de un
gen CLN3. En ciertas realizaciones, una transcripcion de CLN3 comprende la SEQ ID NO:1: el complemento del
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nimero de acceso GENBANK NT_010393,16 truncado de los nucleétidos 28427600 a 28444620. En ciertas
realizaciones, una transcripcién de CLN3 comprende la SEQ ID NO: 2: el complemento del nimero de acceso
GENBANK NT 039433,8, truncada de los nucleétidos 44319075 a 44333955.

Como se usa en el presente documento, "gen CLN3" significa un gen que codifica una lipofuscinosis ceroide, proteina
3 neuronal y cualquier lipofuscinosis ceroide, isoformas de proteina 3 neuronal. En ciertas realizaciones, un gen CLN3
esta representado por el numero de acceso GENBANK NT_010393,16 truncado de los nucleétidos 28427600 a
28444620, o una variante del mismo. En ciertas realizaciones, un gen CLN3 es al menos 95% idéntico a nimero de
acceso GENBANK NT_010393,16 truncado de los nucleétidos 28427600 a 28444620. En ciertas realizaciones, un
gen CLN3 es al menos 90% idéntico al niumero de acceso GENBANK NT 010393,16 truncado de los nucleétidos
28427600 a 28444620. En ciertas realizaciones, un gen CLN3 esta representado por GENBANK numero
NT_039433,8, truncado de los nucledtidos 44319075 a 44333955, o una variante de los mismos. En ciertas
realizaciones, un gen CLN3 es al menos 95% idéntico al nimero de acceso GENBANK NT 039433,8, truncado de los
nucleétidos 44319075 a 44333955. En ciertas realizaciones, un gen CLN3 es al menos 90% idéntico al nimero de
acceso GENBANK NT 039433,8, truncado de nucleotidos 44319075 a 44333955. En ciertas realizaciones, un gen
CLNS3 codifica una proteina CLN3 de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, un gen CLN3 codifica una proteina
CLN3A78.

Como se usa en el presente documento, "CLV3A7S" significa un gen CLN3 que tiene una delecién que abarca la
totalidad o parte de los exones 7 y 8. En ciertas realizaciones, la delecion CLN3A78 provoca un desplazamiento de
trama que da como resultado un codén de parada prematuro en el exdn 9. En ciertas realizaciones, el producto proteico
truncado de CLN3A78 es 33% de la longitud del tipo salvaje.

Como se usa en el presente documento, "direccionamiento” o "dirigido a" significa la asociacion de un compuesto
antisentido a una molécula de &cido nucleico diana particular o una regién particular de una molécula de acido nucleico
diana. Un compuesto antisentido se dirige a un acido nucleico diana si es suficientemente complementario al acido
nucleico diana para permitir la hibridacion en condiciones fisiol6gicas.

Como se usa en el presente documento, "complementariedad de nucleobase" o "complementariedad" cuando se
refiere a nucleobases significa una nucleobase que es capaz de emparejarse con otra nucleobase. Por ejemplo, en el
ADN, la adenina (A) es complementaria a la timina (T). Por ejemplo, en el ARN, la adenina (A) es complementaria al
uracilo (U). En ciertas realizaciones, nucleobase complementaria significa una nucleobase de un compuesto
antisentido que es capaz de emparejarse con una nucleobase de su acido nucleico diana. Por ejemplo, si una
nucleobase en una determinada posicién de un compuesto antisentido es capaz de unirse por hidrégeno con una
nucleobase en una determinada posicién de un acido nucleico diana, entonces la posicion de enlace de hidrégeno
entre el oligonucledtido y el &cido nucleico diana se considera complementaria en ese par de nucleobases. Las
nucleobases que comprenden ciertas modificaciones pueden mantener la capacidad de emparejarse con una
nucleobase homologa y, por lo tanto, todavia son capaces de complementariedad de nucleobase.

Como se usa en el presente documento, "no complementario” en referencia a las nucleobases significa un par de
nucleobases que no forman enlaces de hidrégeno entre si.

Como se usa en el presente documento, "complementario” en referencia a compuestos oligoméricos (p. €j.,
nucleésidos unidos, oligonucleotidos o acidos nucleicos) significa la capacidad de dichos compuestos oligoméricos o
regiones de los mismos para hibridarse con otro compuesto oligomérico o region de los mismos a través de la
complementariedad de las bases nucleares en condiciones estrictas. Los compuestos oligoméricos complementarios
no necesitan tener complementariedad de nucleobase en cada nucledsido. Por el contrario, se toleran algunos
desajustes. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricas complementarias son complementarias
al 70% de las nucleobases (70% complementarias). En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricas
complementarias son 80% complementarias. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricas
complementarias son 90% complementarias. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricas
complementarias son 95% complementarios. En ciertas realizaciones, los compuestos o regiones oligoméricas
complementarias son 100% complementarias.

Como se usa en el presente documento, "hibridacion” significa el emparejamiento de compuestos oligoméricos
complementarios (p. €j., un compuesto antisentido y su acido nucleico diana). Si bien no se limita a un mecanismo
particular, el mecanismo mas comun de emparejamiento involucra enlaces de hidrégeno, que pueden ser enlaces de
hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre nucleobases complementarias.

Como se usa en el presente documento, "hibrida especificamente" significa la capacidad de un compuesto oligomérico
de hibridarse con un sitio de acido nucleico con mayor afinidad que la que hibrida con otro sitio de acido nucleico. En
ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido hibrida especificamente con méas de un sitio diana.

Como se usa en el presente documento, "porcentaje de complementariedad" significa el porcentaje de nucleobases

de un compuesto oligomérico que son complementarias a una porciéon de igual longitud de un acido nucleico diana.
Porcentaje de complementariedad se calcula dividiendo el nimero de nucleobases del compuesto oligomérico que
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son complementarias a las nucleobases en las posiciones correspondientes en el acido nucleico diana por la longitud
total del compuesto oligomérico.

Como se usa en este documento, "porcentaje de identidad" significa el nimero de nucleobases en un primer acido
nucleico que son del mismo tipo (independientemente de la modificacion quimica) que las nucleobases en las
posiciones correspondientes en un segundo acido nucleico, dividido por el nimero total de nucleobases en el primer
acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, "modulacion” significa un cambio de cantidad o calidad de una molécula,
funcién o actividad cuando se compara con la cantidad o calidad de una molécula, funciéon o actividad antes de la
modulacion. Por ejemplo, la modulacién incluye el cambio, ya sea un aumento (estimulacion o induccién) o una
disminucion (inhibicién o reduccién) en la expresién génica. Como otro ejemplo, la modulacion de la expresiéon puede
incluir un cambio en la seleccion del sitio de empalme del procesamiento previo al ARNm, lo que da como resultado
un cambio en la cantidad absoluta o relativa de una variante de empalme particular en comparacioén con la cantidad
en ausencia de modulacion.

Como se usa en el presente documento, "motivo” significa un patron de modificaciones quimicas en un compuesto
oligomérico o una region del mismo. Los motivos pueden definirse mediante modificaciones en ciertos nucledsidos y/o
en ciertos grupos de enlace de un compuesto oligomérico.

Tal como se usa en el presente documento, "motivo de nucledsidos" significa un patron de modificaciones de
nucledsidos en un compuesto oligomérico o una region del mismo. Los enlaces de dicho compuesto oligomérico
pueden modificarse o no modificarse. A menos que se indique lo contrario, los motivos que describen en este
documento solo nucledsidos estan destinados a ser motivos de nucledsidos Por lo tanto, en tales casos, los enlaces
no estan limitados.

Como se usa en el presente documento, "motivo de azucar" significa un patrén de modificaciones de azucar en un
compuesto oligomérico o una region del mismo.

Como se usa en el presente documento, "motivo de enlace" significa un patrén de modificaciones de enlace en un
compuesto oligomérico o region del mismo. Los nucleésidos de dicho compuesto oligomérico pueden modificarse o
no modificarse. A menos que se indique lo contrario, los motivos en el presente documento que describen solo enlaces
estan destinados a ser motivos de enlace. Por lo tanto, en tales casos, los nucledsidos no estan limitados.

Como se usa en el presente documento, "motivo de modificacion de nucleobase" significa un patrén de modificaciones
a nucleobases a lo largo de un oligonucleétido. A menos que se indique lo contrario, un motivo de modificacién de
nucleobase es independiente de la secuencia de nucleobase.

Como se usa en el presente documento, "motivo de secuencia" significa un patréon de nucleobases dispuestas a lo
largo de un oligonucleétido o una porcién del mismo. A menos que se indique lo contrario, un motivo de secuencia es
independiente de las modificaciones quimicas y, por lo tanto, puede tener cualquier combinaciéon de modificaciones
quimicas, incluidas las modificaciones quimicas.

Como se usa en el presente documento, "tipo de modificacion” en referencia a un nucledsido o un nucledsido de un
"tipo" significa la modificacion quimica de un nucleosido e incluye nucledsidos modificados y no modificados. Por
consiguiente, a menos que se indique lo contrario, un "nucledsido que tiene una modificacién de un primer tipo" puede
ser un nucleodsido no modificado.

Como se usa en el presente documento, "modificado de manera diferente" significa modificaciones quimicas o
sustituyentes quimicos que son diferentes entre si, incluida la ausencia de modificaciones. Asi, p. €j., un nucledsido
MOE y un nucletsido de ADN no modificado estan "modificados de manera diferente", aunque el nucledsido de ADN
no esté modificado. Del mismo modo, el ADN y el ARN estan "modificados de manera diferente", aunque ambos son
nucledsidos no modificados de origen natural. Los nucledsidos que son iguales pero que comprenden nucleobases
diferentes no se modifican de manera diferente. Por ejemplo, un nucledsido que comprende un azicar modificado 2'-
OMe y una nucleobase de adenina no modificada y un nucleésido que comprende un azlicar modificado 2'-OMe y una
nucleobase de timina no modificada no se modifican de manera diferente.

Como se usa en el presente documento, "el mismo tipo de modificaciones” se refiere a modificaciones que son iguales
entre si, incluida la ausencia de modificaciones. Asi, p. ej., dos nucledsidos de ADN no modificados tienen "el mismo
tipo de modificacion”, aunque el nucleésido de ADN no esté modificado. Dichos nucledsidos que tienen la misma
modificacion de tipo pueden comprender diferentes nucleobases.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable" significa cualquier
sustancia adecuada para su uso en la administracion a un animal. En ciertas realizaciones, un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable es solucién salina estéril. En ciertas realizaciones, dicha solucién salina estéril es
solucion salina de grado farmacéutico.
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Como se usa en el presente documento, "sustituyente” y "grupo sustituyente" significa un atomo o grupo que
reemplaza el atomo o grupo de un compuesto original nombrado. Por ejemplo, un sustituyente de un nucleésido
modificado es cualquier atomo o grupo que difiere del atomo o grupo que se encuentra en un nucleésido natural (p.
€j., un sustituyente 2’ modificado es cualquier &tomo o grupo en la posicion 2' de un nucledésido otro que H o OH). Los
grupos sustituyentes pueden estar protegidos o no protegidos. En ciertas realizaciones, los compuestos de la presente
invencion tienen sustituyentes en una o0 en mas de una posicién del compuesto original. Los sustituyentes también
pueden estar sustituidos adicionalmente con otros grupos sustituyentes y pueden estar unidos directamente o
mediante un grupo de enlace tal como un grupo alquilo o hidrocarbilo a un compuesto original.

Del mismo modo, como se usa en el presente documento, "sustituyente" en referencia a un grupo funcional quimico
significa que un atomo o grupo de atomos difiere del atomo o un grupo de atomos normalmente presente en el grupo
funcional nombrado. En ciertas realizaciones, un sustituyente reemplaza un atomo de hidrégeno del grupo funcional
(p- €j., en ciertas realizaciones, el sustituyente de un grupo metilo sustituido es un atomo o grupo distinto del hidrogeno
que reemplaza uno de los atomos de hidrogeno de un grupo metilo no sustituido). A menos que se indique lo contrario,
los grupos susceptibles de uso como sustituyentes incluyen, sin limitacién, haldégeno, 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(Rob)(Rec) 0 -N(Rbb)C(O)Raa), azido (-Ns), nitro (-NO2), ciano (-CN), carbamido (-OC(O)N(Rbb)(Rec) 0 -
N(Rob)C(O)ORaa), ureido  (-N(Rbb)C(O)N(Rbb)(Rec)),  tioureido  (-N(Rob)C(S)N(Rob)-(Rec)),  guanidinilo (-
N(Rbb) C(=NRob)N(Rob) (Rec)), amidinilo (-C(=NRob)N(Rob)(Rcc) 0 -N(Rob) C(=NRbb)(Raa)), tiol (-SRuob), sulfmilo (-S(O)Rub),
sulfonilo (-S(O)2Rub) y sulfonamidilo (-S(O)2N(Rbb)(Rec) 0 -N(Rbb) S-(O)2Rww). Donde cada Raa, Rob ¥y Rec es,
independientemente, H, un grupo funcional quimico opcionalmente unido o un grupo sustituyente adicional con una
lista preferida 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.

Como se usa en el presente documento, "alquilo", como se usa en el presente documento, significa un radical
hidrocarbonado saturado lineal o ramificado 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 incluyen tipicamente de 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono, més tipicamente
de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono (C1-C12 alquilo) con de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono
siendo mas preferido.

Como se usa en el presente documento, "alquenilo” significa un radical de cadena de hidrocarburo 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-metilo-2-buten-1-ilo, dienos tales
como 1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24 atomos de
carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferidos de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo como se usan en el presente documento pueden incluir
opcionalmente uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "alquinilo” significa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado que contiene
hasta veinticuatro &tomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos
alquinilo incluyen, sin limitacién, 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 preferidos de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquinilo como se usan en el presente
documento pueden incluir opcionalmente uno o0 mas grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "acilo" significa un radical formado por la eliminacién de un grupo hidroxilo
de un acido organico y tiene la férmula 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 usan en el presente documento
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "aliciclico” significa un sistema de anillo ciclico en donde el anillo es alifatico.
El sistema de anillos puede comprender uno o mas anillos en los que al menos un anillo es alifatico. Los aliciclicos
preferidos incluyen anillos que tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 a&tomos de carbono en el anillo.
Aliciclico, como se usa en el presente documento, puede incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "alifatico” significa un radical hidrocarbonado lineal o ramificado que contiene
hasta veinticuatro &tomos de carbono en donde la saturacion entre dos atomos de carbono es un enlace simple, doble
o triple. Un grupo alifatico contiene preferiblemente de 1 a aproximadamente 24 gtomos de carbono, mas tipicamente
de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferidos de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono.
La cadena lineal o ramificada de un grupo alifatico puede interrumpirse con uno o méas heteroatomos que incluyen
nitrégeno, oxigeno, azufre y fosforo. Dichos grupos alifaticos interrumpidos por heteroatomos incluyen, sin limitacion,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797679 T3

polialcoxis, tales como polialquilenglicoles, poliaminas y poliiminas. Los grupos alifaticos como se usan en el presente
documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "alcoxi" significa un radical formado entre un grupo alquilo y un atomo de
oxigeno en donde 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 usan en el presente documento pueden incluir
opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "aminoalquilo” significa un radical C1-C+2 alquilo sustituido con amino. La
porcion alquilo del radical forma un enlace covalente con una molécula original. El grupo amino se puede ubicar en
cualquier posicion y el grupo aminoalquilo se puede sustituir con un grupo sustituyente adicional en las porciones
alquilo y/o amino.

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

Como se usa en el presente documento, "arilo" y "aromatico" significan un radical de sistema de anillo carbociclico
mono o policiclico que tiene uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, sin limitacién, fenilo,
naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, idenilo y similares. Los sistemas de anillo de arilo preferidos tienen de
aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Los grupos arilo como se usan
en el presente documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Como se usa en el presente documento, "halo" y "halégeno" significan un atomo seleccionado de fluor, cloro, bromo
y yodo.

Como se usa en el presente documento, "heteroarilo” y "heteroaromatico" significan un radical que comprende un
anillo aromatico mono o policiclico, un sistema de anillo o un sistema de anillo condensado en donde al menos uno de
los anillos es aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. Heteroarilo también esta destinado a incluir sistemas de
anillos fusionados que incluyen sistemas en los que uno o mas de los anillos fusionados no contienen heteroatomos.
Los grupos heteroarilo incluyen tipicamente un atomo de anillo seleccionado de azufre, nitrdgeno u oxigeno. Ejemplos
de grupos heteroarilo incluyen, sin limitacion, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo,
oxazolilo, isoxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo,
benzoxazolilo, quinoxalinilo y similares. Los radicales heteroarilo se pueden unir a una molécula original directamente
o mediante un resto de enlace, como un grupo alifatico o un heteroatomo. Los grupos heteroarilo como se usan en el
presente documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

Compuestos oligoméricos

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona compuestos oligoméricos. En ciertas realizaciones, tales
compuestos oligoméricos comprenden oligonucleétidos que opcionalmente comprenden uno o mMAas grupos
conjugados y/o terminales. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico consiste en un oligonucleétido. En
ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden una o mas modificaciones quimicas. Dichas modificaciones
quimicas incluyen modificaciones de uno o mas nucledsidos (incluidas modificaciones en el resto de azlcar y/o la
nucleobase) y/o modificaciones en uno o mas enlaces internucleosidicos.

Ciertos restos de azucar

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la invencion comprenden uno o méas nucledsidos modificados
que comprenden un resto de azlcar modificado. Dichos compuestos oligoméricos que comprenden uno o mas
nucledsidos modificados con azlcar pueden tener propiedades deseables, tales como mayor estabilidad de la
nucleasa o mayor afinidad de unién con un acido nucleico diana en relacion con compuestos oligoméricos que
comprenden solo nucledsidos que comprenden restos de azlcar naturales. En ciertas realizaciones, los restos de
azUcar modificados son restos de azUcar sustituidos. En ciertas realizaciones, los restos de azlcar modificados son
restos de azucar biciclicos o triciclicos. En ciertas realizaciones, los restos de azlcar modificados son sustitutos de
azucar. Dichos sustitutos de azucar pueden comprender una o mas sustituciones correspondientes a las de restos de
azucar sustituidos.

En ciertas realizaciones, los restos de azlcar modificados son restos de azlcar sustituidos que comprenden uno o
mas sustituyentes, que incluyen pero no se limitan a sustituyentes en las posiciones 2’ y/o 5'. Los ejemplos de
sustituyentes de azlcar adecuados para la posicion 2’ incluyen, pero no se limitan a: 2'-F, 2'-OCHz ("OMe" u "O-metilo")
y 2’-O(CH2)20CHs ("MOE"). En ciertas realizaciones, los sustituyentes de azucar en la posicion 2’ se seleccionan de
alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-C1-C1o alquilo, O-C+-C1o alquilo sustituido; O-C1-C1o alcoxi; O-C1-C1o alcoxi sustituido,
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OCF3, O(CH2)2SCHs, O(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) y O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es,
independientemente, H o C1-C1o alquilo sustituido o no sustituido. Los ejemplos de sustituyentes de azlcar en la
posicién 5’ incluyen, pero no se limitan a:, 5' -metilo (R o S); 5'-vinilo y 5'-metoxi. En ciertas realizaciones, los azlcares
sustituidos comprenden mas de un sustituyente de azlcar no puente, p. €j., restos de azlcar metilico 2'-F-5’ (véase,
p. €j., Solicitud Internacional PCT WO 2008/101157, para 5', 2'-bis restos de azlcares sustituidos y nucleodsidos
adicionales).

Los nucledsidos que comprenden restos de azdcar sustituidos en 2’ se denominan nucledsidos sustituidos en 2'. En
ciertas realizaciones, un nucleosido sustituido en 2’ comprende un grupo sustituyente en 2' seleccionado de halo, alilo,
amino, azido, O-C1-C1o alcoxi; O-C1-C1o alcoxi sustituido, SH, CN, OCN, CFs, OCF3, O-alquilo, S-alquilo, N(Rm)-alquilo;
O-alquenilo, S-alquenilo, o N(Rm)-alquenilo; O-alquinilo, S-alquinilo, N(Rm)-alquinilo; O-alquilenilo-O-alquilo, alquinilo,
alcarilo, aralquilo, O-alcarilo, O-aralquilo, O(CH2)2SCHas, O-(CH2)2-O-N(Rm)(Rn) 0 O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada
Rm y Rn es, independientemente, H, un grupo protector de amino o C1-C1o alquilo sustituido o no sustituido. Estos
grupos sustituyentes en 2’ pueden sustituirse adicionalmente con uno o mas grupos sustituyentes seleccionados
independientemente de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxilo, bencilo, fenilo, nitro (NO2), tiol, tioalcoxi (S-alquilo),
halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

En ciertas realizaciones, un 2'-nucleédsido sustituido comprende un grupo de sustituyente 2' seleccionado de F, NHz,
N3, OCFs; O-CHs, O(CH2)sNH2, CH2-CH=CH2, O-CH2-CH=CH2, OCH2CH20CHs, O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O-
N(Rm)(Rn), O(CH2)20(CH2)2N(CHa)2 y acetamida N-sustituida (O-CH2-C(=0)-N(Rm)(Rn), donde cada Rm y Rn es,
independientemente, H, un grupo protector de amino o C1-C1o alquilo sustituido o no sustituido.

En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2’° comprende un resto de azlcar que comprende un grupo
sustituyente en 2' seleccionado de F, OCFs; O-CHs, OCH2CH20CH3, O(CH2)2SCH3, O-(CH2)2-O- N(CHa3)2, -
O(CH2)20(CHz2)2N(CHs)2 y O-CH2-C(=0)-N(H)CHs.

En ciertas realizaciones, un nucledsido sustituido en 2’° comprende un resto de azucar que comprende un grupo
sustituyente en 2’ seleccionado de F, O-CHs, y OCH2CH20CHs.

Ciertos restos de azlUcar modificados comprenden un sustituyente de azlcar puente que forma un segundo anillo que
da como resultado un resto de azucar biciclico. En ciertas de tales realizaciones, el resto de azucar biciclico comprende
un puente entre los atomos del anillo 4’ y 2' furanosa. Los ejemplos de dichos sustituyentes de azlcar de 4’ a 2'
incluyen, entre otros: -[C(Ra)(Rb)]n-, -[C(Ra)(Rb)]n-O-, -C(RaRb)-N(R)-O- 0, -C(RaRb)-O-N(R)-; 4-CH2-2’, 4'-(CH2)2-2’, 4'-
(CH2)s-2’, 4-(CH2)-O-2" (LNA); 4’-(CH2)-S-2'; 4’-(CH2)2-O-2’ (ENA); 4’-CH(CHs)-O-2’(cEt) y 4’-CH(CH20CH3)-0-2’, y
andlogos de los mismos (véase, p. €j., la Patente de Estados Unidos 7,399,845, emitida el 15 de julio, 2008); 4'-
C(CHs3)(CHas)-0O-2' y analogos de los mismos, (véase, p. €j., WO2009/006478, publicada el 8 de enero de, 2009); 4’-
CHz-N (OCHjs)-2’ y analogos de los mismos (véase, p. gj., W02008/150729, publicado el 1 de diciembre de 2008); 4'-
CH2-O-N(CHa)-2' (véase, p. €j., US2004/0171570, publicada el 2 de septiembre del 2004); 4’-CH2-O-N(R)-2’ y 4’-CH2-
N(R)-O-2’-, en donde cada R es, independientemente, H, un grupo protector, o C1-C12 alquilo; 4-CH2-N(R)-O-2’, en
donde R es H, Ci-C12 alquilo, o un grupo protector (véase, Patente de Estados Unidos 7,427,672, expedida el 23 de
septiembre de 2008); 4'-CH2-C(H)(CHs)-2' (véase, p. ej., Chattopadhyaya, et al, J. Org Chem, 2009, 74, 118-134); y
4’-CH2-C(=CH2)-2' y anélogos de los mismos (véase, publicada Solicitud Internacional PCT WO 2008/154401,
publicada el 8 de diciembre, 2008).

En ciertas realizaciones, tales puentes de 4 a 2' comprenden independientemente de 1 a 4 grupos unidos
seleccionados independientemente de -[C(Ra)(Rb)]n-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRa)-, -C(=0)-, -C(=S)-, -O-, -
Si(Ra)2-, -S(=0)x-, y -N(Ra)-; en donde:

xes0,102;

nes1,2 304;

cada Ray Ro es, independientemente, H, un grupo protector, hidroxilo, C1-C+2 alquilo, C1-C12 alquilo sustituido,
C2-C12 alquenilo, C2-Ci2 alquenilo sustituido, C2-Ci2 alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, Cs-Czo arilo, Cs-Czo
arilo sustituido, radical heterociclo, heterociclo radical sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, radical Cs-
Cz7 aliciclico, radical Cs-C7 aliciclico sustituido, halégeno, OJ1, NJ1Jz, SJ1, N3, COOJ1, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, CN, sulfonilo (S(=0)2-J1) o sulfoxilo (S(=0)-J1); y

cada J1 y Jz2 es, independientemente, H, C1-Ci12 alquilo, C1-C12 alquilo sustituido, C2-Ci2 alquenilo, C2-Cr12
alquenilo sustituido, C2-C12alquinilo, C2-C12 alquinilo sustituido, Cs-Czo arilo, Cs-Czo arilo sustituido, (C(=0)-H)
acilo, acilo sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo sustituido, C1-C12 aminoalquilo, C1-C12
aminoalquilo sustituido, o un grupo protector.

Los nucledsidos que comprenden restos de azlcar biciclicos se denominan nucledsidos biciclicos o BNA. Los
nucledsidos biciclicos incluyen, pero no se limitan a, (A) a-L-Metileneoxi (4'-CH2-O-2’) BNA, (B) B-D-Metileneoxi (4'-
CH2-O-2’) BNA (también denominado &cido nucleico bloqueado o LNA), (C) Etileneoxi (4'-(CHz)2-O-2’) BNA, (D)
Aminooxi (4'-CHz2-O-N(R)-2’) BNA, (E) Oxiamino (4'-CH2-N(R)-O-2’) BNA, (F) Metilo (metileneoxi) (4'-CH(CHs)-O-2’)
BNA (también denominado como acetato de constrefiido o cEt), (G) metileno-tio (4'-CH2-S-2') BNA, (H) metilen-amino
(4'-CH2-N(R)-2’) BNA, (l) metilo carbociclico (4'-CH2-CH(CHs)-2') BNA y (J) propileno carbociclico (4’-(CHz)s-2') BNA
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como representado a continuacion.

0. Bx 0o Bx
OO B‘(
0 0
(A) (B) (©)
0. Bx O Bx O Bx
J H,C
O I™N RN -0 3 0
R
(D) (E) (F)
O Bx . 0. Bx ' 0. Bx
S (H) N
(G) R CH;

n
O Bx

()
en donde Bx es un resto nucleobase y R es, independientemente, H, un grupo protector, o C1-C12 alquilo.

Se conocen en la técnica restos de azucar biciclico adicionales, por ejemplo: Singh et al., Chem. Commun., 1998, 4,
455-456; Koshkin et al., Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2000, 97,
5633-5638; Kumar y col., Bioorg. Med. Chem Lett., 1998, 8, 2219-2222; Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-
10039; Srivastava y col., J. Am. Chem Soc. 129 (26) 8362-8379 (4 de julio de 2007); Elayadi y col., Curr. Opinién
Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch y col., Chem. Biol., 2001, 8, 1-7; Orum y col., Curr. Opinion Mol. Ther., 2001,
3, 239-243; Patentes de los EE.UU. N°s 7,053,207, 6,268,490, 6,770,748, 6,794,499, 7,034,133, 6,525,191, 6,670,461
y 7,399,845; WO 2004/106356, WO 1994/14226, WO 2005/021570 y WO 2007/134181; Publicaciones de Patentes
de los Estados Unidos N°s US2004/0171570, US2007/0287831 y US2008/0039618; Patentes de Estados Unidos
numeros de serie 12/129,154, 60/989,574, 61/026,995, 61/026,998, 61/056,564, 61/086,231, 61/097,787 y 61/099,844;
y las solicitudes internacionales PCT N° PCT/US2008/064591, PCT/US2008/066154 y PCT/US2008/068922.

En ciertas realizaciones, los restos de azucar biciclicos y los nucleésidos que incorporan dichos restos de azucar
biciclicos se definen adicionalmente por la configuracién isomérica. Por ejemplo, un nucledsido que comprende un
puente 4’-2’-metileno-oxi, puede estar en la configuracién a-L o en la configuracion 3-D. Anteriormente, los nucledsidos
biciclicos a-L-metileneoxi (4'-CH2-O-2’) se han incorporado en oligonucleétidos antisentido que mostraron actividad
antisentido (Frieden et al., Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372).

En ciertas realizaciones, los restos de azucar sustituidos comprenden uno o mas sustituyentes de azucar no puente y
uno o mas sustituyentes de azlcar puente (p. ej., azUcares puenteados 5’-sustituidos y 4-2'), (ver, Solicitud
Internacional PCT WO 2007/134181, publicada el 11/22/07, en donde LNA esta sustituido con, p. €j., un grupo 5'-
metilo 0 5™-vinilo).

En ciertas realizaciones, los restos de azlcar modificados son sustitutos de azlcar. En ciertas realizaciones de este
tipo, el atomo de oxigeno del azdcar natural se sustituye, p. €j., con un atomo de azufre, carbono o nitrégeno. En
ciertas de tales realizaciones, dicho resto de azlicar modificado también comprende sustituyentes puenteantes y/o no
puenteantes como se describié anteriormente. Por ejemplo, ciertos sustitutos de azlicar comprenden un atomo de
azufre 4’ y una sustitucién en la posicion 2' (véase, p. €j., la solicitud de patente de EE.UU. publicada US2005/0130923,
publicada el 16 de junio de 2005) y/o la posicion 5. A modo de ejemplo adicional, se han descrito nucledsidos
carbociclicos biciclicos que tienen un puente 4’-2’ (ver, p. €j., Freier et al, Nucleic Acids Research, 1997, 25 (22), 4429-
4443 y Albaek et al., J. Org. Chem., 2006, 71, 7731-7740).
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En ciertas realizaciones, los sustitutos del azicar comprenden anillos que tienen otros atomos que no son 5. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, un sustituto de azlcar comprende un tetrahidropirano de seis miembros. Tales
tetrahidropiranos pueden modificarse o sustituirse adicionalmente. Los nucledsidos que comprenden dichos
tetrahidropiranos modificados incluyen, pero no se limitan a, acido nucleico de hexitol (HNA), acido nucleico de anitol
(ANA), acido nucleico de manitol (MNA) (ver Leumann, CJ. Bioorg. y Med. Chem. (2002) 10:841-854), fluoro HNA (F-
HNA) y aquellos compuestos que tienen Férmula VII:

q 9,
— q

T;—0 0 3
gy qds
q6 Bx

0
/o RiR %
T,
VII

en donde independientemente para cada uno de dichos al menos un analogo de nucledsido de tetrahidropirano de
Férmula VII:

Bx es un resto nucleobase;

T3 y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de enlace internucleosidico que une el analogo de
nucledsido de tetrahidropirano al compuesto antisentido o uno de Ts y T4 es un grupo de enlace
internucledsido que une el anélogo de nucledsido de tetrahidropirano al compuesto antisentido y el otro de Ts
y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3'; g1, gz, g3, g4,
gs, g6 Y g7 son cada uno, independientemente, H, C1-Ce alquilo, C1-Cs alquilo sustituido, C2-Ce alquenilo, Coa-
Cs alquenilo sustituido, C2-Cs alquinilo, o C2-Cs alquinilo sustituido; y cada uno de R1 y Rz se selecciona
independientemente entre: hidrégeno, halégeno, alcoxi sustituido o no sustituido, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1,
OC(=X)NJ1d2, NJ3C(=X)NJ1J2y CN, en donde X es O, S o NJi, y cada Ji1, J2 y J3 es, independientemente, H
0 C1-Ce alquilo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan los nucledsidos de THP modificados de Férmula VIl en donde g1, g2, g3, g4,
gs, gs Y g7 son cada uno H. En ciertas realizaciones, al menos uno de g1, g2, g3, g4, g5, s y g7 son distintos de H. En
ciertas realizaciones, al menos uno de g1, ge, g3, g4, 9s, gs Y g7 €s metilo. En ciertas realizaciones, se proporcionan
nucleésidos de THP de Férmula VIl en donde uno de R1y Rz es F. En ciertas realizaciones, R1 es flior y Rz es H, R1
es metoxi y Rz es H, y R1 es metoxietoxi y Rz es H.

En la técnica se conocen muchos otros sistemas de anillos biciclicos y triciclicos de azlcar y sustitutos del azlcar que
pueden usarse para modificar nucledsidos (véase, p. €j., el articulo de revisién: Leumann, J. C, Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2002, 10, 841-854).

En ciertas realizaciones, los sustitutos del azdcar comprenden anillos que tienen mas de 5 atomos y mas de un
heteroatomo. Por ejemplo, se han informado nucledsidos que comprenden restos de azlcar morfolino y su uso en
compuestos oligoméricos (véase, por ejemplo: Braasch et al., Biochemistry, 2002, 41, 4503-4510; y las patentes de
los Estados Unidos 5,698,685; 5,166,315; 5,185,444; y 5,034,506). Como se usa aqui, el término "morfolino" significa

una estructura azucarada:
—0
§ ‘\:OjBx
|

v

En ciertas realizaciones, los morfolinos pueden modificarse, p. €j., afadiendo o alterando varios grupos sustituyentes
de la estructura morfolino anterior. Tales sustitutos del aziicar se denominan en la presente memoria como "morfolinos
modificados".

También se proporcionan combinaciones de modificaciones sin limitacién, tales como nucleésidos sustituidos con 2'-
F-5-metilo (véase la solicitud internacional PCT WO 2008/101157 publicada el 8/21/08 para otros nucledsidos
sustituidos 5', 2'-bis divulgados) y el reemplazo del atomo de oxigeno del anillo de ribosilo con S y la sustitucién
adicional en la posicién 2’ (véase la solicitud de patente estadounidense publicada US2005-0130923, publicada el 16
de junio de 2005) o alternativamente la sustitucién 5' de un acido nucleico biciclico (véase la solicitud internacional
PCT WO 2007/134181, publicada el 11/22/07 en donde un nucleésido biciclico 4’-CH2-O-2’ se sustituye adicionalmente
en la posicion 5' con un grupo de 5'-metilo o un 5'-vinilo). También se ha descrito la sintesis y preparacion de
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nucleédsidos biciclicos carbociclicos junto con su oligomerizacion y estudios bioquimicos (véase, p. €j., Srivastava et
al, . Am. Chem. Soc. 2007, 129 (26), 8362-8379).

Ciertas nucleobases

En ciertas realizaciones, los nucledsidos de la presente invencion comprenden una o mas nucleobases no
modificadas. En ciertas realizaciones, los nucledsidos de la presente invencion comprenden una o mas nucleobases
modificadas.

En ciertas realizaciones, las nucleobases modificadas se seleccionan de: bases universales, bases hidréfobas, bases
promiscuas, bases expandidas por tamarno y bases fluoradas como se define en el presente documento. Pirimidinas
5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas N-2, N-6 y O-6, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo; 5-propinilcitosina; 5-hidroximetilo citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros
derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-
tiotimina y 2-tiocitosina, 5 -halouracilo y citosina, 5-propinilo (-C=C-CHa) uracilo y citosina y otros derivados alquinilicos
de bases de pirimidina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol,
8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y
otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-amino-adenina, 8-azaguanina
y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina, 3-deazaguanina y 3-deazaadenina, bases universales, bases
hidrofébicas, bases promiscuas, bases de tamafno expandido y bases fluoradas como se define en el presente
documento. Nucleobases modificadas adicionales incluyen pirimidinas triciclicas tales como fenoxazina citidina ([5,4-
b][1,4]benzoxazina-2(3H)-ona), fenotiazina citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiazina-2(3H)-ona), abrazaderas G
tales como una citidina de fenoxazina sustituida (p. ej. 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazina-2(3H)-ona),
carbazol citidina (2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidina-2-ona).
Las nucleobases modificadas también pueden incluir aquellas en las que la base de purina o pirimidina se reemplaza
con otros heterociclos, por ejemplo 7-deaza-adenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Nucleobases
adicionales incluyen las descritas en la Patente de Estados Unidos N° 3,687,808, las descritas en The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering, Kroschwitz, J.I., Ed., John Wiley & Sons, 1990, 858-859; las
descritas por Englisch et al. Angewandte Chemie, Edicién Internacional, 1991, 30, 613; y las descritas por Sanghvi,
Y.S., Capitulo 15, Antisense Research and Applications, Crooke, S.T. y Lebleu, B., Eds., CRC Press, 1993, 273-288.

Las patentes representativas de los Estados Unidos que ensefian la preparacion de ciertas de las nucleobases
modificadas mencionadas anteriormente, asi como otras nucleobases modificadas incluyen, entre otros, los
documentos US 3,687,808; 4,845,205; 5,130,302; 5,134,066; 5,175,273; 5,367,066; 5,432,272; 5,457,187, 5,459,255;
5,484,908; 5,502,177; 5,525,711; 5,552,540; 5,587,469; 5,594,121; 5,596,091; 5,614,617; 5,645,985; 5,681,941;
5,750,692; 5,763,588; 5,830,653 y 6,005,096, algunos de los cuales son de propiedad comun con la solicitud
instantanea.

Ciertos enlaces internucleosidicos

La presente invencidn proporciona compuestos oligoméricos que comprenden nucledsidos unidos. En tales
realizaciones, los nucledsidos pueden unirse entre si usando cualquier enlace internucleosidico. Las dos clases
principales de grupos de enlace internucleosidicos se definen por la presencia o ausencia de un atomo de fésforo. Los
enlaces internucleosidicos que contienen fésforoS representativos incluyen, entre otros, fosfodiésteres (P=0),
fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos (P=S). Los grupos de unién internucledsidos
representativos que no contienen fosforo incluyen, pero no se limitan a, metilen-metilimino (-CH2-N(CHz)-O-CHa-),
tiodiester (-O-C(O)-S-), tionocarbamato (-O-C(O)(NH)-S-); siloxano (-O-Si(H)2-O-); y N,N’-dimetilhidrazina (-CHz-
N(CHs)-N(CHs)-). Los enlaces modificados, en comparacién con los enlaces fosfodiéster naturales, pueden usarse
para alterar, tipicamente aumentar, la resistencia a nucleasas del compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, los
enlaces internucleosidicos que tienen un atomo quiral se pueden preparar como una mezcla racémica, 0 como
enantiomeros separados. Los enlaces quirales representativos incluyen, pero sin limitacién, alquilfosfonatos y
fosforotioatos. Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de preparacion de enlaces internucledsidos que
contienen fosforo y no fosforo.

Los oligonuclettidos descritos en este documento contienen uno o mas centros asimétricos y dan lugar a
enantiomeros, diasteredmeros y otras configuraciones estereoisoméricas que pueden definirse, en términos de
estereoquimica absoluta, como (R) o (S), a o B como para los anémeros de azucar, o como (D) o (L) tal como para
aminoacidos, etc. Incluidos en los compuestos antisentido proporcionados en el presente documento estan todos los
isdbmeros posibles, asi como sus formas racémicas y Opticamente puras.

Enlaces de internucledsidos neutros incluyen, sin limitacién, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (3’-CH2-N(CHs)-O-
5'), amida-3 (3'-CH2-C(=0)-N(H)-5’), amida-4 (3'-CH2-N(H)-C(=0)-5'), formacetal (3'-O-CH2-O-5’) y tioformacetal (3'-S-
CH2-O-5). Otros enlaces internucleosidicos neutros incluyen enlaces no iénicos que comprenden siloxano
(dialquilsiloxano), éster carboxilato, carboxamida, sulfuro, éster sulfonato y amidas (ver, por ejemplo: Carbohydrate
Modifications in Antisense Research; Y.S. Sanghvi y P.D. Cook, Eds., ACS Symposium Series 580; Capitulos 3 y 4,
40-65). Otros enlaces de internucledsidos neutros incluyen enlaces no i6nicos que comprenden componentes N, O, S
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y CHz mixtos.
Ciertos motivos

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona compuestos oligoméricos que comprenden
oligonucledtidos. En ciertas realizaciones, dichos oligonucleoétidos comprenden una o mas modificaciones quimicas.
En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados quimicamente comprenden uno o mas nucledsidos
modificados. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos modificados quimicamente comprenden uno o mas
nucledsidos modificados que comprenden azlcares modificados. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos
modificados quimicamente comprenden uno o0 mas nucleésidos modificados que comprenden una o mas nucleobases
modificadas. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos modificados quimicamente comprenden uno o mas enlaces
internucleosidicos modificados. En ciertas realizaciones, las modificaciones quimicas (modificaciones de azucar,
modificaciones de nucleobase y/o modificaciones de enlace) definen un patron o motivo. En ciertas realizaciones, los
patrones de modificaciones quimicas de restos de azlcar, enlaces internucleosidicos y nucleobases son
independientes entre si. Por lo tanto, un oligonucleé6tido puede describirse por su motivo de modificacién de azlcar,
motivo de enlace internucleosidico y/o motivo de modificacion de nucleobase (como se usa en el presente documento,
el motivo de modificacion de nucleobase describe las modificaciones quimicas de las nucleobases
independientemente de la secuencia de nucleobases).

Ciertos motivos de azucar

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden uno o mas tipos de restos de azlicar modificados y/o restos
de azlcar de origen natural dispuestos a lo largo de un oligonucleétido o region del mismo en un patrén definido o
motivo de modificacién de azucar. Dichos motivos pueden incluir cualquiera de las modificaciones de azucar discutidas
aqui y/u otras modificaciones de azucar conocidas.

En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos comprenden o consisten en una regiéon que tiene un motivo de
modificacién de azucar gapmero, que comprende dos regiones externas o "alas" y una regién interna o "espacio". Las
tres regiones de un motivo gapmero (el ala 5, el hueco y el ala 3') forman una secuencia contigua de nucledsidos en
donde al menos algunos de los restos de azlcar de los nucledsidos de cada una de las alas difieren de al menos
algunos de los restos de azlcar de los nucledsidos de la brecha. Especificamente, al menos los restos de azucar de
los nucledsidos de cada ala que estan mas cerca de la brecha (el nucledsido méas 3’ del ala 5' y el nucle6sido mas 5’
del ala 3') difieren del resto de azucar de los nucle6sidos de la brecha vecina, definiendo asi el limite entre las alas y
la brecha. En ciertas realizaciones, los restos de azucar dentro del espacio son iguales entre si. En ciertas
realizaciones, el espacio incluye uno o mas nucleésidos que tienen un resto de azdcar que difiere del resto de aztcar
de uno o mas nucleésidos del espacio. En ciertas realizaciones, los motivos de modificacién de azlcar de las dos alas
son iguales entre si (gdpmero simétrico). En ciertas realizaciones, los motivos de modificacién de azucar del ala 5’
difieren del motivo de modificacion de azlcar del ala 3' (gapmero asimétrico). En ciertas realizaciones, los
oligonucleotidos comprenden nucleédsidos modificados con 2'-MOE en las alas y nucledsidos modificados con 2'-F en
el espacio.

En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos estan completamente modificados. En ciertas de tales realizaciones, los
oligonucledtidos se modifican uniformemente. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos son 2'-MOE uniformes. En
ciertas realizaciones, los oligonucleétidos son uniformes 2'-F. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos son
morfolino uniforme. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos son BNA uniformes. En ciertas realizaciones, los
oligonucleétidos son LNA uniformes. En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos son cEt uniformes.

En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos comprenden una region modificada uniformemente y nucledsidos
adicionales que no se modifican o se modifican de manera diferente. En ciertas realizaciones, la region uniformemente
modificada tiene al menos 5, 10, 15 0 20 nucle6sidos de longitud. En ciertas realizaciones, la regién uniforme es una
region 2'-MOE. En ciertas realizaciones, la region uniforme es una regién 2'-F. En ciertas realizaciones, la region
uniforme es una region de morfolino. En ciertas realizaciones, la regién uniforme es una region BNA. En ciertas
realizaciones, la region uniforme es una region LNA. En ciertas realizaciones, la regiéon uniforme es una regién cEt.

En ciertas realizaciones, el oligonucle6tido no comprende mas de 4 2'-desoxinucledsidos contiguos sin modificar. En
determinadas circunstancias, los oligonucleétidos antisentido que comprenden mas de 4 2'-desoxinucledsidos
contiguos activan la RNasa H, lo que da como resultado la escisién del ARN diana. En ciertas realizaciones, dicha
escision se evita al no tener mas de 4 2'-desoxinucle6sidos contiguos, p. €j., donde se desea la alteracion del empalme
y no la escision de un ARN diana.

Ciertos motivos de enlace de internucledsidos

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden enlaces internucledsidos modificados dispuestos a lo largo
del oligonucleétido o region del mismo en un patron definido o motivo de enlace internucleésido modificado. En ciertas
realizaciones, los enlaces de internucledsidos estan dispuestos en un motivo vacio, como se describi6é anteriormente
para el motivo de modificacién de azlcar. En tales realizaciones, los enlaces internucledsidos en cada una de las dos

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797679 T3

regiones del ala son diferentes de los enlaces internucledsidos en la region de separacion. En ciertas realizaciones,
los enlaces internucledsidos en las alas son fosfodiéster y los enlaces internucledsidos en el espacio son fosforotioato.
El motivo de modificacién del azlcar se selecciona independientemente, de modo que tales oligonucleétidos que
tienen un motivo de enlace de internucleésidos con espacio pueden o no tener un motivo de modificaciéon de azlcar
con espacio y si tiene un motivo de azlcar con espacio, las longitudes de ala y espacio pueden ser o no iguales.

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden una region que tiene un motivo de enlace de
internucledsidos alternativo. En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos de la presente invencién comprenden una
region de enlaces internucledsidos modificados uniformemente. En ciertas realizaciones de este tipo, el oligonucleétido
comprende una region que estd unida uniformemente por enlaces internucledsidos de fosforotioato. En ciertas
realizaciones, el oligonucleotido esta unido de manera uniforme por fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace
internucledsido del oligonucleétido se selecciona de fosfodiéster y fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace
de internucledsidos del oligonucleétido se selecciona de fosfodiéster y fosforotioato y al menos un enlace de
internucledsidos es fosforotioato.

En ciertas realizaciones, el oligonucle6tido comprende al menos 6 enlaces internucledsidos de fosforotioato. En ciertas
realizaciones, el oligonucle6tido comprende al menos 8 enlaces internucledsidos de fosforotioato. En ciertas
realizaciones, el oligonucle6tido comprende al menos 10 enlaces internucledsidos de fosforotioato. En ciertas
realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 6 enlaces de internucledsidos de
fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al menos un bloque de al menos 8
enlaces de internucleésidos de fosforotioato consecutivos. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido comprende al
menos un bloque de al menos 10 enlaces consecutivos de fosforotioato internucledsido. En ciertas realizaciones, el
oligonucleétido comprende al menos un blogue de al menos 12 enlaces internucleodsidos de fosforotioato consecutivos.
En ciertas realizaciones de este tipo, al menos uno de dichos bloques esta ubicado en el extremo 3’ del oligonucleoétido.
En ciertas realizaciones de este tipo, al menos uno de tales bloques esta ubicado dentro de 3 nucledsidos del extremo
3’ del oligonucledtido.

Ciertos motivos de modificacién de nucleobase

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos comprenden modificaciones quimicas a nucleobases dispuestas a lo
largo del oligonucle6tido o regién del mismo en un patrén definido o motivo de modificacion de nucleobases. En ciertas
realizaciones de este tipo, las modificaciones de nucleobase estan dispuestas en un motivo vacio. En ciertas
realizaciones, las modificaciones de nucleobase estan dispuestas en un motivo alternativo. En ciertas realizaciones,
cada nucleobase se modifica. En ciertas realizaciones, ninguna de las nucleobases se modifica quimicamente.

En ciertas realizaciones, los oligonucle6tidos comprenden un bloque de nucleobases modificadas. En ciertas de tales
realizaciones, el bloque esta en el extremo 3’ del oligonucledtido. En ciertas realizaciones, el bloque esta dentro de 3
nucleétidos del extremo 3’ del oligonucleétido. En ciertas de tales realizaciones, el bloque esta en el extremo 5’ del
oligonucleétido. En ciertas realizaciones, el bloque esta dentro de 3 nucleétidos del extremo 5’ del oligonucleétido.

En ciertas realizaciones, las modificaciones de nucleobase son una funcién de la base natural en una posicion
particular de un oligonucleétido. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, cada purina o cada pirimidina se modifica en
un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, se modifica cada adenina. En ciertas realizaciones, se modifica cada
guanina. En ciertas realizaciones, se modifica cada timina. En ciertas realizaciones, se modifica cada citosina. En
ciertas realizaciones, se modifica cada uracilo.

En ciertas realizaciones, algunos, todos o ninguno de los restos de citosina en un oligonucleétido son restos de 5-
metilo citosina. Aqui, 5-metilo citosina no es una "nucleobase modificada". Por consiguiente, a menos que se indique
lo contrario, las nucleobases no modificadas incluyen tanto residuos de citosina que tienen un 5-metilo como aquellos
que carecen de un 5 metilo. En ciertas realizaciones, se especifica el estado de metilaciéon de todas o algunas
nucleobases de citosina.

Ciertas longitudes totales

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona compuestos oligoméricos que incluyen oligonucleétidos de
cualquiera de una variedad de rangos de longitudes. En ciertas realizaciones, la invencién proporciona compuestos
oligoméricos u oligonucledtidos que consisten en nucledsidos unidos de X a Y, donde X representa el menor niumero
de nucledsidos en el intervalo e Y representa el mayor nimero de nucleésidos en el rango. En ciertas realizaciones
de este tipo, X e Y se seleccionan cada uno independientemente de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50; siempre
que X<Y. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la invencion proporciona compuestos oligoméricos que comprenden
oligonucleotidos que consistenen8a9,8a10,8a11,8a12,8a13,8a14,8a15,8a16,8a17,8a18,8a19,8
a20,8a21,8a22,8a23,8a24,8a25,8a26,8a27,8a28,8a29,8a30,9a10,9a11,9a12,9a13,9a 14,
9a15,9a16,9a17,9a18,9a19,9a20,9a21,9a22,9a23,9a24,9a25,9a26,9a27,9a28,9a29,9a
30,10a11,10a12,10a13,10a14,10a15,10a16,10a17,10a18,10a19,10a 20, 10 a 21, 10 a 22, 10 a 23,
10a24,10a25,10a26,10a27,10a28,10a29,10a30,11a12,11a13,11a14,11a15,11a16,11a 17, 11
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al18,11a19,11a20,11a21,11a22,11a23,11a24,11a2511a26,11a27,11a28,11a29,11a30,12a
13,12a14,12a15,12a16,12a17,12a18,12a19,12a20,12a21,12a22,12a23,12a 24, 12 a 25, 12 a 26,
12a27,12a28,12a29,12a30,13a14,13a15,13a16,13a17,13a18,13a19,13a20,13a21,13a22, 13
a23,13a24,13a25,13a26,13a27,13a28,13a29,13a30,14a15,14a16,14a17,14a18,14a 19,14 a
20,14a21,14a22,14a23,14a24,14a25,14a26,14a27,14a28,14a29,14a30,15a16,15a 17, 15a 18,
15a19,15a20,15a21,15a22,15a23,15a24,15a25,15a26,15a27,15a28,15a29,15a30,16a 17, 16
al18,16a19,16a20,16a21,16a22,16a23,16a24,16a25,16a26,16a27,16a28,16a29,16a 30,17 a
18,17a19,17a20,17a21,17a22,17a23,17a24,17a25,17a26,17a27,17a28,17a29,17a 30, 18 a 19,
18a20,18a21,18a22,18a23,18a24,18a25,18a26,18a27,18a28,18a29,18a30,19a20,19a 21,19
a22,19a23,19a24,19a25,19a26,19a29,19a28,19a29,19a30,20a21,20a22,20a23,20a24,20 a
25,20 a26,20a27,20a28,20a29,20a30,21a22,21a23,21 a24,21a25,21a26,21a27,21a28, 21 a29,
21a30,222a23,22a24,22a25,22a26,22a27,22a28,22a29,22a30,23a24,23a25,23a26,23a27,23
a28,23a29,23a30,24a25,24a26,24a27,24a28,24a29,24a30,25a26,25a27,25a28,25a29,25a
30, 26 a 27, 26 a 28, 26 a 29, 26 a 30, 27 a 28, 27 a 29, 27 a 30, 28 a 29, 28 a 30 0 29 a 30 nucledsidos unidos. En
realizaciones en las que el nimero de nucledsidos de un compuesto oligomérico u oligonucleétido esta limitado, ya
sea a un intervalo o a un numero especifico, el compuesto oligomérico u oligonucleétido puede, sin embargo,
comprender ademas otros sustituyentes adicionales. Por ejemplo, un oligonucleétido que comprende 8-30 nucledsidos
excluye los oligonucledtidos que tienen 31 nucledsidos, pero, a menos que se indique lo contrario, dicho
oligonucledtido puede comprender ademas, p. €j., uno 0 mas conjugados, grupos terminales u otros sustituyentes. En
ciertas realizaciones, un oligonucleétido gapmero tiene cualquiera de las longitudes anteriores.

Un experto en la materia apreciara que ciertas longitudes pueden no ser posibles para ciertos motivos. Por ejemplo:
un gapmero que tiene una regién de ala 5° que consta de cuatro nucleétidos, un espacio que consiste de al menos
seis nucleotidos y una region de ala 3' que consta de tres nucleétidos no puede tener una longitud total inferior a 13
nucleétidos. Por lo tanto, se entenderia que el limite de longitud inferior es 13 y que el limite de 10 en "10-20" no tiene
ningun efecto en esa realizacion.

Ademas, cuando un oligonucleétido se describe por un rango de longitud total y por regiones que tienen longitudes
especificadas, y donde la suma de las longitudes especificadas de las regiones es menor que el limite superior del
rango de longitud total, el oligonucleétido puede tener nucledsidos adicionales, mas alla de esos de las regiones
especificadas, siempre que el nimero total de nucledsidos no exceda el limite superior del rango de longitud total. Por
ejemplo, un oligonucleétido que consiste en 20-25 nucledsidos unidos que comprende un ala 5 que consiste en 5
nucleédsidos unidos; un ala 3’ que consta de 5 nucledsidos unidos y un espacio central que consta de 10 nucleésidos
unidos (5 + 5 + 10 = 20) puede tener hasta 5 nucleésidos que no son parte del ala 5', el ala 3, o la brecha (antes de
alcanzar la limitacion de longitud total de 25). Dichos nucledsidos adicionales pueden ser 5’ del ala 5' y/o 3’ del ala 3.

Ciertos oligonucleétidos

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos de la presente invencién se caracterizan por su motivo de azlcar, motivo
de enlace internucleosidico, motivo de modificacién de nucleobase y longitud total. En ciertas realizaciones, tales
parametros son independientes entre si. Por lo tanto, cada enlace internucleosidico de un oligonucleétido que tiene
un motivo de azucar gdpmero puede modificarse o no modificarse y puede seguir o no el patrén de modificacion
gapmero de las modificaciones de azucar. Por lo tanto, los enlaces internucleosidicos dentro de las regiones del ala
de un gapmero de azucar pueden ser iguales o diferentes entre si y pueden ser iguales o diferentes de los enlaces
internucleosidicos de la regién hueco. Del mismo modo, dichos oligonucleétidos de gapmero de azlcar pueden
comprender una o mas nucleobases modificadas independientemente del patron de gapmero de las modificaciones
de azlcar. Aqui, si una descripcion de un oligonucleétido o compuesto oligomérico es silenciosa con respecto a uno
0 mas parametros, dicho parametro no esta limitado. Por lo tanto, un compuesto oligomérico descrito solo como que
tiene un motivo de azucar gapmero sin una descripcion adicional puede tener cualquier longitud, motivo de enlace
internucleosidico y motivo de modificacion de nucleobase. A menos que se indique lo contrario, todas las
modificaciones quimicas son independientes de la secuencia de nucleobase.

Ciertos grupos conjugados

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos se modifican mediante la unién de uno o mas grupos
conjugados. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades del compuesto oligomérico unido,
que incluyen, pero no se limitan a, farmacodinamica, farmacocinética, estabilidad, unién, absorcién, distribucion
celular, absorcion celular, carga y aclaramiento. Los grupos conjugados se usan rutinariamente en las técnicas
quimicas y se unen directamente o mediante un resto de unién conjugado opcional o un grupo de unién conjugado a
un compuesto original tal como un compuesto oligomérico, tal como un oligonucleétido. Los grupos conjugados
incluyen, entre otros, intercaladores, moléculas indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, tioéteres,
poliéteres, colesteroles, tiocolesteroles, restos de acido célico, acido félico, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina,
fenantridina, antraquinona, adamantano, acuamantano, acuamantano, acuamantano, acuamantano, acuamantano
Rodaminas, cumarinas y colorantes. Ciertos grupos conjugados se han descrito previamente, por ejemplo: resto de
colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1989, 86, 6553-6556), acido célico (Manoharan et al., Bioorg.
Med. Chem. Let., 1994, 4, 1053-1060), un tioéter, p. €j., hexilo-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. NY Acad. Sci., 1992,
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660, 306-309; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser et al.,
Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una cadena alifatica, p. ej., do-decan-diol o residuos undecilo (Saison-
Behmoaras et al., EMBO J., 1991, 10, 1111-1118; Kabanov et al., FEBS Lett, 1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al.,
Biochimie, 1993, 75, 49-54), un fosfolipido, p. €j., di-hexadecilo-rac-glicerol o trietilo-amonio 1,2-di-O-hexadecilo-rac-
glicero-3-H-fosfonato (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651 -3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990,
18, 3777-3783), una cadena de poliamina o polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides, 1995, 14,
969-973), o acido acético adamantano (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654), un resto palmitilo
(Mishra et al., Biochim. Biophys Acta, 1995, 1264, 229-237), o una fraccion de octadecilamina o hexilamino-carbonilo-
oxicocolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937).

En ciertas realizaciones, un grupo conjugado comprende una sustancia farmacoldgica activa, p. €j., aspirina, warfarina,
fenilbutazona, ibuprofeno, suprofeno, fen-bufen, ketoprofeno,(s)-(+)-pranoprofeno, carprofeno, dansilsarcosina, acido
2,3,5-triiodobenzoico, acido flufenamico, acido folinico, una benzotiadiazida, clorotiazida, una diazepina, indo-meticina,
un barbitdrico, una cefalosporina, un farmaco sulfa, un antidiabético, un antibacteriano o un antibiético.

En ciertas realizaciones, los grupos conjugados estan unidos directamente a oligonucleétidos en compuestos
oligoméricos. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados estan unidos a oligonucleétidos mediante un grupo de
unién conjugado. En ciertas de tales realizaciones, los grupos de unién conjugados, que incluyen, pero no se limitan
a, restos de unién bifuncionales tales como los conocidos en la técnica son susceptibles a los compuestos
proporcionados aqui. Los grupos de enlace conjugados son Utiles para la unién de grupos conjugados, tales como
grupos estabilizadores quimicos, grupos funcionales, grupos informadores y otros grupos a sitios selectivos en un
compuesto original tal como, p. €j., un compuesto oligomérico. En general, un resto de union bifuncional comprende
un resto hidrocarbilo que tiene dos grupos funcionales. Uno de los grupos funcionales se selecciona para unirse a una
molécula madre o compuesto de interés y el otro se selecciona para unirse esencialmente a cualquier grupo
seleccionado, como un grupo funcional quimico o un grupo conjugado. En algunas realizaciones, el conector
conjugado comprende una estructura de cadena o un oligémero de unidades repetitivas tales como unidades de
etilenglicol o aminoéacidos. Los ejemplos de grupos funcionales que se usan rutinariamente en un resto de enlace
bifuncional incluyen, entre otros, electréfilos para reaccionar con grupos nucleéfilos y nucleéfilos para reaccionar con
grupos electréfilos. En algunas realizaciones, los restos de unién bifuncionales incluyen amino, hidroxilo, acido
carboxilico, tiol, insaturaciones (p. ej., enlaces dobles o triples) y similares.

Algunos ejemplos no limitantes de restos de unién conjugada incluyen pirrolidina, 8-amino-3,6-acido dioxaoctanoico
(ADQ), succinimidilo 4-(N-maleimidometilo)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) y acido 6-aminohexanoico (AHEX o
AHA). Otros grupos de unién incluyen, pero no se limitan a, C2-C1o alquilo sustituido, C2-C1o alquenilo sustituido o no
sustituido o C2-Croalquinilo sustituido o no sustituido, en donde una lista no limitante de grupos sustituyentes preferidos
incluye hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

Los grupos conjugados pueden estar unidos a uno o ambos extremos de un oligonucleétido (grupos conjugados
terminales) y/o en cualquier posicién interna.

En ciertas realizaciones, los grupos conjugados estan en el extremo 3’ de un oligonucleétido de un compuesto
oligomérico. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados estan cerca del extremo 3'. En ciertas realizaciones, los
conjugados estan unidos en el extremo 3’ de un compuesto oligomérico, pero antes de uno 0 mas nucleésidos del
grupo terminal. En ciertas realizaciones, los grupos conjugados se colocan dentro de un grupo terminal.

En ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona compuestos oligoméricos. En ciertas realizaciones, los
compuestos oligoméricos comprenden un oligonucleétido. En ciertas realizaciones, un compuesto oligomérico
comprende un oligonucleétido y uno o mas grupos conjugados y/o terminales. Dichos grupos conjugados y/o
terminales pueden agregarse a oligonucleétidos que tengan cualquiera de los motivos quimicos discutidos
anteriormente. Asi, p. ej., un compuesto oligomérico que comprende un oligonucleétido que tiene una regién de
nucledsidos alternos puede comprender un grupo terminal.

Compuestos antisentido

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencién son compuestos antisentido. Dichos
compuestos antisentido son capaces de hibridarse con un acido nucleico diana, dando como resultado al menos una
actividad antisentido. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido hibridan especificamente con uno o mas
acidos nucleicos diana. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido que hibrida especificamente tiene una
secuencia de nucleobase que comprende una region que tiene suficiente complementariedad con un &cido nucleico
diana para permitir hibridacion y dar como resultado una actividad antisentido y una complementariedad insuficiente
con cualquier no objetivo para evitar la hibridacién no especifica con cualquier secuencia de acido nucleico no diana
en condiciones en las que se desea la hibridacién especifica (p. ej., en condiciones fisioldégicas para usos in vivo o
terapéuticos, y en condiciones en las que se realizan ensayos en el caso de ensayos in vitro).

Los oligonucleétidos para uso en la invencion son al menos 90% complementarios al acido nucleido diana. En ciertas
realizaciones, la presente invencion se refiere a compuestos antisentido que comprenden oligonucleétidos que son
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completamente complementarios al acido nucleico diana en toda la longitud del oligonucledtido. En ciertas
realizaciones, los oligonucleétidos son 99% complementarios al &cido nucleico diana. En ciertas realizaciones, los
oligonucleotidos son 95% complementarios al acido nucleico diana.

En ciertas realizaciones, dichos oligonucleétidos son 85% complementarios al acido nucleico diana. En ciertas
realizaciones, dichos oligonucleétidos son 80% complementarios al acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido comprende una region que es completamente complementaria a un acido nucleico diana y es
al menos 80% complementaria al &4cido nucleico diana en toda la longitud del oligonucleétido. En ciertas realizaciones
de este tipo, la region de completa complementariedad tiene una longitud de 6 a 14 nucleobases.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido y los oligonucleétidos antisentido comprenden compuestos
monocatenarios. En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido y los oligonucleétidos antisentido comprenden
compuestos de doble cadena.

Ciertas vias y mecanismos asociados con las lipofuscinosis ceroides neuronales

Las lipofuscinosis neuronales ceroides (NCL) es el nombre general de una familia de trastornos neurodegenerativos
que resultan de la acumulacion excesiva de lipopigmentos, p. €j., lipofuscina, en los tejidos del cuerpo. La lipofuscinosis
ceroide neuronal juvenil (JNCL), también conocida como enfermedad de Batten, es el mas comun de los trastornos
de NCL. En ciertas realizaciones, el inicio de JNCL ocurre entre los cinco y ocho afios de edad y los sintomas incluyen
pérdida progresiva de la funcién motora, convulsiones, pérdida de la visién y pérdida de la funcién cognitiva, lo que
resulta en la muerte antes de los 30 afos.

JNCL es un trastorno autosémico recesivo causado por mutaciones del gen CLN3. Aproximadamente el 80% de los
casos de JNCL son el resultado de una eliminacién particular del gen CLN3 que abarca los exones 7 y 8 (CLN3A78).
En ciertas realizaciones, la delecién de CLN3A78 provoca un desplazamiento del marco que da como resultado un
codon de parada prematuro en el exén 9. En ciertas realizaciones, el producto proteico truncado de CLN3A78 es el
33% de la longitud de la proteina CLN3 de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, el producto proteico truncado de
CLN3A78 no es funcional. En ciertas realizaciones, el producto proteico truncado de CLN3A78 es parcialmente
funcional.

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido complementarios al transcrito mutante CLN3A78 eliminan el
desplazamiento de trama que da como resultado un codén de parada prematuro en el exén 9. En ciertas realizaciones,
p. €j., los oligonucleétidos antisentido complementarios al transcrito mutante CLN3A78 producen ARNm CLN3A78 que
tiene exones corrientes abajo del exén 9. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido
complementarios al transcrito mutante CLN3A78 producen ARNm de CLN3A78 que tiene exones 10 y/u 11. En ciertas
realizaciones, p. €j., los oligonucleétidos antisentido complementarios al transcrito mutante CLN3A78 producen un
borrado parcialmente, pero sigue siendo funcional la proteina CLN3A78.

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 6 de una transcripcion de CLN3A78
inducen la omision del exon 6 y eliminan el desplazamiento del marco en el pre-ARNm de CLN3A78 que da como
resultado un coddn de parada prematuro en el exdn 9. En tales realizaciones, los oligonucleétidos complementarios
al exén 6 de una transcripcion de CLN3A78 producen ARNm de CLN3A78 sin el exén 6, pero con los exones restantes
(p. €j., exones 1, 2, 3, 4, 5,9, 10, 11). En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que tiene los exones restantes
se traduce en una proteina CLN3A78 que es parcialmente funcional. En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78
que tiene los exones restantes se traduce en una proteina CLN3A78 que funciona de manera similar a la proteina
CLNS3 de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que tiene los exones restantes se traduce en
una proteina CLN3A78 que funciona mejor que el producto proteico truncado de CLN3A78 que contiene el codén de
parada prematuro. En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que tiene los exones restantes se traduce en una
proteina CLN3A 78 que no produce la acumulacién excesiva de lipopigmentos en el tejido corporal.

En ciertas realizaciones, los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 9 de una transcripcion de CLN3A78
inducen la omision del exén 9 y eliminan el desplazamiento del marco en el pre-ARNm de CLN3A78 que da como
resultado un codén de parada prematuro en el exdn 9. En tales realizaciones, los oligonucleétidos complementarios
al ex6n 9 de una transcripcion de CLN3A78 producen ARNm de CLN3A78 sin el exon 9, pero con los exones restantes
(p- €j., exones 1,2, 3,4, 5,6, 10, 11...). En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que tiene los exones restantes,
p. €., los exones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11..., se traduce en una proteina CLN3A78 que es parcialmente funcional. En
ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que falta en los exones 7, 8 y 9 se traduce en una proteina CLN3A78 que
funciona de manera similar a la proteina CLN3 de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que
falta en los exones 7, 8 y 9 se traduce en una proteina CLN3A 78 que funciona mejor que el producto proteico truncado
de CLNA78 que contiene el coddn de parada prematuro. En ciertas realizaciones, el ARNm de CLN3A78 que falta en
los exones 7, 8 y 9 se traduce en una proteina CLN3A78 que no produce la acumulacién excesiva de lipopigmentos
en el tejido corporal.

Ciertos acidos nucleicos diana y mecanismos
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En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido comprenden o consisten en un oligonucle6tido que comprende
una region que es complementaria a un acido nucleico diana. En ciertas realizaciones, el &cido nucleico diana es una
molécula de ARN endogeno. En ciertas realizaciones, el &acido nucleico diana es un pre-ARNm. En ciertas
realizaciones, el acido nucleico diana es un transcrito de CLN3. En ciertas realizaciones, el ARN diana es un pre-
ARNm de CLNS.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido es complementario a una region de pre-ARNm de CLN3. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido es complementario a una regioén de pre-ARNm de CLN3 que comprende una
unién de empalme intron-exdn. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido es complementario a una region
de pre-ARNm de CLN3 que comprende la uniéon de empalme intrén-exén adyacente al exén 6. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido es complementario dentro de una regién de pre-ARNm de CLN3 que consiste en el exdn 6.
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido es complementario dentro de una regién de pre-ARNm de CLN3
que comprende un silenciador de empalme exénico dentro de un exén 6. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido es complementario a una regién de pre-ARNm de CLN3 que comprende la unién de empalme intrén-exén
adyacente al exén 9. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido es complementario dentro de una regién de
pre-ARNm de CLN3 que consiste en el ex6n 9. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido es complementario
dentro de una regién de pre-ARNm de CLN3 que comprende un silenciador de empalme exénico dentro de un exdn
9.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido comprende un oligonucleé6tido modificado que consta de 8 a 30
nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobase que comprende una region complementaria que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una region diana de igual longitud de un transcrito
CLNS. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 5082 y la nucleobase 5119 de SEQ ID

NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5082 y la nucleobase 5099 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5053 y la nucleobase 5070 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5086 y la nucleobase 5103 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esté dentro de la nucleobase 5090 y nucleobase 5107 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 5094 y nucleobase 5111 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 5098 y nucleobase 5115 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5102 y la nucleobase 5119 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5126 y la nucleobase 5143 de SEQ ID
NO.: 2. En cierto realizaciones, la region diana es w en la nucleobase 5134 y la nucleobase 5155 de SEQ ID NO.: 2.

En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 5134 y la nucleobase 5151 de SEQ ID NO.: 2.
En ciertas realizaciones, la region diana esté dentro de la nucleobase 5138 y la nucleobase 5155 de SEQ ID NO.: 2.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido comprende un oligonucleé6tido modificado que consta de 8 a 30
nucledsidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobase que comprende una regidon complementaria que
comprende al menos 8 nucleobases contiguas complementarias a una region diana de igual longitud de un transcrito
CLNS. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 7366 y la nucleobase 7411 de SEQ ID

NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 7366 y la nucleobase 7383 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 7370 y la nucleobase 7387 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 7371 y la nucleobase 7388 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esté dentro de la nucleobase 7387 y nucleobase 7404 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 7394 y nucleobase 7411 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 7454 y nucleobase 7471 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la region diana esta dentro de la nucleobase 7462 y la nucleobase 7483 de SEQ ID
NO.: 2. En ciertas realizaciones, la regién diana esta dentro de la nucleobase 7462 y nucleobase 7479 de SEQ ID
NO.: 2. En cierto realizaciones, la regiéon diana es w en la nucleobase 7466 y la nucleobase 7483 de SEQ ID NO.: 2.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO.
3. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID
NO. 4. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ
ID NO. 5. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la
SEQ D NO. 6. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende
la SEQ ID NO. 7. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
comprende la SEQ ID NO. 8. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que comprende la SEQ ID NO. 9. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 10. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 11. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una
secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 12. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene
una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 13. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido
tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 14. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 15. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 16. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 17.
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En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO.
18. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID
NO. 19. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la
SEQ ID NO. 20. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
comprende la SEQ ID NO. 21. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que comprende la SEQ ID NO. 22. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 283. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 24. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una
secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 25. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene
una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 26. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido
tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 27. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 28. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 29. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 30. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 31. En
ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO 32.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO.
33. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID
NO. 34. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la
SEQ ID NO. 35. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
comprende la SEQ ID NO. 36. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que comprende la SEQ ID NO. 37. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 38. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 39. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una
secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 40. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene
una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 41. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido
tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 42. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 43. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 44. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 45. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO. 46. En
ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO.
47.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende la SEQ ID NO.
48. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID
NO. 49. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ
ID NO. 50. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende
SEQ ID NO. 51. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
comprende SEQ ID NO. 52. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que comprende SEQ ID NO. 53. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que comprende SEQ ID NO. 54. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 55. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una
secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 56. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene
una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 57. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido
tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 58. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 59. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que comprende SEQ ID NO. 60.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
3. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
4. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ ID NO.
. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ ID NO.
10. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 11. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ
ID NO. 12. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 13. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 14. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 15. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 16. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta
de SEQ ID NO. 17.
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En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
18. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 19. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
ID NO. 20. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 21. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 22. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 23. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste

en SEQID NO. 24.
en SEQID NO. 25.
en SEQID NO. 26.
en SEQID NO. 27.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste

en SEQ ID NO. 28. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 29. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 30. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta
de SEQID NO. 31. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 32.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
33. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 3. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
ID NO. 35. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 36. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste

en SEQID NO. 37.
en SEQID NO. 38.
en SEQID NO. 39.
en SEQID NO. 40.
en SEQID NO. 41.
en SEQID NO. 42.
en SEQID NO. 43.
en SEQID NO. 44.
en SEQID NO. 45.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste

en SEQ ID NO. 46. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 47.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
48. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ ID NO.
49. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 50. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
ID NO. 51. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 52. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 53. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 54. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta
de SEQ ID NO. 55. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 56. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 57. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 58. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 59. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 60.

En ciertas realizaciones, un oligonucle6tido antisentido modula el empalme de un pre-ARNm. En ciertas realizaciones,
un oligonucledtido antisentido modula el empalme de un pre-ARNm de CLN3. En ciertas realizaciones, un
oligonuclettido antisentido aumenta la cantidad de ARNm de CLN3. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido
antisentido aumenta la exclusion del exén 6 en el ARNm de CLN3. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido
antisentido disminuye la inclusion del ex6n 6 en el ARNm de CLN3. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido
antisentido aumenta la exclusion del exéon 9 en el ARNm de CLN3. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido
antisentido disminuye la inclusién del exén 9 en el ARNm de CLN3.

En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido comprende Isis N® 616709 (SEQ ID NO: 20). En ciertas
realizaciones, un oligonucleétido antisentido consiste en Isis N? 616709.

En ciertas realizaciones, un oligonucleotido antisentido promueve la omisién del exén 6. En ciertas realizaciones, un
oligonucledtido antisentido promueve la omision del exén 6 de un transcrito CLN3A78. En ciertas realizaciones, un
oligonuclettido antisentido promueve la omisién del exon 9. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido
promueve la omision del exén 9 de un transcrito CLN3A78.
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En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido comprende la secuencia de nucleobase y el motivo de
modificacién de Isis N? 688555. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido consiste en la secuencia de
nucleobase y el motivo de modificacion de Isis N® 688555. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido
comprende la secuencia de nucleobase y el motivo de modificacion de Isis N® 688559. En ciertas realizaciones, un
oligonucleotido antisentido consiste en la secuencia de nucleobase y el motivo de modificacion de Isis N® 688559. En
ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido comprende la secuencia de nucleobase y el motivo de
modificacién de Isis N? 688595. En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido consiste en la secuencia de
nucleobase y el motivo de modificacién de Isis N° 688595.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
63. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 64. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
ID NO. 65. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ
ID NO. 66. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 67. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 68. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta
de SEQ ID NO. 69. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 70. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 71. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 72. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en la SEQ ID NO. 73. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
consiste en SEQ ID NO. 74. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 75. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 76. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 77. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 78. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 79. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 80. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 81. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 82. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 83 En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 84. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 85. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 86. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 87. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 88. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consta de SEQ ID NO. 89. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 90.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
91. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 92. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
ID NO. 93. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 94. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 95. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 96. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 97. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 98. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 99. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 100. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
consiste en SEQ ID NO. 101.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.
102. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 103. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consta de SEQ
ID NO. 104. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 105. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 106. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
consiste en SEQ ID NO. 107. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 108. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 109. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 110.

En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO.

111. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID
NO. 112. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ
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ID NO. 113. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en
SEQ ID NO. 114. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste
en SEQ ID NO. 115. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que
consiste en SEQ ID NO. 116. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase
que consiste en SEQ ID NO. 117. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de
nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 118. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia
de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 119. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una
secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 120. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene
una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 121. En ciertas realizaciones, un compuesto antisentido
tiene una secuencia de nucleobase que consiste en la SEQ ID NO. 122. En ciertas realizaciones, un compuesto
antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 123. En ciertas realizaciones, un
compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 124. En ciertas realizaciones,
un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 125. En ciertas
realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 126. En
ciertas realizaciones, un compuesto antisentido tiene una secuencia de nucleobase que consiste en SEQ ID NO. 127.

Ciertas composiciones farmacéuticas

La presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas compuestos antisentido.
En ciertas realizaciones, dicha composicion farmacéutica comprende un diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable adecuado. En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica comprende una solucion salina estéril y
uno o mas compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, dicha composicion farmacéutica consiste en una solucion
salina estéril y uno o mas compuestos antisentido. En ciertas realizaciones, la solucion salina estéril es solucion salina
de grado farmacéutico. En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica comprende uno o mas compuestos
antisentido y agua estéril. En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica consiste en uno 0 mas compuestos
antisentido y agua estéril. En ciertas realizaciones, la solucion salina estéril es agua de grado farmacéutico. En ciertas
realizaciones, una composicién farmacéutica comprende uno o mas compuestos antisentido y solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica consiste en uno o mas
compuestos antisentido y solucién salina tamponada con fosfato estéril (PBS). En ciertas realizaciones, la solucién
salina estéril es PBS de grado farmacéutico.

En ciertas realizaciones, los compuestos antisentido pueden mezclarse con sustancias activas y/o inertes
farmacéuticamente aceptables para la preparacibn de composiciones o formulaciones farmacéuticas. Las
composiciones y los métodos para la formulacién de composiciones farmacéuticas dependen de varios criterios, que
incluyen, entre otros, la via de administracion, el alcance de la enfermedad o la dosis a administrar.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos antisentido abarcan cualquier sal, éster o sal
farmacéuticamente aceptable de tales ésteres. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que
comprenden compuestos antisentido comprenden uno o mas oligonucleétidos que, tras la administracién a un animal,
incluido un humano, sean capaces de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o residuo biolégicamente
activo del mismo. Por consiguiente, p. €j., la divulgacion también se refiere a sales farmacéuticamente aceptables de
compuestos antisentido, profarmacos, sales farmacéuticamente aceptables de dichos profarmacos y otros
bioequivalentes. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sales de sodio y
potasio.

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

Los restos lipidicos se han usado en terapias de acido nucleico en una variedad de métodos. En ciertos métodos de
este tipo, el &cido nucleico se introduce en liposomas o lipoplejos preformados hechos de mezclas de lipidos catiénicos
y lipidos neutros. En ciertos métodos, los complejos de ADN con lipidos mono o policationicos se forman sin la
presencia de un lipido neutro. En ciertas realizaciones, se selecciona un resto lipidico para aumentar la distribucién
de un agente farmacéutico a una célula o tejido particular. En ciertas realizaciones, se selecciona un resto lipidico para
aumentar la distribucion de un agente farmacéutico al tejido graso. En ciertas realizaciones, se selecciona un resto
lipidico para aumentar la distribucién de un agente farmacéutico al tejido muscular.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento comprenden uno
0 mas oligonucle6tidos modificados y uno 0 mas excipientes. En ciertas realizaciones, l0s excipientes se seleccionan
de agua, soluciones salinas, alcohol, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilasa, estearato de magnesio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en este documento comprende un sistema de
administracion. Los ejemplos de sistemas de administracién incluyen, entre otros, liposomas y emulsiones. Ciertos
sistemas de administracion son Utiles para preparar ciertas composiciones farmacéuticas que incluyen aquellas que
comprenden compuestos hidrofébicos. En ciertas realizaciones, se usan ciertos disolventes organicos tales como
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dimetilsulféxido.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en el presente documento comprende una o
mas moléculas de administracion especificas de tejido disefiadas para administrar el uno o mas agentes farmacéuticos
de la presente invencion a tejidos o tipos de células especificos. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas incluyen liposomas recubiertos con un anticuerpo especifico de tejido.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en este documento comprende un sistema
codisolvente. Ciertos de dichos sistemas codisolventes comprenden, p. €j., alcohol bencilico, un tensioactivo no polar,
un polimero organico miscible en agua y una fase acuosa. En ciertas realizaciones, tales sistemas de codisolventes
se usan para compuestos hidréfobos. Un ejemplo no limitativo de dicho sistema codisolvente es el sistema
codisolvente VPD, que es una solucion de etanol absoluto que comprende 3% p/v de alcohol bencilico, 8% p/v del
tensioactivo no polar Polysorbate 80™ y 65% p/v de polietilenglicol 300. Las proporciones de dichos sistemas
codisolventes pueden variar considerablemente sin alterar significativamente sus caracteristicas de solubilidad y
toxicidad. Ademas, la identidad de los componentes codisolventes puede variar: p. ej., se pueden usar otros
tensioactivos en lugar de Polysorbate 80™; el tamano de la fraccion de polietilenglicol puede variar; otros polimeros
biocompatibles pueden reemplazar al polietilenglicol, p. ej., polivinilpirrolidona; y otros azicares o polisacaridos pueden
sustituir a la dextrosa.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en este documento se prepara para
administracién oral. En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se preparan para administracién bucal.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracién por inyeccion (p. ej.,
intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). En ciertas de tales realizaciones, una composicion farmacéutica
comprende un vehiculo y se formula en solucion acuosa, tal como agua o tampones fisiologicamente compatibles tales
como la solucién de Hanks, la solucién de Ringer o el tampon salino fisioldgico. En ciertas realizaciones, se incluyen
otros ingredientes (p. ej., ingredientes que ayudan en la solubilidad o sirven como conservantes). En ciertas
realizaciones, las suspensiones inyectables se preparan usando vehiculos liquidos apropiados, agentes de
suspensién y similares. Ciertas composiciones farmacéuticas para inyeccién se presentan en forma de dosificacién
unitaria, p. €., en ampollas o en envases multidosis. Ciertas composiciones farmacéuticas para inyeccion son
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos 0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion
tales como agentes de suspensioén, estabilizantes y/o dispersantes. Ciertos disolventes adecuados para su uso en
composiciones farmacéuticas para inyeccion incluyen, pero no se limitan a, disolventes lipofilicos y aceites grasos,
tales como aceite de sésamo, ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato o triglicéridos de etilo, y
liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosa pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la
suspensién, como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, tales suspensiones también
pueden contener estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los agentes farmacéuticos para
permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicion farmacéutica para administracion transmucosa. En ciertas de
tales realizaciones, se usan penetrantes apropiados para la barrera a ser permeada en la formulacién. Tales
penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica proporcionada en este documento comprende un
oligonucledtido en una cantidad terapéuticamente efectiva. En ciertas realizaciones, la cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de una enfermedad o para prolongar la supervivencia
del sujeto que esta siendo tratado. La determinacion de una cantidad terapéuticamente efectiva esta dentro de la
capacidad de los expertos en la materia.

En ciertas realizaciones, uno o mas oligonucleétidos modificados proporcionados aqui se formulan como un
profarmaco. En ciertas realizaciones, tras la administracion in vivo, un profarmaco se convierte quimicamente en la
forma biol6gicamente, farmacéutica o terapéuticamente mas activa de un oligonucledétido. En ciertas realizaciones, los
profarmacos son Utiles porque son mas faciles de administrar que la forma activa correspondiente. Por ejemplo, en
ciertos casos, un profarmaco puede estar mas biodisponible (p. ej., a través de la administracion oral) que la forma
activa correspondiente. En ciertos casos, un profarmaco puede tener una solubilidad mejorada en comparacion con la
forma activa correspondiente. En ciertas realizaciones, los profarmacos son menos solubles en agua que la forma
activa correspondiente. En ciertos casos, tales profarmacos poseen una transmision superior a través de las
membranas celulares, donde la solubilidad en agua es perjudicial para la movilidad. En ciertas realizaciones, un
profarmaco es un éster. En ciertas de tales realizaciones, el éster se hidroliza metabdlicamente a acido carboxilico
tras la administracion. En ciertos casos, el compuesto que contiene &acido carboxilico es la forma activa
correspondiente. En ciertas realizaciones, un profarmaco comprende un péptido corto (poliaminoacido) unido a un
grupo acido. En ciertas de tales realizaciones, el péptido se escinde tras la administracién para formar la forma activa
correspondiente.

En ciertas realizaciones, la presente descripcién se refiere a composiciones y métodos para reducir la cantidad o
actividad de un acido nucleico diana en una célula. En ciertas realizaciones, la célula estd en un animal. En ciertas
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realizaciones, el animal es un mamifero. En ciertas realizaciones, el animal es un roedor. En ciertas realizaciones, el
animal es un primate. En ciertas realizaciones, el animal es un primate no humano. En ciertas realizaciones, el animal
es un humano.

En ciertas realizaciones, la presente invencidn proporciona métodos para administrar una composicion farmacéutica
que comprende un compuesto oligomérico de la presente invencion a un animal. Las vias de administracién adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, oral, rectal, transmucosal, intestinal, enteral, topica, supositorios, por inhalacion,
intratecal, intracerebroventricular, intraperitoneal, intranasal, intratumoral y parenteral (p. ej., intravenoso,
intramuscular, intramedular, y subcutédneo). En ciertas realizaciones, los intratecales farmacéuticos se administran
para lograr exposiciones locales en lugar de sistémicas. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas pueden
inyectarse directamente en el area del efecto deseado (p. €j., en los oidos).

En ciertas realizaciones, se administra una composicion farmacéutica a un animal que tiene al menos un sintoma
asociado con la enfermedad de Batten. En ciertas realizaciones, dicha administracion da como resultado la mejora de
al menos un sintoma. En ciertas realizaciones, la administracién de una composicién farmacéutica a un animal da
como resultado un aumento de la proteina CLN3 funcional en una célula. En ciertas realizaciones, la administracion
de ciertos oligonucledtidos antisentido retrasa el inicio de la enfermedad de Batten. En ciertas realizaciones, la
administracion de ciertos oligonucleétidos antisentido previene la aparicion de la enfermedad de Batten. En ciertas
realizaciones, la administracion de ciertos oligonucle6tidos antisentido rescata el fenotipo celular.

Divulgacién no limitativa

Si bien ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento se han descrito con
especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven solo para ilustrar los compuestos
descritos en el presente documento y no pretenden limitarlos. Cada una de las referencias, nimeros de acceso de
GenBank y similares enumerados en la presente solicitud se incorpora aqui como referencia en su totalidad. Aunque
la lista de secuencias que acompana a esta presentacion identifica cada secuencia como "ARN" o "ADN" segun se
requiera, en realidad, esas secuencias pueden modificarse con cualquier combinacién de modificaciones quimicas.
Un experto en la materia apreciara facilmente que dicha designacion como "ARN" o "ADN" para describir
oligonucledtidos modificados es, en ciertos casos, arbitraria. Por ejemplo, un oligonucleétido que comprende un
nucleésido que comprende un resto de azlcar 2’-OH y una base de timina podria describirse como un ADN que tiene
un azucar modificado (2’-OH para el 2’-H natural de ADN) o como un ARN que tiene una base modificada (timina
(uracilo metilado) para uracilo natural de ARN).

Por consiguiente, las secuencias de &cido nucleico proporcionadas en el presente documento, que incluyen, pero no
se limitan a las de la lista de secuencias, pretenden abarcar acidos nucleicos que contienen cualquier combinacién de
ARN y/o ADN natural o modificado, que incluye, pero no se limita a dichos acidos nucleicos que tienen nucleobases
modificadas. A modo de ejemplo adicional y sin limitacién, un compuesto oligomérico que tiene la secuencia de
nucleobase "ATCGATCG" abarca cualquier compuesto oligomérico que tenga dicha secuencia de nucleobase, ya sea
modificada o no modificada, incluidos, entre otros, tales compuestos que comprenden bases de ARN, como los que
tienen la secuencia "AUCGAUCG" y aquellos que tienen algunas bases de ADN y algunas bases de ARN como
"AUCGATCG" y compuestos oligoméricos que tienen otras bases modificadas o de origen natural, tales como
"ATmCGAUCG", en donde ™¢C indica una base de citosina que comprende un grupo metilo en la posicion 5.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran ciertas realizaciones de la presente invencion y no son limitantes. Ademas, cuando
se proporcionan realizaciones especificas, los inventores han contemplado la aplicacion genérica de esas
realizaciones especificas. Por ejemplo, la divulgacion de un oligonucleétido que tiene un motivo particular proporciona
un soporte razonable para oligonucledtidos adicionales que tienen el mismo motivo o un motivo similar. Y, p. €j.,
cuando una modificacion particular de alta afinidad aparece en una posicion particular, otras modificaciones de alta
afinidad en la misma posicion se consideran adecuadas, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplo 1: Sintesis de oligonucleétidos antisentido

La preparacion de fosforamiditas de nucledsidos se realiza siguiendo procedimientos que se ilustran ampliamente en
la técnica, tales como, entre otros, la Patente de Estados Unidos 6,426,220 y la solicitud PCT publicada WO 02/36743.

Sintesis de oligonucledtidos y oligonucledsidos

Los compuestos oligoméricos utilizados de acuerdo con esta invencion pueden prepararse de manera conveniente y
rutinaria a través de la técnica bien conocida de sintesis en fase sélida. El equipo para tal sintesis es vendido por
varios proveedores, incluidos, p. ej., Applied Biosystems (Foster City, CA). Cualquier otro medio para tal sintesis
conocido en la técnica puede emplearse adicional o alternativamente. Es bien sabido usar técnicas similares para
preparar oligonucledétidos tales como los fosforotioatos y derivados alquilados.
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Oligonucledtidos: los oligonucleottidos de fosfodiéster sustituido y no sustituido (P=0) se sintetizan en un sintetizador
de ADN automatizado (modelo 394 de Applied Biosystems) utilizando quimica estandar de fosforamidita con oxidacion
con yodo.

Los fosforotioatos (P=S) se sintetizan de manera similar a los oligonucleétidos de fosfodiéster con las siguientes
excepciones: la tiacién se realizé utilizando una solucién al 10% p/v de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona 1,1-didxido en
acetonitrilo para la oxidacion de los enlaces de fosfito. El tiempo del paso de reaccion de tiacién se incrementé a 180
segundos y fue precedido por el paso de tapado normal. Después de la escision de la columna de CPG y el desbloqueo
en hidréxido de amonio concentrado a 55°C (12-16 h), los oligonucleétidos se recuperaron precipitando con >3
volumenes de etanol de una solucién 1 M NH4OAc. Los oligonucleétidos de fosfinato se preparan como se describe
en la Patente de EE.UU. 5,508,270.

Los oligonucledtidos de alquilfosfonato se preparan como se describe en la Patente de EE.UU. 4,469,863.

Los oligonucleétidos de 3-desoxi-3’-metilenfosfonato se preparan como se describe en las patentes de los Estados
Unidos 5,610,289 o 5,625,050.

Los oligonucleétidos de fosforamidita se preparan como se describe en la Patente de EE.UU. 5,256,775 o la Patente
de EE.UU. 5,366,878.

Los oligonucleétidos de alquilfosfonotioato se preparan como se describe en las solicitudes PCT publicadas
PCT/US94/00902 y PCT/US93/06976 (publicadas como WO 94/17093 y WO 94/02499, respectivamente).

Los oligonucledtidos de 3’-desoxi-3’-amino fosforamidato se preparan como se describe en la Patente de EE.UU.
5,476,925.

Los oligonucledtidos de fosfotriéster se preparan como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.023,243.

Los oligonucleétidos de fosfato de borano se preparan como se describe en las patentes de EE.UU. 5,130,302 y
5,177,198.

Oligonucleésidos: oligonucledsidos unidos a metilenometilimino, también identificados como oligonucledsidos unidos
a MM, oligonucle6sidos unidos a metilendimetilhidrazo, también identificados como oligonucledsidos unidos a MDH y
oligonucledsidos unidos a metilenocarbonilamo, también identificados como oligonucledsidos unidos a amida-3, y
oligonucledsidos unidos a metilenoaminocarbonilo, también identificados como oligonucledsidos unidos a amida-4,
también identificados como oligonucleésidos unidos a metilenoaminocarbonilo. Los oligonucledsidos, asi como los
compuestos oligoméricos de cadena principal mixtos que tienen, p. €j., enlaces MMI alternos y P=0 o P=S se preparan
como se describe en las patentes de los Estados Unidos 5,378,825, 5,386,023, 5,489,677, 5,602,240 y 5,610,289.

Los oligonucleosidos unidos a formacetal y tioformacetal se preparan como se describe en las patentes de los Estados
Unidos 5,264,562 y 5,264,564.

Los oligonucledsidos unidos a 6xido de etileno se preparan como se describe en la Patente de Estados Unidos
5,223,618.

Aislamiento de oligonucledtidos

Después de la escisién del soporte sdélido de vidrio de poro controlado y el desbloqueo en hidroxido de amonio
concentrado a 55°C durante 12-16 horas, los oligonucleétidos u oligonucledsidos se recuperan por precipitacion de 1
M NH4OAc con >3 volumenes de etanol. Los oligonucleétidos sintetizados se analizaron mediante espectroscopia de
masas con electrospray (determinacion de peso molecular) y por electroforesis en gel capilar y se juzga que es al
menos 70% de material de longitud completa. Las cantidades relativas de enlaces de fosforotioato y fosfodiéster
obtenidos en la sintesis se determinaron por la relacién del peso molecular correcto con respecto al producto -16 amu
(+/- 32 +/- 48). Para algunos estudios, los oligonucleétidos se purificaron por HPLC, como describen Chiang et al., J.
Biol. Chem 1991, 266, 18162-18171. Los resultados obtenidos con material purificado por HPLC fueron similares a los
obtenidos con material no purificado por HPLC.

Sintesis de oligonucledtidos - formato de placa de 96 pocillos

Los oligonucleétidos pueden sintetizarse a través de la quimica de fosforamidita en fase sélida P(lll) en un sintetizador
automatico capaz de ensamblar 96 secuencias simultdneamente en un formato de 96 pocillos. Los enlaces
internucleotidicos de fosfodiéster se obtienen por oxidacién con yodo acuoso.

Los enlaces internucleotidicos de fosforotioato se generan por sulfuracion utilizando 3,H-1,2 benzoditiol-3-ona 1,1

diéxido (reactivo de Beaucage) en acetonitrilo anhidro. Los beta-cianoetilo-diiso-propilo fosforamiditos estandar
protegidos con base se adquieren de proveedores comerciales (p. ej., PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, o
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Pharmacia, Piscataway, NJ). Los nucledsidos no estandar se sintetizan segun métodos estandar o patentados. Se
utilizan como bases protegidas con beta-cianoetildiisopropilo fosforamiditas.

Los oligonucleétidos se escinden del soporte y se desprotegen con NH4OH concentrado a temperatura elevada (55-
60°C) durante 12-16 horas y el producto liberado se seca al vacio. El producto seco se resuspende luego en agua
estéril para proporcionar una placa maestra a partir de la cual se diluyen todas las muestras analiticas y de placa de
prueba utilizando pipetas robéticas.

Analisis de oligonucledtidos con formato de placa de 96 pocillos

La concentracion de oligonucleétidos en cada pocillo se evalla mediante dilucién de muestras y espectroscopia de
absorcién UV. La integridad total de los productos individuales se evalia mediante electroforesis capilar (EC) en el
formato de 96 pocillos (Beckman P/ACE™ MDQ) o, para muestras preparadas individualmente, en un aparato
comercial EC (p. ej., Beckman P/ACE™ 5000, ABI 270). La composiciéon de la base y el esqueleto se confirma
mediante analisis de masa de los compuestos oligoméricos utilizando espectroscopia de masa con electrospray.
Todas las placas de prueba de ensayo se diluyen de la placa maestra utilizando pipetas robéticas de uno o varios
canales. Se considera que las placas son aceptables si al menos el 85% de los compuestos oligoméricos en la placa
tienen al menos el 85% de longitud completa.

Ejemplo 2: Expresion de CLN3A678 y CLN3A78 in vitro

Los plasmidos que comprenden un gen CLN3 WT o mutante C-terminal marcado con FLAG se prepararon usando
técnicas estandar de biologia molecular. Los genes mutantes CLN3 contenian una delecion de los exones 6, 7y 8
(CLN3A678) o una delecion de los exones 7, 8 y 9 (CLN3A789). Los genes WT y CLN3 mutantes estaban bajo control
del promotor CMV. Las células Hela se transfectaron con plasmidos que contenian WT CLN3, CLN3A78, (XN3A678
o plasmidos vacios (simulacro) utilizando métodos estandar. 48 horas después de la transfeccion, las células se fijaron
y se tifieron con anticuerpo anti-FLAG M2 FITC (F4049, Sigma), montado con Prolong antifade con DAPI (Invitrogen)
y visualizado bajo un microscopio confocal Olympus FV10i.

Si bien ninguna de las células transfectadas simuladas o CLN3A78 exhibieron fluorescencia FITC, muchas de las
células transfectadas WT CLN3 y CLN3A678 eran fluorescentes en el canal FITC. Estos resultados indican que la
proteina CLN3A78 no se expreso visiblemente, pero las proteinas CLN3 y CLN3A678 de tipo salvaje se expresaron
visiblemente.

Ejemplo 3: Modulacion antisentido de empalme de transcripcion de CLN3

Gene Tools, LLC sintetizé un oligonucledétido antisentido dirigido a la unién del exdn 6/intrén 6 del pre-ARNm de CLN3
humano (MO-ASO ACACAGAACCACACACTCACCACAC, SEQ ID NO: 3) y probé su capacidad para modular el
empalme de CLN3. El ASO se dirige a la unién del exén 6/intron 6 del complemento del nimero de acceso GENBANK
NT_010393.16 truncado de los nucledtidos 28427600 a 28444620 (SEQ ID NO: 1). El ASO es un ASO morfolino
uniforme.

Se agregaron 0 pM, 7,5 pM, 15 pM del ASO morfolino dirigido a la union del exén 6/intrén 6 (MO-ASO) y el reactivo
de transfeccion de portador Endo (Gene Tools, LLC) a las células de fibroblastos de un paciente JNCL homocigoto
para la mutacién CLN3A78, un portador heterocigoto de la mutacion CLN3A78, y un miembro de la familia del paciente
JNCL que es homocigoto para WT CLN3. Después de 48 horas, se aislé el ARN total de las células y se detecté el
ARNm de CLN3 mediante RT-PCR radiactiva y PAGE. El gel se muestra en la Figura 2. Las bandas se cuantificaron
mediante andlisis de densitometria usando el software Image J, y los resultados se muestran en la Tabla 1 a
continuacion. En la Tabla 1, 'Ht' significa heterocigoto y 'Hm' significa homocigoto.

En un experimento similar, se incubaron concentraciones crecientes de MO-ASO con fibroblastos homocigotos de
pacientes CLN3A78/A78. La dosis mas baja de 25 nM indujo % de omisidn del exén 6, y las dosis mas altas probadas
indujeron % de omision del exén 6. Los resultados se muestran en Tabla 2 a continuacién, y el gel se muestra en la
Figura 3.

Tabla 1: Modulacion del empalme de pre-ARNm de CLN3 por MO-ASO segun lo analizado por RT-PCR

Genotipo | Concentracion MO-ASO | % de todas las Isoformas que carecen de Exén 6
WT 0 pM (control no tratado) 0,0
WT 7,5 uM 67,9
WT 15 uM 73,7
Ht 0 uM (control no tratado) 0,0
Ht 7,5 uM 92,8
Ht 15 mM 93,4
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(Continuacion)

Genotipo | Concentracion MO-ASO | % de todas las Isoformas que carecen de Exén 6
Hm 0 pM (control no tratado) 0,0
Hm 7,5 uM 74,6
Hm 15 uM 93,3

Tabla 2: Analisis de respuesta a la dosis de MO-ASO del empalme pre-ARNm de CLN3 en células

CLN3A78/A78

Concentracion MO-ASO | % de todas las Isoformas que carecen de Exén 6
0 nM (control no tratado) 4,0

25 nM 82,9

50 nM 94,5

100 nM 89,7

200 nM 98,4

400 nM 99,4

Los niveles de proteina CLN3 se midieron en un experimento similar en donde se usé una concentracion Unica (7,5
uUM) de MO-ASO o un oligonucleétido morfolino de control (MO-C, AGCTGATCATATTCTACCTGGTGCT SEQ ID NO:
62) y niveles de proteina en células CLN3A78 mutantes homocigéticas se analizaron a las siguientes 0, 56, 144 0 192
horas después de la incubacién. Los niveles de proteina se analizaron mediante transferencia Western utilizando un
anticuerpo policlonal de conejo anti-CLN3 (Proteintech) y anti-actina como control de carga. La mancha se muestra
en la Figura 4.

Ejemplo 4: Diseio de oligonucleétidos antisentido para la induccion de la omision del exén 6 de CLN3

Los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 6 y/o los intrones que flanquean al exén 6 de la transcripcién
de ARNm pre-ARNm de CLNS3 se sintetizaron y probaron su capacidad para modular el empalme de CLN3 saltando
exon 6. Los oligonucledtidos en la Tabla 3 a continuacion estan modificados uniformemente en 2'-MOE, y todos los
enlaces internucleosidicos son enlaces de fosforotioato. Las bases de citosina son 5-metilcitosina. Los ASO se dirigen
al complemento del nimero de acceso GENBANK NT 039433,8, truncado de los nucle6tidos 44319075 a 44333955
(SEQ ID NO: 2), y las secuencias de ASO se enumeran en la Tabla 3 a continuacién. Los sitios de inicio y finalizacién
asociados con cada oligonucleétido son las posiciones 5’ y 3', respectivamente, de la porcién de SEQ ID NO: 2 que
es complementaria al ASO.

Tabla 3: Oligonucleétidos antisentido para la induccion de saltos de exdn 6 de CLN3

Isig Ne | Sitiode | Sitio de Secuencia (5’ a 3") Region diana CLN3 | SEQ ID NO
inicio parada
616693 | 5030 5047 | GAGAAGAGATGAGGAGGA Intrén 5 4
616694 | 5034 5051 GGCTGAGAAGAGATGAGG Intrén 5/Exén 6 5
616695 | 5035 5052 | GGGCTGAGAAGAGATGAG Intrén 5/Exén 6 6
616696 | 5052 5069 | CACTGACGAGCACCCGGG Ex6n 6 7
616697 | 5053 5070 | CCACTGACGAGCACCCGG Exon 6 8
616698 | 5054 5071 TCCACTGACGAGCACCCG Exon 6 9
616699 | 5058 5075 AAACTCCACTGACGAGCA Exon 6 10
616700 | 5062 5079 GAACAAACTCCACTGACG Exo6n 6 11
616701 | 5066 5083 AGCAGAACAAACTCCACT Ex6n 6 12
616702 | 5070 5087 TCCCAGCAGAACAAACTC Exon 6 13
616703 | 5074 5091 AAGCTCCCAGCAGAACAA Exon 6 14
616704 | 5078 5095 AACAAAGCTCCCAGCAGA Exon 6 15
616705 | 5082 5099 CCAGAACAAAGCTCCCAG Exo6n 6 16
616706 | 5086 5103 GCAACCAGAACAAAGCTC Exo6n 6 17
616707 | 5090 5107 | GAAGGCAACCAGAACAAA Exon 6 18
616708 | 5094 5111 GAGAGAAGGCAACCAGAA Exon 6 19
616709 | 5098 5115 | GACTGAGAGAAGGCAACC Exon 6 20
616710 | 5102 5119 | CACTGACTGAGAGAAGGC Exon 6 21
616711 | 5106 5123 | ACCCCACTGACTGAGAGA Exo6n 6 22
616712 | 5110 5127 CTTAACCCCACTGACTGA Exon 6 23
616713 | 5114 5131 CAGGCTTAACCCCACTGA Exon 6 24
616714 | 5118 5135 CACACAGGCTTAACCCCA Exon 6 25
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(Continuacion)

isis Ne | Sitio de ig‘;g: Secuencia (5' a 3) Regi6n diana CLN3 | SEQ ID NO
616715 | 5122 5139 | TCACCACACAGGCTTAAC |  Exén 6/intrén 6 26
616716 | 5126 5143 | GTACTCACCACACAGGCT | Exén 6/Intrén 6 27
616717 | 5130 5147 | CTTCGTACTCACCACACA Exén 6/Intrén 6 28
616718 | 5134 5151 | CCAGCTTCGTACTCACCA | Exén 6/Intrén 6 29
616719 | 5138 5155 | TCTCCCAGCTTCGTACTC Intrén 6 30

Ejemplo 5: Induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 Exo6n 6 Salto in vitro

Para probar la capacidad de los oligonucleétidos antisentido para modular el empalme omitiendo el exén 6, la linea
celular de raton 208ee, derivada del rifidn de raton C57/B16, se transfectd con 50 nM de los ASO enumerados en la
Tabla 3 usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Las células de control no tratadas no recibieron ASO ni Lipofectamine,
mientras que las células transfectadas simuladas recibieron solo Lipofectamine. Después de 48 horas, se recogi6 el
ARN total de las células y se us6 RT-PCR para identificar los transcritos de CLN3 de longitud completa y CLN3AG.
Los productos de PCR se analizaron por PAGE y se cuantificaron por analisis de fosforimager (Typhoon 9400, GE
Healthcare). El gel se muestra en la Figura 5, y los resultados se muestran en la Tabla 4 a continuacion como el
porcentaje de transcripcion omitida del exdn 6 (A6) del total de transcripciones omitidas de longitud completa (FL) mas
exon 6. Las intensidades de banda se informan en unidades de fluorescencia relativa (RFU). Este ejemplo ilustra que
muchos ASO inducen la omisién del exon 6 de CLN3.

Tabla 4: Induccion de omision de CLN3 Exoén 6 in vitro

ISIS NO Longitud completa CLN3 (RFU) | CLN3A6 (RFU) | A6/(FL + A6)(%)
control no tratado 6.823.783 762 0,01
simulacién 5.188.149 2.110 0,04
616693 6.723.467 253.542 3,63
616694 5.083.972 703.577 12,16
616695 6.278.156 225.133 3,46
616696 5.488.331 941.697 14,65
616697 3.262.413 1.067.086 24,65
616698 5.125.340 688.277 11,84
616699 4.999.204 727.472 12,70
616700 3.286.457 523332 13,74
616701 4.054.613 653.463 13,88
616702 4.047.520 73.846 1,79
616703 4.452.892 96.627 2,12
616704 7.603.794 152.903 1,97
616705 2.177.616 1.254.116 36,54
616706 2.222.239 903.504 28,91
616707 2.432.817 1.009.358 29,32
616708 1.182.124 1.120.453 48,66
616709 894.622 1.501.534 62,66
616710 2.315.933 1.597.682 40,82
616711 4.134.353 640.071 13,41
616712 3.928.470 229.565 5,562
616713 5.499.952 56.355 1,01
616714 3.618.665 180.643 4,75
616715 5.176.194 235.685 4,35
616716 692.245 335.115 32,62
616717 2.855.386 512.449 15,22
616718 730.706 832.631 53,26
616719 1.738.032 856.673 33,02

Ejemplo 6: Disefo de oligonucleétidos antisentido para la induccion de omision de CLN3 ex6n 9

Los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 9 y/o los intrones que flanquean al exén 9 del transcrito de
pre-ARNm CLN3 de ratén se sintetizaron y probaron su capacidad para modular el empalme de CLN3 omitiendo el
exon 9. Los oligonucledtidos se modificaron uniformemente para contener 2-MOE, y todos los enlaces
internucleosidicos son enlaces de fosforotioato. Las bases de citosina son 5-metilcitosina. Los ASO se dirigen al
complemento del nimero de acceso GENBANK NT_039433.8 truncado de los nucleétidos 44319075 a 44333955
(SEQ ID NO: 2) y las secuencias de ASO se enumeran en la Tabla 5 a continuacion. Los sitios de inicio y finalizacion
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asociados con cada oligonucleétido son las posiciones 5’ y 3, respectivamente, de la porcion de SEQ ID NO: 2 que
es complementaria al ASO.

Tabla 5: Oligonucleétidos antisentido para la induccion de omision de CLN3 Exon 9

3 Sitiode | Sitio de Secuencia (5' a 3) Region diana CLN3 | SEQ ID NO
inicio parada
616720 | 7338 7355 | GGGATGGAATGGAGAAGC Intrén 8 31
616721 | 7342 7359 | AGCTGGGATGGAATGGAG | Intron 8/Exon 9 32
616722 | 7346 7363 | AAATAGCTGGGATGGAAT Intrén 8/Exén 9 33
616723 | 7350 7367 | CAAGAAATAGCTGGGATG Intrén 8/Exén 9 34
616724 | 7354 7371 | GCAACAAGAAATAGCTGG Intrén 8/Exén 9 35
616725 | 7358 7375 | GTGAGCAACAAGAAATAG Ex6n 9 36
616726 | 7362 7379 | AGACGTGAGCAACAAGAA Ex6n 9 37
616727 | 7366 7383 | CAGGAGACGTGAGCAACA Ex6n 9 38
616728 | 7370 7387 | GGTTCAGGAGACGTGAGC Ex6n 9 39
616729 | 7371 7388 | GGGTTCAGGAGACGTGAG Ex6n 9 40
616730 | 7387 7404 | CCCCTCCAGGGTCCAGGG Ex6n 9 41
616731 | 7390 7407 | TTTCCCCTCCAGGGTCCA Ex6n 9 42
616732 | 7394 7411 | TCGTTTTCCCCTCCAGGG Ex6n 9 43
616733 | 7398 7415 | TGCCTCGTTTTCCCCTCC Ex6n 9 44
616734 | 7402 7419 | TCTCTGCCTCGTTTTCCC Ex6n 9 45
616735 | 7406 7423 | GCAGTCTCTGCCTCGTTT Ex6n 9 46
616736 | 7410 7427 | GGCAGCAGTCTCTGCCTC Ex6n 9 47
616737 | 7414 7431 | GCCGGGCAGCAGTCTCTG Ex6n 9 48
616738 | 7418 7435 | GGCTGCCGGGCAGCAGTC Ex6n 9 49
616739 | 7422 7439 | GAGAGGCTGCCGGGCAGC Ex6n 9 50
616740 | 7426 7443 | CTATGAGAGGCTGCCGGG Ex6n 9 51
616741 | 7430 7447 | GTGCCTATGAGAGGCTGC Ex6n 9 52
616742 | 7434 7451 | CTCGGTGCCTATGAGAGG Ex6n 9 53
616743 | 7438 7455 | GGGTCTCGGTGCCTATGA Ex6n 9 54
616744 | 7454 7471 | CCTGGCTTTGACTCTGGG Ex6n 9/Intrén 9 55
616745 | 7458 7475 | CCTACCTGGCTTTGACTC Ex6n 9/Intron 9 56
616746 | 7462 7479 | GCATCCTACCTGGCTTTG Ex6n 9/Intron 9 57
616747 | 7466 7483 | CTTTGCATCCTACCTGGC Ex6n 9/Intrén 9 58
616748 | 7470 7487 | GGGCCTTTGCATCCTACC Ex6n 9/Intrén 9 59
616749 | 7474 7491 | GGGAGGGCCTTTGCATCC Intrén 9 60

Ejemplo 7: Induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 Exon 9 in vitro

Para probar la capacidad de los oligonucleétidos antisentido para modular el empalme omitiendo el exén 9, la linea
celular de raton 208ee, derivada del rifidn de raton C57/B16, se transfectd con 50 nM de los ASO enumerados en la
Tabla 5 usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Las células de control no tratadas no recibieron ASO ni Lipofectamine,
mientras que las células transfectadas simuladas recibieron solo Lipofectamine. Después de 48 horas, se recogi6 el
ARN total de las células y se us6 RT-PCR para identificar los transcritos de CLN3 de longitud completa y CLN3A9.
Los productos de PCR se analizaron por PAGE y se cuantificaron por analisis de fosforimager (Typhoon 9400, GE
Healthcare). El gel se muestra en la Figura 6, y los resultados se muestran en la Tabla 6 como el porcentaje de
transcripcion omitida del exén 9 (A9) de la transcripcion total omitida de longitud completa (FL) méas exén 9. Las
intensidades de banda se informan en unidades de fluorescencia relativa (RFU). Este ejemplo ilustra que muchos ASO
inducen la omisién del ex6n 9 de CLN3.

Tabla 6: Induccion de omision de CLN3 Exon 9 in vitro

ISIS NO CLNS de longitud completa (RFU) CLN3A9 (RFU) A9/(FL + A9) (%)
control no tratado 9.181.862 123.203 1,32
simulacién 11.512.749 112.061 0,96
616720 8.594.979 360.150 4,02
616721 8.065.276 236.557 2,85
616722 9.180.522 336.620 3,54
616723 9.434.304 341.373 3,49
616724 8.253.838 790.632 8,74
616725 7.304.964 704.209 8,79
616726 7.557.368 1.175.984 13,47
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(Continuacion)

ISISNO CLN3 de longitud completa (RFU) CLN3A9 (RFU) | A9/(FL + A9) (%)
616727 5.415.612 3.045.762 36,00
616728 4.294.429 3.391.413 44,13
616729 5.530.907 2.760.074 33,29
616730 5.419.114 2.431.785 30,97
616731 8.003.964 792.062 9,00
616732 5.661.965 3.374.571 37,34
616733 8.423.448 221.903 2,57
616734 7.865.161 226.765 2,80
616735 7.533.174 1.036.100 12,09
616736 8.566.723 261.101 2,96
616737 7.177.269 1.539.887 17,67
616738 9.536.684 433.505 4,35
616739 10.062.225 213.983 2,08
616740 9.458.260 522.205 5,23
616741 9.741.862 294.485 2,93
616742 6.988.392 1.994.800 22,21
616743 7.293.927 1.125.023 13,36
616744 6.063.867 2.719.387 30,96
616745 7.885.435 1.812.122 18,69
616746 6.220.132 3.850.348 38,23
616747 6.181.617 3.699.891 37,44
616748 7.778.346 2.210.461 22,13
616749 10.815.904 467.192 4,14

Ejemplo 8: Induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 exo6n 6 en ratones Batten in vivo

Se ha descrito un modelo de raton de la enfermedad de Batten, en donde la delecion CLN3A78 se aplica a ratones
C57/BL6J (Cotman et al., Hum. Molec. Genet. (2002) 11, 2709-2721). Los ratones homocigotos CLN3A78/A78 exhiben
gliosis en el SNC, rastros de marcha anormales, comportamiento de apriete que indica neurodegeneracion y principios
de PT-10.

20 pg de Isis N° 616709 (ver Tabla 3) o un control ASO, Isis N° 527134 (AGCTGATCATATTCTACC SEQ ID NO: 61)
que es 2'-MOE uniforme y contiene enlaces internucleosidicos de fosforotioato uniformes, se administré a grupos de
seis (ratones CLN3A78/A78 para probar la capacidad de Isis N® 616709 para inducir la omisién del exén 6 in vivo. Los
ASO fueron administrados por inyeccion intracerebroventricular (inyeccion de ICV) en el dia postnatal uno o dos.
Cuatro meses después de la inyeccion de ICV, los ratones fueron sacrificados y el ARN fue aislado del tejido cerebral.
Las transcripciones CLN3A78 y CLN3A678 se analizaron mediante RT-PCR radiomarcada. Los productos de PCR se
separaron por PAGE y se cuantificaron por analisis de fosforimager (Typhoon 9400, GE Healthcare). Se muestra un
gel en la Figura 7 y los resultados para cada grupo se presentan en la Tabla 7 a continuacion. Como se indica por los
resultados en la Tabla 7 a continuacion, Isis N2 616709 indujo la omisién del exén 6 de CLN3 en un modelo de raton
de la enfermedad de Batten in vivo.

Tabla 7: Induccion de omision de CLN3 Exon 6 en ratones CLN3A78/A78 in vivo

ISISNO. | A678/ (A678 + A78) (%) | Des. Est.
527134 3,70 5,30
616709 33,72 7,18

Ejemplo 9: Rescate de oligonucleétidos antisentido de coordinacion motora en ratones CLN3A78/A78

Para evaluar silos ASO que inducen la omision del exén 6 alivian los sintomas de la enfermedad de Batten, los ratones
homocigotos CLN3A78/A78 y heterocigotos CLN3 +/A78 se dividieron en grupos mixtos de género y machos y se
trataron con 20 ug de Isis N2 616709 (SEQ ID NO. 20; ver Tabla 3), control ASO, Isis N? 527134 (SEQ ID NO: 61; ver
Ejemplo 8), o ningun ASO (sin tratar). Los ASO se administraron mediante inyeccion intracerebroventricular en el dia
postnatal uno o dos. Dos o tres meses después de la inyeccién Unica, se midié la coordinacion motora de cada ratén
en funcién del tiempo que cada ratdén paso en un rotor rotativo acelerado. Los resultados se presentan en las Tablas
8-12 a continuacién.

Tabla 8: Tiempo empleado en un Rotarod acelerado por género mixto (ratones CLN3A78/A78, edad 2 meses
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Isis N® Genotipo N ednegrrz.alfgges Tiempo p{ggg}iﬂ&i? Rotarod Des. Est.
No tratado CLN3A78/A78 28 82,7 25,8
527134 CLN3A78/A78 21 81,5 20,8
616709 CLN3A78/A78 21 84,7 14,5
No tratado CLN3+/A78 22 91,6 19,7
527134 CLN3+/A78 17 98,2 39,2
616709 CLN3+/A78 31 99,8 22,9
Tabla 9: Tiempo empleado en un Rotarod acelerado por ratones de género mixto CLN3A78/A78, edad 3
meses
Isis N° Genotipo N ednegrrautgges Tiempo p&gﬁﬂ&i? Rotarod Des. Est.
No tratado CLN3A78/A78 9 51,8 17,6
527134 CLN3A78/A78 8 66,1 15,3
616709 CLN3A78/A78 9 81,2 12,8
No tratado CLN3+/A78 8 70,3 14,6
527134 CLN3+/A78 7 68,8 13,4
616709 CLN3+/A78 13 96,0 29,3

Tabla 10: Tiempo empleado en un Rotarod acelerado por ratones macho CLN3A78/A78, edad 2 meses)

Isis N° Genotipo N¢ de ratones Tiempo promedio en Rotarod Des. Est.
en grupo (segundos)

No tratado CLN3A78/A78 13 68,1 19,3
527134 CLN3A78/A78 5 74,3 15,2
616709 CLN3A78/A78 12 84,1 14,3

No tratado CLN3+/A78 12 94,0 19,7
527134 CLN3+/A78 8 108,2 47,5
616709 CLN3+/A78 14 103,2 23,7

Tabla 11: Tiempo invertido en un Rotarod acelerado por ratones macho CLN3A78/A78, edad 3 meses)

Isis N° Genotipo N¢ de ratones en grupo Tiempo p(?enéﬁﬂgoz? Rotarod Des. Est.
No tratado | CLN3A78/A78 4 39,3 9,5
527134 CLN3A78/A78 1 36,4 n/a
616709 CLN3A78/A78 4 75,3 9,9
No tratado CLN3+/A78 8 70,3 14,6
527134 CLN3+/A78 3 75,4 11,8
616709 CLN3+/A78 7 117,4 15,8

Los resultados en las Tablas 8-11 anteriores indican que el déficit de coordinacién motora en los ratones Batten
(CLN3A78/A78 empeora significativamente entre los dos y tres meses de edad y es mas grave en los machos que en
las hembras. Ademas, el tratamiento con Isis N® 616709, que induce la omisién del ex6n 6, aumenta la cantidad de
tiempo que los ratones Batten CLN3A78/A78 pueden gastar en un rotor rotativo acelerado, mejorando asi un déficit
de coordinacién motora que es sintomatico de la enfermedad de Batten.

Ejemplo 10: Induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 humano Exén 6 in vitro

Los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 6 y/o los intrones que flanquean al exén 6 del transcrito de
pre-mPvNA de CLN3 humano se sintetizaron y probaron su capacidad para modular el empalme de CLN3 omitiendo
el ex6n 6. Los oligonucledtidos en la Tabla 12 a continuaciéon son uniformemente 2’-MOE modificado, y todos los
enlaces internucleosidicos son enlaces de fosforotioato. Las bases de citosina son 5-metilcitosina. Los ASO se dirigen
al complemento del nimero de acceso GENBANK NT_010393.16, truncado de los nucleotidos 28427600 a 28444620
(SEQ ID NO: 1), y las secuencias de ASO se enumeran en la Tabla 12 a continuacion. Los sitios de inicio y finalizacion
asociados con cada oligonucleétido son las posiciones 5’ y 3', respectivamente, de la porcion de la SEQ ID NO:1 que
es complementaria al ASO.
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Para probar la capacidad de los oligonucleétidos antisentido para modular el empalme omitiendo el exén 6, los
fibroblastos de pacientes humanos JNCL que son homocigotos para la delecion CLN3A78 se transfectaron con 50 nM
de un ASO usando reactivo de transfeccion con citofectina. Después de 48 horas, se recogi6é el ARN total de las
células y se us6 RT-PCR para identificar los transcritos de ARNm CLN3A78 y CLN3A678. Los productos de PCR se
analizaron por PAGE y se cuantificaron por andlisis de fosforimager (Typhoon 9400, GE Healthcare). El gel se muestra
en la Figura 8, y los resultados se muestran en la Tabla 12 a continuacion como las proporciones de la transcripcion
omitida (A678) del exdn 6 y la transcripcion omitida (A78) del exén 6, 7 y 8. Los resultados a continuacion ilustran que
muchos ASO indujeron la omisién del exén 6 de CLNS.

Tabla 12: Omision de CLN3 Ex6n 6 en fibroblastos de pacientes

Sitio CLN3A6

ISISN® | de ig‘;gae Secuencia (5' a 3) Reglondana | 7gicing | SEQIP
inicio A78
688546 | 5699 | 5716 | ACTCTCAGCATCTCAGCC Intrén 5 0,00 63
688547 | 5704 | 5721 | TCTCTACTCTCAGCATCT Intrén 5 0,00 64
688548 | 5709 | 5726 | GTCGGTCTCTACTCTCAG Intrén 5 0,25 65
688549 | 5714 | 5731 | GGAAGGTCGGTCTCTACT Intrén 5 1,38 66
688550 | 5734 | 5751 | GGTGAGAAGGGAAGGGAG Intrén 5 0,37 67
688551 | 5764 | 5781 | TCCCACTGACGAGAACCC Ex6n 6 0,74 68
688552 | 5769 | 5786 | ACAAATCCCACTGACGAG Ex6n 6 158 69
688553 | 5774 | 5791 | GCAGCACAAATCCCACTG Ex6n 6 14.77 70
688554 | 5779 | 5796 | TTCCAGCAGCACAAATCC Exon 6 3,68 71
688555 | 5784 | 5801 | GAAGCTTCCAGCAGCACA Ex6n 6 31,07 72
688556 | 5789 | 5806 | AGGACGAAGCTTCCAGCA Ex6n 6 9,28 73
688557 | 5794 | 5811 | CAACCAGGACGAAGCTTC Ex6n 6 13,03 74
688558 | 5799 | 5816 | AAAGGCAACCAGGACGAA Exon 6 24,37 75
688559 | 5804 | 5821 | TGAGAAAAGGCAACCAGG Exon 6 10,29 76
688560 | 5809 | 5826 | CAGAATGAGAAAAGGCAA Ex6n 6 8,44 77
688561 | 5814 | 5831 | CCCCACAGAATGAGAAAA Ex6n 6 128 78
688562 | 5819 | 5836 | CTGGTCCCCACAGAATGA Ex6n 6 7,32 79
688563 | 5824 | 5841 | ACAGGCTGGTCCCCACAG Ex6n 6 8,32 80
688564 | 5829 | 5846 | ACCACACAGGCTGGTCCC | Exon6/nton6 | 6,52 81
688565 | 5834 | 5851 | CACTCACCACACAGGCTG | Exon6/nton6 | 4,56 82
688566 | 5839 | 5856 | CCACACACTCACCACACA | Exon 6/ntron6 | 0,16 83
688567 | 5844 | 5861 | CAGAACCACACACTCACC Intrén 6 0,41 84
688568 | 5849 | 5866 | TGACACAGAACCACACAC Intrén 6 0,46 85
688569 | 5854 | 5871 | CCATCTGACACAGAACCA Intrén 6 0,33 86
688570 | 5859 | 5876 | GCTCCCCATCTGACACAG Intrén 6 0,27 87
688571 | 5879 | 5896 | CTCTGATGTGGTTCCTCG Intrén 6 0.11 88
688572 | 5884 | 5901 | AAATGCTCTGATGTGGTT Intrén 6 0,10 89
688573 | 5889 | 5906 | CCCACAAATGCTCTGATG Intrén 6 0,12 90

Ejemplo 11: Induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 humano Exén 9 in vitro

Los oligonucleétidos antisentido complementarios al exén 9 y/o los intrones que flanquean al exén 9 del transcrito de
pre-ARNm de CLN3 humano se sintetizaron y probaron su capacidad para modular el empalme de CLN3 por omisién
del exén 9. Los oligonucledtidos se modificaron uniformemente para contener 2'-MOE, y todos los enlaces
internucleosidicos son enlaces de fosforotioato. Las bases de citosina son 5-metilcitosina. Los ASO se dirigen al
complemento del nimero de acceso GENBANK NT_010393.16, truncado de los nucleétidos 28427600 a 28444620
(SEQ ID NO: 1), y las secuencias de ASO se enumeran en la Tabla 13 a continuacion. Los sitios de inicio y finalizacion
asociados con cada oligonucleétido son las posiciones 5’ y 3', respectivamente, de la porcion de la SEQ ID NO:1 que
es complementaria al ASO.

Para probar la capacidad de los oligonucleétidos antisentido para modular el empalme por omisién del exén 9, los
fibroblastos de pacientes humanos JNCL que son homocigéticos para la delecion de CLN3A78 se transfectaron con
50 nM de un ASO usando reactivo de transfeccion de citofectina o se transfectaron de forma simulada. Después de
48 horas, se recogio6 el ARN total de las células y se usdé RT-PCR para identificar los transcritos de ARNm CLN3A78
y CLN3A789. Los productos de PCR se analizaron por PAGE y se cuantificaron por analisis de fosforimager (Typhoon
9400, GE Healthcare). El gel se muestra en la Figura 9, y los resultados se muestran en la Tabla 13 a continuacién
como las proporciones de la transcripcién omitida (A789) del ex6n 7, 8 y la transcripcién omitida (A78) del exén 7 y 8.
Los resultados a continuacion ilustran que muchos ASO indujeron la omision del exdn 9 de CLN3 en mayor medida
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que la omision del exén 9 observada en células simuladas transfectadas.

Tabla 13: Omision de CLN3 Exon 9 en fibroblastos de pacientes

Sitio i Regién SEQ
ISISN® | de ig‘r‘;gg Secuencia (5 a 3) diana CLNGETEICLNS | “ip
inicio CLN3 NO
S|méunla0| n/a n/a n/a n/a 0,05 n/a
688574 | 9122 | 9139 | GGGAAGGTCCCCAGGGAC | Intrén8 1,14 91
688575 | 9127 | 9144 | TGGCTGGGAAGGTCCCCA | Intron8 48,56 92
688576 | 9132 | 9149 | CCTACTGGCTGGGAAGGT Intrén 8 1,59 93
688577 | 9137 | 9154 | AAAACCCTACTGGCTGGG Intrén 8 0,46 94
688578 | 9142 | 9159 GTCAGAAAACCCTACTGG Intrén 8 0,46 95
688579 | 9147 | 9164 | GCAGGGTCAGAAAACCCT Intrén 8 0,89 96
688580 | 9152 | 9169 | TGAAGGCAGGGTCAGAAA Intrén 8 0,20 97
688581 | 9157 | 9174 | TAGGATGAAGGCAGGGTC Intrén 8 0,08 98
688582 | 9162 | 9179 | AGGAGTAGGATGAAGGCA Intrén 8 0,79 99
688583 | 9167 | 9184 TAGCTAGGAGTAGGATGA Intron 1,05 100
8/Ex6n 9
688584 | 9172 | 9189 AGAAATAGCTAGGAGTAG Intron 0,22 101
8/Ex6n 9
688585 | 9177 | 9194 CAACAAGAAATAGCTAGG | /'E;rg’: 9 0,08 102
616725 | 9182 | 9199 GTGAGCAACAAGAAATAG Exén 9 0,29 36
688586 | 9187 | 9204 | GAGATGTGAGCAACAAGA Ex6n 9 0,24 103
688587 | 9192 | 9209 | CTCAGGAGATGTGAGCAA Exén 9 0,92 104
688588 | 9197 | 9214 | TGGGCCTCAGGAGATGTG Exén 9 2,73 105
688589 | 9202 | 9219 | GGTCCTGGGCCTCAGGAG Ex6n 9 2,73 106
688590 | 9207 | 9224 | TCCAGGGTCCTGGGCCTC Exén 9 0,57 107
688591 | 9212 | 9229 | TCCCCTCCAGGGTCCTGG Exén 9 0,14 108
688592 | 9217 | 9234 CTTCTTCCCCTCCAGGGT Exo6n 9 0,23 109
688593 | 9222 | 9239 TGCTTCTTCTTCCCCTCC Ex6n 9 0,06 110
688594 | 9227 | 9244 CTCTCTGCTTCTTCTTCC Ex6n 9 0,07 111
688595 | 9232 | 9249 CTGCGCTCTCTGCTTCTT Ex6n 9 8,80 112
688596 | 9237 | 9254 | CCGGGCTGCGCTCTCTGC Exo6n 9 4,76 113
688597 | 9242 | 9259 | GGCTGCCGGGCTGCGCTC Ex6n 9 0,51 114
688598 | 9262 | 9279 GGGCCTCGGTTCTTATGA Ex6n 9 3,74 115
688599 | 9282 | 9299 CCTACCTGGCTTCGACTC Exon 2,30 116
9/Intrén 9
Exén
688600 | 9287 | 9304 TGTCTCCTACCTGGCTTC | o8 o 0,79 17
688601 | 9292 | 9309 GTCTGTGTCTCCTACCTG | /Ei‘r%rr‘] 9 5,10 118
688602 | 9297 | 9314 TGAGGGTCTGTGTCTCCT Intrén 9 1,75 119
688603 | 9302 | 9319 CTCTCTGAGGGTCTGTGT Intrén 9 0,08 120
688604 | 9307 | 9324 | GTGACCTCTCTGAGGGTC Intrén 9 0,03 121
688605 | 9312 | 9329 AGAAAGTGACCTCTCTGA Intrén 9 0,05 122
688606 | 9317 | 9334 GAGAAAGAAAGTGACCTC Intrén 9 0,07 123
688607 | 9322 | 9339 | CCAGAGAGAAAGAAAGTG Intrén 9 0,05 124
688608 | 9327 | 9344 | CAAACCCAGAGAGAAAGA Intrén 9 0,08 125
688609 | 9332 | 9349 | AAGGCCAAACCCAGAGAG Intrén 9 0,02 126
688610 | 9337 | 9354 | AGGAAAAGGCCAAACCCA Intrén 9 0,01 127

Ejemplo 12: Respuesta a la dosis de la induccion de oligonucleétidos antisentido de omision de CLN3 exon
humano

Los fibroblastos del paciente JNCL se transfectaron con Isis N® 688555, 688559 (ver Tabla 12), o Isis N? 688595 (ver

Tabla 13) a una concentracion listada en la Tabla 14 a continuacién usando el reactivo de transfeccion de portador de
Endo (Gene Tools, LLC). Después de 48 horas, se aislé el ARN total de las células y se detecté el ARNm de CLN3
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como se describe en los Ejemplos 10y 11. El gel se muestra en la Figura 10. Los resultados se muestran en la Tabla
14 a continuacién y muestran que los tres ASO probados indujeron la omision del exdn de manera dependiente de la
dosis, "n/a" indica que el ASO no se probd a la concentracién indicada.

Tabla 14: Respuestas a la dosis de un ASO de omision del exon 6 y un ASO de omision del exén 9 las
células del paciente

Concentracion CLN3A678/CLN3A78 CLN3A789/CLN3A78
(nM) Isis N® 688555 Isis N¢ 688559 Isis N® 688595
0 0,00 0,01 0,04
0,39 0,37 n/a n/a
0,78 1,13 n/a n/a
1,56 4,31 n/a n/a
3,125 15,24 n/a n/a
12,5 n/a 3,46 3,84
25 n/a 7,36 19,34
50 n/a 11,88 23,16
100 n/a 23,66 21,31
200 n/a 70,91 27,9

Ejemplo 13: Rendimiento en un laberinto de agua por ratones CLN3A78/A78 después del tratamiento ASO

Para probar si un ASO que induce la omision del exdn 6 alivia los sintomas de la enfermedad de Batten, CLN3A78/A78
homocigoto, CLN3 +/A78 heterocigoto y ratones de tipo salvaje fueron tratados con 20 ug de Isis N° 616709 (ver Tabla
3), Isis No 527134 como control (véase el Ejemplo 8), o sin ASO (sin tratar). Los ASO se administraron mediante
inyeccion intracerebroventricular en el dia postnatal uno o dos. Dos o tres meses después de la inyeccién Unica, el
rendimiento en el laberinto de agua de Morris se midié en funcién del tiempo que cada raton tardé en nadar hasta una
plataforma oculta. Los ratones se colocaron individualmente en una piscina circular, de 48 pulgadas de diametro,
llenada a una profundidad de 26 pulgadas con agua a 23°C. Las paredes de la piscina se hicieron opacas con pintura
blanca y se colocaron en una habitacién con sefales prominentes de laberinto extra a 16 pulgadas del borde de la
piscina. Se colocaron cuatro sefiales proximales Unicas en la pared interior de la piscina de 8 cm de altura sobre el
nivel del agua a 0, 90, 180 y 270 grados. Los ratones se colocaron en uno de los cuatro cuadrantes iniciales frente a
la pared de la piscina y se les permiti6 nadar hasta descansar sobre una plataforma de plexiglas cuadrada de 4
pulgadas sumergida en 0,5 cm de agua, o hasta un maximo de 60 segundos. Al encontrar una plataforma, los ratones
se quedaron alli durante 20 segundos antes de volver a ingresar en el siguiente punto de inicio o retirarlos de la jaula.
Los ratones que no encontraron la plataforma en 60 segundos fueron guiados por el experimentador. Los ensayos se
realizaron una vez en cada punto inicial del cuadrante por sesién. Los ratones se probaron durante cuatro dias
consecutivos con dos sesiones de cuatro ensayos cada uno por dia, y se registro el tiempo para llegar a una plataforma
oculta. Cada grupo de tratamiento consistido en 13-35 ratones. Los resultados para cada grupo de tratamiento se
muestran en la Tabla 15 a continuacion. Los resultados muestran que los ratones homocigotos CLN3A78/A78 que
recibieron un oligonucleétido antisentido que induce la omisién del exén 6 se desempefiaron de manera similar a los
ratones WT o heterocigotos y tuvieron un rendimiento significativamente mejor que los ratones homocigotos
CLN3A78/A78 que no fueron tratados o recibieron el control ASO. En particular, las diferencias entre los ratones
homocigotos CLN3A78/A78 de control y los ratones homocigotos CLN3A78/A78 tratados con ASO y los controles WT
y heterocigotos fueron significativos, con valores de p <0,01 en los dias 2 y 4.

Tabla 15: Tiempo para llegar a una plataforma oculta en un laberinto de agua de Morris

Isis N® | Genotipo | N° de ratones en el grupo | Dia del ensayo | Tiempo a plataforma(s) | Des. Est.
WT o 1 44.8 10,5
No 2 24,9 12,0
tratado | SeN oA | 21 3 17,2 8.3
4 13,5 7,6
No 1 48,9 10,0
tratado | CLN3A7 35 2 35,9 14,5
o 8/A78 3 27,4 12,7
527134 4 26,0 14,2
1 43,0 7,6
CLN3A7 2 19,3 7,5
616709 | gja7g | 13 3 24.1 12.9
4 16,8 8,4
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc.
Rosalind Franklin University of Medicine and Science

<120> COMPUESTOS ANTISENTIDO Y USOS DE LOS MISMOS
<130> CORE0120WO

<150> 61/910,871
<151>2013-12-03

<160> 127

<170> Patentin versién 3,5
<210> 1

<211> 17021

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

agcactttgg
ggcaacgtgg
cgcacctget
gtcaaggttg
accctgtcaa
cctgecagcag
ccatacaggt
ttccaatttt
gagacaggat
tagcttecaac
tacaggaatg
accttggttt
ggataatttg
aatcccttta
gatggggata
ctcaaaaaaa
gagtgctgaa
gtcteggtet
ccagtttaaa
cgagaaggcce

gatgggggaa

gaagccaagg

caaaatccag
gtececcageta
cagcaaacca
aaaaaaaaaa
cctggageca
ctctaaggte
tttcatatac
ctcactctgt
ctecctgggeca
cgccaccatg
tctcatctgt
gaaataggga
gatgagtgtt
agaatgacct
aaaaaaaaaa
ggaaaggagc
tgggcgccac
acctgecggtt
caaagcgaag

cacgcgggtg

caggtggatt
tctctacaaa
ctcgggaggc
agatcctgcecce
aaaatctggt
acccaatggce
acctttaggt
atatattttt
cacccaggcect
caagtgatcc
cccggetaat
aacaccaggg
tctcttaaca
atgtttactt
gaagctggte
aaagggagta
tgaagcctcce
tgatctaagg
ccagggttct
acagagagga

ctgtcacgtg

gcttgagctc
aaacacaaaa
tgaggtggga
actgcactcc
ctaagcacca
tececetgecte
ctaacattgt
tttattttat
ggagtgcagt
tcccacctca
tttgttatat
gttgaagtgc
tcttggatac
aggtctctaa
gtctttgtte
ggcaggtgge
cacagtcata
tcacggctct
ccagccccte
cccggaagta

atccgacaaa

37

aggagtttga
attagctggg
ggatcacctg
agcctgggceca
cctttgatgg
tggtgctcta
atgaatgatt
tttttacttt
ggcgtgatca
gcttccaagg
atatatatat
tgtgatattt
tgccaataga
aacaatttgt
gcaaccagaa
catatttgtt
actggtgctg
gcttgetget
cctttttcac
gggaaaacct

cggcctectge

ggccaccctg
cacagtggtg
agcctgggag
acagagcaaa
aggcaggaat
tttcttatca
gtcagcaact
ttottttttt
tagctcactg
tacctgtgac
atatatttgt
tttggttcta
tcattcacga
aaggtcaaca
acagtcctge
tetggeaagt
gcaggctact
cccaccecegcet
gctccgaage
ctgagcacgt

atagtgcaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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acattctgcet
gagtacgatg
ttgatggatc
gttgatcctt
tctatgaccce
gcggeggege
cctectggete
aaggagcggt
ggaggagacc
gaacgcggtg
gagggaagtg
cacaaatatt
tcactcctta
ttactttttt
gaaaacttta
aaatgcatca
ttttcttttt
cagctccctg
aggtgtggcet
tgggggtcte
acctcaacct
tttttttttt
ggcgcaatct
gcctcecggag
tttagtagag
atccgececge
tttttttttt
caggctggag
ctattctcct
gctaattttt

aactcctgac

gctcttaaag
ggtggggcegt
gcggggcgceg
gtcacctgte
tggaccctceg
ttttcggatt
gcagcccacce
cgtgcacctg
gtcccggage
ggcttetggt
accggaggaa
tactgaatcc
tcaccttceg
cttccagcca
aatcacgact
ctactaaaac
gagacagggt
cagcctggaa
acaggtgtge
actatgggac
tccaaagtgce
tttttttttt
cggctcactg
tagctgagac
atggggtttc
ctecggectee
ttttttttta
agcagtggca
gtctcagctce
tgtattttta

cttaggtgat
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gtacaggcct
ggtgggtcgt
agtgccctag
gcagacccte
ggggacctga
ccgagggtga
tgaggggaat
agagtaggtg
cceggetece
gagtggcctg
agggggaaga
actggtttge
gatttagcaa
attcagcctt
ccacttggaa
ttttttattt
cttgctctgt
ctcectggget
accaccgcat
ctgggctggt
tgagattaca
gagacggagt
caaactccge
tacaggcgcce
accgcgttat
caaagtgctg
attttatttt
caatctcgge
cccgagtage
gtaaagacag

ccgecttgect

cagggtccct
agggcgctceg
acaagccgga
atccctececceg
acttgatgcg
gtattcccge
gagagctgac
ggggtcatgce
tctgttggac
agacttcagc
aagagttaag
cccaggggca
gatcctcata
aacgtttttt
aaccagcgtt
ttttaattta
ttceccaggtt
caagtgattc
ctgcctaatt
ctcaaactcg
agcatgagcc
ctctctetgt
ctceccaggtt
tgccaccacg
ccaggatggt
ggattacagg
atttttgaga
tcactgaaac
tgggattaca
gatttcacca

ccacttcceca

38

gctgtagacg
agatggagcc
gctgggaccg
tgggagcccce
atgggaggct
ccaccctcat
tcggececeegg
cctcttecteg
catcagggcg
gagtgacaat
ctgcgcaaag
gcatgtaaaa
cctaccacct
agtgcacata
ttcctagtga
ttttatttta
ggaatgcagt
tcccacctca
tttatatttt
tggcctcaag
accatgccgg
cctccaggcet
cacaccattc
cccggcetatt
ctcgatctce
tgtgagccac
cagagtctca
ctccacctce
ggtgcgtgee
tgttggtcag

aagtgctggg

gggcggggga
cccagcttcce
gcaatcgggce
ctttggacac
gtgcaggctc
ggaacgacca
gaggacacgc
ctctcececagg
cgcattggaa
ggcatgagaa
gagctgaacc
tttccaaact
gtaggattat
tttttaaaaa
acgtttaaat
tcttattttt
agtgcaatca
gcctccaagt
tttatagaga
tgatcctcecct
gcctgaacct
ggagtgcagt
ttttgcctca
tttttgtatt
tgacctcegtg
cgcgeccage
ctctatcacc
aaggttcaag
accagacaca
gctggtctag

attacaggcg

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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tgagccaccg
cagcctccaa
ttgagataga
ctgcaaccte
gattacagge
tctccatatt
ccctcaaagt
tttatttttg
agttcactge
agctgggact
ggggtctcac
ggatgggatc
ggaaggtttg
ctgctectte
ccgcccacga
ctctaccace
gtaaagttte
gaggctgagg
tgaaactccg
gtctgageta
caatgagcca
aaaaaaaaga
ggcctgtggt
gacgctgagg
agagctggga
tgcttttete
gatttgactg
acccagggcec
tcatgattaa
actttgggag
agtatagtga

tgagacctta

tgeccecegece
ggcctctece
gtctcgetct
cgcctttegg
atgtgcaact
gctcaggcetg
gctggaatta
tgacagggtce
agcctctgac
acagtgcaag
tatcttgecce
tggtgataga
gcacaaaggce
caggctgctg
catccttage
accaccatgg
cagtctctgg
cgggeggate
actctactaa
ttcaggagge
agatcacace
aagctcttga
ctagtagtgt
tcctgagaag
cgggagccag
ccattaggtg
caactctgtc
cctgggtcta
aacagttgag
accaaggtgg
gacccccecate

atataatttc
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tgacataggg
agaaactctc
tgtagcccag
gttcaagtgg
tegeecaget
gtctcgaact
caggtgtgag
ttgectetgte
tcctggacte
ccaccacacc
aagcaccaaa
gggaaaaaaa
tacagatggc
ggcctttgea
cacaagagga
ttagtccetg
ctgggcacag
acttgaagtc
aaatacaaaa
tgaggcagga
actgeactet
atgtgttate
gagactcata
tcagtcactg
gctctgtgtg
gacccaggeca
tctacggctg
tagaccccac
acctgggetg
gaggatcact

ttaaagaaaa

tgaggctgag

gctttgggat
tgtgaccact
gctggagtge
ttectcectgee
aattttgtat
cctgacctceca
ccactgcact
acccaggcta
aagcaatcct
tggctaattt
gcctgtattt
agagggggct
tgcaggatga
acaacttcte
catcgggaaa
tgggaagatg
tggctcacac
aggagttcga
actacctggg
gaattgcttg
agcttgggea
taaacaaagt
tggaaaccce
ctgacccaaa
tctatceccte
caacgccgat
tgcgtactca
tcccagecect
ggcgcactgg
tgagcctagg
aaattaaaaa

gcggatggat

39

cacagacttg
ctcectttttt
aatggcacaa
tcagcctcct
tttttagtag
ggcgatcege
cggcctette
gagtgcagtg
cccacctcecag
ttaaattttt
ttgaccccaa
gattgaaggg
ggagggagtt
ttatgtggtg
ccagagccat
agggggtggg
ctgtaatcce
gaccagcectg
tgtggtggca
aagccaggag
acagagtgag
ccatttacag
ctecttecattg
gccatcctte
tgcctccagg
ccecccacaac
tctcacctgg
tcactaccca
ctcacacttg
agtttgagac
atatatatat

cacttgagac

gattcactte
tttttttttt
tctcggetta
gagtagctag
agacggggtt
cecgectegge
ctttttattt
gcatgatcac
cctececcaagt
tgtagagatg
cattgaatga
cacaggtaag
gagacctgtc
atgctgagtg
gtaagtgact
acaaggtggg
agcagtttgg
gccaacatgg
cacacctgta
gtggaagttg
acaccatcte
ggccatetgt
tgcatgcaga
aagtgaaggc
gtgaaagaca
agctcatcac
teccttgectg
gctgggactg
taatcccage
cagcctgggce
ataaaataat

caggagttca

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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agaccagcct
gcatggtggt
gaacccagga
ggcagaatga
gcaccatata
tceccatttte
aggagtggga
gcaggcctgt
tggaagctcet
tccccacact
ctgggtgagg
ctgagatgcet
ccecgggttet
attctgtggg
aggaaccaca
cattctgtca
caatttggag
gaggtgaaca
cagcactttg
ggccaacatg
aggagcctgt
ggcagaggtt
gactcegtet
ggtgcatgtc
gacacgcagg
ttggagecte
agtgtggcaa
gctagcatct
aggtaagcag
cctgaatgtt

gggggagctyg

ggccaacatg
gcacgcctgt
ggtggaggtt
gactcactcet
ttagctecatt
cagatgagga
gagctgagac
ttggccagcet
gcggtcteac
cgtcatcaaa
gtagtgggag
gagagtagag
cgtcagtggg
gaccagcctg
tcagagcatt
cccttagaag
gggtaggcag
aagtcaagac
gaaagccaag
gagaaacccce
aatcccagcet
gcagtgagcc
ccaaaaagaa
tgccecetggt
ggagtggggc
tatgagetga
ggtgtggtgt
catcaggcct
gtggagcagg
cctgtgttct

ggctgetggg
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gtgaaacccc
aatcccagct
gtagtgagcc
caaaatatat
taagccacac
aactgaagct
ttgaacccag
cctgectete
tectattetece
ttgttggctc
gcagggtggg
accgacctte
atttgtgctg
tgtggtgagt
tgtgggaaga
cctgctaggg
tggaggagat
tctgtgatgg
gcaggcagat
gtctctacca
actcgggagg
gagatcacgc
aagaaaagaa
ctgataactg
tctgcttecag
tactgaggag
gaccatccca
tggggaggtc
gagtgtgggyg
ccttecececagg

ggccctgtee

atctgtacta
actcaggagg
aagatcgagc
atatatatag
agcagtcctg
cagagagtat
gegtgeetga
cttggccacg
tgtecccagge
ctcttggect
caggagctga
ceccteectt
ctggaagctt
gtgtggttct
gtctcccecag
ctatcagcag
gggagaaaat
accaggcaca
cacctgaggt
aaaatacaaa
ctgaggcagg
cactgtactc
aaagactgat
ggtggatgga
acctggaacc
gccatggeca
gtgcttgtcc
accttectcet
agaggctgte
gccgtgatct

tacctgggecc

40

aaaatacaaa
ctgaggcagg
cactacactc
tttetgagte
tgagctaggt
aaactcttga
cteccagagece
tggttgggag
tgtgctectg
tcacctgctg
gaaaggggag
cecttetecac
cgtcctggtt
gtgtcagatg
cctceccagag
taggcgatgg
ggatgaatta
gtgactcatg
caggagttcg
aattagetgg
agaatctctt
cagcctgggt
gaaggggcag
ggtgccactc
tggecctatge
gacacattag
tccecececcagg
ccctecactge
ccatggtcag
cctggtggtc

tcacccaggc

aattagccag
agaatcactt
cagcctgggt
ctttetgtet
gctatgatat
cacacaacta
tgtgtttgta
ggttgtccce
gcggacatce
ccctacaggt
gctgggatgg
cecctcagece
gcecttttete
gggagcccecg
gaaagggatt
gagactggga
gatggagatt
cctataatce
aaaccagcct
gtgtggtgge
gaacctggga
gacagggcga
agacatcaag
tccatgaagg
atgggatcta
aggectggge
tgtggtcttc
cttctacccce
cctaggtect
ctcagggact

cggcctetee

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900
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cctecageaga
gccctgagee
tggctcacge
aggaaaccag
caggtgtggt
cttgaaccce
ggcgacagag
gattatgatt
tgatagccce
ttactcecace
teecttggagy
taggatgagg
gtgttgacca
cctgaaccat
catggtgtca
gccteeceggy
catgccacca
ggccaggetyg
gctaggaata
atattacaaa
aggccgagge
aaccccgtet
ccagctactt
gagccgtgat
aaaaaaaaac
taggacaagt
atatatacag
aatcgaggaa
cattagaata
aacaagggcc
ggctggagga

catttataca

ccctgetgte
gggagggaga
ctgtaatcec
cctggecaac
ggcgggtgece
ggaggcagtg
ttagactctg
gcaatctteca
aggtgtgagt
tctctgaace
tgatgagggt
gtggacttta
ggttggecte
ggcgactcce
ctcaggetgg
ctctagtgat
tgcctggeta
gtctcaaact
caggcgtgag
acactttggce
gggcgecacca
ctactaaaaa
gggaggctga
tgtgccactg
acacactttg
ctaagtagaa
gaggaatatg
gttctggect
ataatggcca
tgctgagcac
ccactagagg

aaaaatggaa
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catgctgggt
ggggtccaag
agcactttgg
atggtgaaac
tgtagtccca
gtggcagtga
tctcaggaag
agtcectace
cctggagetg
ctcagtttce
aatgcattca
tttgattagt
gaatgtgtag
tttttttttt
agtgcagtga
tctectgect
attttttata
cctgacctea
ccaccgcgece
cgggcatggt
cgaggtcagg
tacaaaaatt
ggagaagaat
cactccagge
aactagccag
aaagtgagtc
gatatggcaa
agcacagagt
gaaaacagaa
agtggctcac
ctagaaattt

aatatgaggce

atccctgece
gagagaaaac
gaggccaagg
cccgtetceta
actactcagg
gccgagateg
aaaaaaaaaa
ttgetgtgaa
ccacttttta
ccatatctca
gcacagtgtg
tcettttttt
ccttgectge
tttttttttt
ctggtgtgat
cageccteceg
tttttagtag
agtgatccac
cggecctgatt
ggctcacatc
agtttgagac
agccaggctt
cgettgaace
tgggcaacag
acacacctgg
catttaaaga
ataacatgaa
gaacgtataa
ctgactcgcet
agctgtaatc
gagaccagcc

gggcttggtg

41

tgetgetgge
ttggccatgg
agggcagatc
ctaaaaatac
aggctaaggc
tgccattgeca
aaagaaagaa
gggaggcgga
gctttgtage
aatggcagtt
gttcccaagg
tttttttttt
ctgagtgcca
ttttttttga
ctcagetcac
agtagetggg
agacggggtt
ctgeettgge
agttectgtgt
tgtaatccca
cagcctggee
ggtggcgett
caggaggcag
agcgagactce
cccttcacaa
aaaatattaa
gccagaacct
ttaatgggag
aggtatgagc
ccagtgettt

tgggcaacat

gcacgtgect

caggtgaget
ctgggtgtgg
gcctaaggte
aacaattagc
aggagaatcg
ctccageceg
aagaaaactt
atetggacte
gttgaacaag
gttcttgett
tgattagaag
tttttaatca
gggcaacagg
gacggagtct
tgcagecteg
actacaggcecce
tcactgtatt
ctceccataat
attttecatge
gcactttggg
aatatggtga
gcctgtagte
aggttgcagt
cgtctaaaaa
gattagtgcet
gtaaaaatat
aagtgactaa
ctagagcgac
cagcagtccg
aggaggctga
agcgagactc

gtagtceccceg

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820
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ctacttggga
ctatgattgc
aatcaaaaca
agaagccttt
gctacccatc
ggtccctggg
gctatttcett
agagcgcagc
gacacagacc
aataggcaaa
ctatttgaga
ctttgggagg
acagagcaag
gaagggaggg
tcacaagtgce
ccagtgagac
ccgggegtgg
atttgagatc
aaataaaaaa
tgaggcacga
actgcactgc
aatcaaagag
tgtatattac
ggagtttcge
ctctgectcee
gacacctgcce
gttggccagg
ggtgctggga
caatccagtg
cggtgectcet

cctgcaggcet

ggctgaggceg
accactgcat
aaatgaaggc
gtccacaatt
tttgaaagtg
gaccttccca
gttgctcaca
ccggcagcecc
ctcagagagg
gttaagaggg
aatacttgtt
ctgaggcagg
accttgtcge
agagaagaag
tgaggccecctg
tgggcagggt
tggttcatac
aagagtttga
attagccagg
gaatcacttg
agcctgggca
acgtgaagag
ttgaagttta
tcttgttgee
tgggttcaag
accacacatg
gtggtcttga
ttacaagcat
gcatggaagt
ttgccgagtce

ccagctccag
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ggaggattgc
tccageectgg
ccatgaatag
ggagctctcce
ttcaaaggta
gccagtaggg
tctecctgagg
ctcataagaa
tcactttcett
gaaagagagt
gaggacgagc
aggaccactt
aaaaaaaaaa
ggatattaat
cggtggggat
gggccaatgg
ctgtaatccce
gaccagtctg
tgtggtggtg
aacccaggag
actgagtgag
gtctcacctg
ccattttatt
caggctggag
tgattctcct
gctaattttt
actcctgacce
gagccactgce
gagttcccac
ttcagtgtga

cctecteectt

ttgagcctgg
atgctggaga
gaataaggag
cgcacagcgt
gaggtgttcc
ttttctgace
cccaggacce
ccgaggcccce
tctectetggg
gagtgtactg
acagtggctc
gagctcagaa
aaaaaaaaaa
tgagtactta
aagctgggat
ccatctgtgg
agcactttgg
gccaacatgg
catgcctgta
gcagaggctg
actctgtctce
gttagctttt
attttttatc
tgcaatggcg
gcctcageca
gtatttttag
tcaggtgatce
gcccagcecat
tgttgcgtgg
aaacttcatc

cgggaaaggt

42

gaggtcgcgg
aagaccctgt
ataaattcag
aggagcctta
ctgggaaaag
ctgcecttcecat
tggaggggaa
ggagtcgaag
tttggcecttt
gttatgggaa
acgcctgtaa
gtctgagtcce
aaaaaagaaa
ccatgtgcca
gttctagaac
agctgtacaa
gaggctgagg
taaaaccccg
gtcccagceta
cagtgagctg
aaaaaataaa
attttcatca
ttactttatt
caatctcagc
cccgagtage
tagagatggg
cgeccaccte
tttaaccatt
tctggttaat
tgcccecttcete

ggacagtgtt

ctgcagtgag
ctctgaaaaa
gtccaaagaa
gaggcagtga
tggcctagat
cctactcecta
gaagaagcag
ccaggtagga
tcctetetge
aagcctttgt
tatcccagca
agcctgggca
agaaaggaag
ggcattccaa
cagagaatgg
gagacattgg
cagatggatc
tctctactaa
cttgggaagc
agattgcacc
aaaaattaaa
tgataaagta
tttttgaggt
tcactacaac
tgggactaca
gtttctccat
agtctcccaa
tttaagtgtc
tctgtcatac
tctctgttce

caaggttcgg

8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620

10680
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atgatggctg
tctgeoetttt
agtatttcat
attggggctg
gaactcctct
gagcgagggce
ccggggggag
ggtaccagat
gcatcegttt
actcccacct
cagtgggaag
gctggagtge
ctctecetgee
aatttttgta
cctcaggtga
tgtacactat
atagcctcag
aggtctcaga
ctatttttca
tgtagtgtgt
gttttaagca
ggaggctgag
gcacaatcac
tactgggaag
aggtcatgcc
aaaaaagaaa
atcataggtc
gaaaatgtac
tcagtgggtt
tttacagectt
ataaccagca

ataaactgtc

gggtatgtec
ccagggtectg
taaccaggga
ggacccacac
ttttectggaa
agtgggctgg
cgggatggtc
gctgtaccag
cacctgggec
tggctccecag
tgtaaatttt
agtagcgcaa
tcagtctect
tttttagtag
tectgeeggec
catttettag
gagccaagca
acctctectga
gggtagttgt
gtgtgtgtgt
ttgggattgg
gcaggtggat
atctctacaa
ctgaggtggg
actgcactcc
ggaaaagtcg
atttaccteca
agttctttta
atttatettg
taagggcgca
ttcattgttt

aactgtgaca
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ctgtggggcet
ctgtggtaca
cttgtaagtg
agccccgtce
cacttcectg
gagggcgceceg
cctggaggag
gctggegtet
ctggececetge
cttggctcece
tttttttttt
tcttggetta
gagtagctgg
agatgggatt
tcagecctecce
cacagggaac
aaactgagct
gcctcaattt
aagaaataga
gtgtgcgtgt
gccgggcecag
catttgagcet
aaattagcca
aggatcactt
agcctaggca
gaaccttcct
ggcaaagaga
ttctagatag
agggtggtga
aacaccctte
caaggttaca

ggaaagtctt

tgctcaccte
ttgtteccett
aggggtgcta
atctceceoctg
agtcacgctc
tggtgatgca
cctectetece
ttgectecceg
tgcaggtacc
agcttccecca
tttgagacag
ctgcaacctc
gattacaggc
ttgccatatt
aaagtgctgg
caaagtccag
tcagtactca
cctcatgtat
gatgagagaa
gtgtgtgtgt
gtggctcatg
tggtagttca
ggtgcagtgg
gaacccatga
atagagcgag
ctgtcgecta
caggctttca
ttaattataa
gcaaattcaa
cttacaacag
aatccacagc

ctgectttga

43

caggccccec
ggtcgtagtt
ggaggggtgt
tctggtattt
agcaataccg
gctgeecetge
tccececcaac
ctettetete
aaacccctge
aaccccctge
agtctcgetc
tgccteeegg
gcccgecace
ggctggtctt
gattacaggg
cagagctcca
gccactgtgt
aaattgggtg
agaatcgaag
gtgtgtgtgt
cctgtaatcece
agtccagcct
cgcacacctg
ggtcaaggct
accctgtcte
ggctggagta
aataatgttt
tagaattggt
ctgcecttgg
tctaataaaa
ccctgecaggt

aatttaggaa

gcttatatct
tactttgeceg
ggaggtggcg
gttgcagttt
ctggtaagag
ccagtaggca
cctaacctca
cgcotgetgte
ccctecactte
ttcccactat
tgtcgtccag
gttcaagtga
atacctggct
gaactcttga
aagtgtaaat
tgtaaaatgt
gacttagggce
tggccaatac
aacaagattt
gtgtgtgtgt
cagcactatg
gggcaacatg
tagtcttage
gcagtaacca
ccagaaaaag
cagtggcatg
ctaactataa
gactttgaag
caaacagtag
ggagtttcat
aactgttaca

cttggeccagt

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600
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cctggtgget
aggtcaggat
aaaatgcaaa
ctgaggcagg
tactgtacte
actcaattct
gctcacacct
gagcttgaga
aaaaaataag
aacatcacga
aatcccagct
gcagtgagcce
aagattacac
ttatctgagce
agggtgettyg
ctataatgtt
tggaatgtag
ctecaagecte
ttttgttttg
gctagagtac
ttettetgee
aatttttgta
tcctgaccete
gccaccacac
tttaatgaat
ggcaattctt
gaggcaatgt
gaggtgggac
tecetgectat
ccaggagtte

tgaaccaacg

cacacctgta
caggagtttg
aattagttgg
agaattgcett
cagcctggge
gtgatagcaa
gtaatcccaa
ccagactgga

ccaggtggga

gacctecatet
actcgggagg
ataatcatgc
tttcatatta
agtgctgcaa
tagataccac
ttttgttttg
cggtgcaatc
agcecttecga
ttttgttttg
aatggcgtga
tcagecectecet
ttttttagta
aggtgatcca
ctggctagag
taggacctet
acatatacga
ggcgtggtca
ctacaccctg
aatcccagea
gagecccaget

gtttttccaa
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atcccagcac
agaccagtct
gcgtggtgge
gaactccgga
cacagagcga
aatacagaaa
tgcttttgga
caacatagtg
gaattgcttg
ctacaaaaaa
ctgaggcagg
cactgtacce
tggcaaaagc
gcccagggtt
tgaaacatgt
ttttgttttt
ttggctcact
gtagctggga
ttttgttttt
tcttggctca
gegtagetgg
gagatggggt
cccgecttgg
gtgtgtcctt
agggtaagcece
aaagtatgaa
gtgctgggag
gggtggggat
ctttgggagg
gaataggatg

taggggcaat

tttgggaggce
ggccaacaca
acctgccectgt
tatggaggtt
gactccatct
tagagattat
ggctagggtg
agacccccca
agcccagaag
caacaacagg
aggatcgctt
cagcctgggt
atgtaaatat
tgtacccaca
agettatggt
tgagatggag
gcaacccctg
ttacaggtge
tagagacaga
ctgcaacctc
gattacagge
ttegccatgt
cctteccaaag
tttaatgctce
ccgettgggg
ccgccacgag
gatggcacct
cgaagaggct
ctgaggcagg
cceggcetact

tttgetgece

44

caaggcaggt
gtgaaacccc
catctcagcet
gcagtgagcc
ccaaaaaaaa
actttaggct
ggaggatcac
cctctacaaa
tttgagagag
gtgtggtgac
tagcccagga
gagaccctat
cctecagecet
aaaccccaaa
tttaagctac
tetegetetg
cctcccagat
gccaccacgce
gttttgectcet
cgccteccag
acgtgeccacce
tggccaggcet
tgctgggatt
atctttaagt
catttgtacc
gaggcctaca
ccttgagaga
tcctggecag
ggggcagcga
cccaccttgt

agcggatgtt

gaatcacctg
gtctctatta
actcgctagg
gagattgcag
agacttagga
aggtgttgtg
tcgaagccag
aaattaaaaa
cagcctgggt
attcacctgt
gttccaggct
ctcaaaaaaa
ccttecttat
tttataactc
atgtttttag
ttgecececagge
tcaagcgatt
ccagcaaatt
tgtagctcag
gttcaggecga
acacctgget
ggtcttgaac
acaggtgtga
ctacctcaga
tagatcccca
cactgcacaa
ctggggcaca
gtgcggtgge
ctgettgaga
tttaccatag

tggcaacgtc

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460
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tgcaggceatg
cagggatcct
gcaccaaacg
taagaagcct
ctgtcaccceca
ggttcaagca
catgctcaac
ggtctcgaac
acctgcatga
ggagtctctc
tectgecteee
aaccactaca
tagagaccag
tccecaaagtg
ctagacctgg
aggccaccte
agtgcctcaa
acctegtett
ccttecacaa
ccagggacac
ccagaccagt
ggggatctce
ctgatactcg
gacacccagg
ctgggagtag
cacttgggga
acttcttata
actttecctat
tgtttgtttg
caatggegtg
tcagecctece

tttttagtac

ctttggttgt
gctaaatgcg
ccaagagtgc
ccattttttt
ggctggagtg
atccteectgt
taatttttaa
tcetggecte
gccactgecac
tctgttgecece
aggttcaagt
cccagataat
gccaggctgg
ctgggattac
cageccctete
tcectteectg
cctggtgttce
cctgatecatt
catecgecctg
ccagggcagg
gatgagcacc
ctgtcgggge
ggatcctcag
cccaccccag
ggaagggctg
gtttcttect
tegtttttgt
atatagacag
tttgtttgtt
atcttggetce
gagtagctgg

agacgacatt
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cacaactgag
ctgccatata
tgcaattgag
tttttttttt
cagtggcaca
ctcagactce
attttttgta
aagtgatcat
caggctgagg
aggctggagt
gattctccetg
ttttgtattt
tctecgaaatce
aggtgtgage
cttcaccagt
ccecegeectg
ctgctggcag
ctgtatgagg
gaggtcagcea
gatgtctggg
gggagtttge
tcectggettt
gacgcaggtce
agaccctcca
aagccttgtt
ggcatcatge
ctctaaaaag
cataaagaag
tgttttgaca
actgcaacct
gattacaggt

ttgececatgtt

ggatgctatg
caggacagcc
aaatcctggt
tttttttttt
atcatagett
cgagtagcetg
gagacggagt
cccaccttgg
ttgagaattt
gcagtgctge
cctcagecett
ttagttgaga
ctgacctecag
caccacaccg
aactcctaaa
gtcccagget
acgtgtggtt
ggctectggg
ttggeeggge
actgaagcct
aatggcggce
gcctetgeat
acattcacct
tgaactgtgc
tcccttgeag
cttctgaata
aaacttttat
gtatgtcagce
gagtctcact
ccacttceceg

ggtcactacc

ggccaggetg

45

ggcatctage
ctcaccatge
ttecgatggtc
ttatgagaca
actgcagcct
ggactgcagg
tttgttatgt
tcteccecaatg
tttttttttt
gatcttggct
ccaagtagct
tggggtttta
gtgatctgee
ggctggtgtt
accagggacec
tagecctetee
cggetttcectg
aggcgcagcece
aagggctggg
cacccctget
acctgcatct
gacttcctcet
gtgggcagag
tcccagectt
gggggccage
aatgeccgatt
tatgaaagta
agatttctce
ctgtcaccta
gttcaagcaa
atgtctgget

gtctcaaact

gggcagaggc
agaacaacca
ccacttcett
ggatcttgct
ccacctccta
tgcgtgecac
tgceccaggcet
tgctggtatt
tttttgggat
cactgcagcce
gggactacag
ccatgtttag
cacctcagcece
gagattttat
cctggagggg
ccctgttecac
ccaagcatct
tacgtgaaca
ggtggcctgt
ctectgececete
ctgacacact
gccagctcete
ggacaggtca
cccggcaggt
cattgtctce
ttatccatgg
atacatgcce
cttttttgtt
ggctggagtg
ttetectgee
aatttttata

catgacctceca

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380
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ggtgatccge
tggcctectge
caatctgtaa
aagaattgtg
tacagttgtt
gtgagtagat
tttttttatt
gtcatggcete
caagcagctg
gtagagacgce
cctgecttgg
<210> 2

<211> 14881
<212> ADN

ccaccttgge
catctttgag
acaatcatgt
cagtgaatca
ttatcatgta
agagctaatg
tttagagaca
actgtagcect
ggactgcaag
gatcttccta

ccteoccaaag

<213> Mus musculus

<400> 2
tggacgtctg
ggcaggagat
agctcaggct
aagtttecggg
agggagacga
atgaccatcce
tgactctecce
acttcatgac
atctggaact
acaggagacc
ctcaggtctt
agaggaagct
taaggccact
aaaggtctgg
tcatgtgtcce
gactcgtttg

caggagggca

ctaagggacc
tgaaacccag
tcaggagagg
tatctctctg
agccggagaa
gtceccacce
tgacaaatct
aggcaggggg
aaagggcaga
tcagaattgg
gtattcgecac
agggtttgtg
ggaagttctg
attggtgetce
tcacagctta
ggtaggagga

tatttcaaac
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ctcccaaagt
gccttacgta
tggacattct
tecctgagtat
gtccagcccc
aatggcaggg
gggttgeact
tgacctccta
tgcatgccac
tgttacccag

tactgagatt

ccgacaaggce
gaaggactgg
ctgtaaggga
ccectetceac
aatccatcct
acgaagtcct
ccaccccagg
atggcttaac
ggatcgggcc
gtatggggga
ctcagccatt
gttectgatt
ggttceccatt
aatgcccaca
ctgtgagttce
tcctttttet

ggcaaatctt

gctgagatta
ttcattcatt
ttccagecatg
gcgecaccect
catcaaatct
ttggcacctg
ctgtcaccca
gactcaaaca
caagcccagce
gctggtcttg

acaagcatga

ctagcttgaa
gctaggagtc
gaggaaaggt
cagtgctccece
gcaggtctcet
cccecageace
ccectgtgeac
agtgtccagg
agaaagggga
gggggcatte
tccgecetect
tatttggggg
ttcaacgcca
ccctecaccta
cttaaggaca
cactgtttga

aatgacaggt

46

caggtgtgag
catgcattca
aaagttttca
gttctatgtt
atgtattcac
aggcatttta
ggctgaagta
atcctcacac
taattttttt
aactcttgag

g

taagtgggta
tggctgactg
gagactacga
ctcaaagccet
gtgtgtccag
caagacactt
cteccecectg
tgactcagac
aagggaaaaa
ggcaagtgca
ccaagccaca
agaagctgta
ttaagatttt
tggttattet
gaggctgcag
gtgatctagg

ggttgaaaag

ccactgtacc
ttgtttggga
gagaagtgga
aacattttgt
tgttccatca
ttttattatt
cagtggcaca
cttggecetee
tttttttttt

ctcaagcagt

cacttgtaga
taggaaaggg
ggaatggtgg
gatgtagccecce
aaagctcaca
cctettecee
ctcatggatg
tecgggtgeac
aaaagtggaa
gectgagtga
gccttcagtg
gaagtgagga
tctggggatg
tgtactgtgg
aatttctaga
aagaacacca

acccgggaga

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17021

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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agtgggcaga
atgctgecect
gacacattce
gacatcacag
tctatttett
gggcggaggyg
tgttgttcta
gataattcat
ttcccagatg
aggctggtceg
gacatccgeca
tgaagcctte
ttcatggcte
tctecgaactce
aaaaggaccc
tcacgtgacc
aggcctgggyg
gtgggtgaac
cagcggaacce
taatctgttt
cgaactcaat
tgagtgctct
ttgggatgct
gagtgagtgg
aggcceccteg
tggtctgaga
cccagcattt
gagtgagttce
caaacaaaca
cagttgaata

cttcacctat

ggctgctgga
gccatcgagt
aactatcctc
accaggaaaa
actgctgagt
accttggttt
ggatagtaag
agaatgctgt
cttattatag
cetttgeget
gcaaagtagc
cgegecatga
tacttgtgge
tcecttetttt
ggaagtaaga
cccaacctge
gcgggggett
acgagctgga
tgggactgac
tcttgaagcet
gttatgggaa
catcggttge
ggccetgece
ggggtcatgce
gttggatagt
gttgtgcaaa
gggaggcaga
caggacagcc
aacaaagtaa
cacagatact

tgatcagatc
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atccatagca
ggaaggtaag
tcageccteat
acacccatag
ctetgaagte
tctettgtaa
gcaaagggga
tttgtgggtg
gtctttacaa
caagcagaac
cataattgtt
ctagtactgg
tcecettegac
attctccgaa
agcaacccte
tcgtctacct
tgectttagag
gatctgggga
cgcggggeat
agctcggaac
gttctgeggg
cttgggaatg
cctcaacacce
tttctectace
cggagtgtcc
agtaaaatgc
ggcaggcgga
agggctacac
agtgcgattg
taatcaactg

ttagtatctg

gaggaatagg
ggaaggactc
tctectaact
cagctttcte
agctaaaagt
aaccaggggt
tttaaccgta
tttattttta
taggtctgta
ttgtcettgg
tcaggcaagt
cagatttggt
tccaattcaa
gtttgagaag
aagcacgtga
tgcggagagt
gggcaggggg
tccttecgacg
tgatcctteg
acacgctgac
ctegtggagg
accacctctg
atgcgggata
tcccagggga
tttggaagaa
cagctgggceg
tttctgagtt
agagaaaccc
gagcaaagat
tgaactttce

tagagttatt

47

cttgatgaag
cttatttgga
tccaattagg
agtgaactta
ctagcctetg
tggacaactt
acatcgtgaa
atcgatctac
aggacaacag
gacgttgggt
aagagctgca
cggcegtetag
aatcagtgct
tccaaaggecg
tggaaggctc
tcagctgcecte
cggggtcagg
gacatgtcgt
cacccacctg
tttgggcect
cgecttgagg
ccecgeggcte
ggcggggcect
ggagaccgac
tgcagtgggt
tggtggcaca
cgaggccagce
tgtctcgaaa
gagagccaag
aagttccatt

tattaaatgt

aatggtcaag
actgtgaggt
acaaacggct
gcacctttge
ttgcacagtg
tcgtggtatt
tattgccaca
tctcagctac
ataacacttg
ggggtagtgg
ggaaagaagc
agcgecgett
tccagcegtte
aaaaagagaa
acgggtactg
ttaaaggtac
cgggtggggce
gtatagcaga
tcccagactt
ttgggggacc
attctgagag
tcccgaggag
tcgtgtacce
tcagagcccce
ttctggtaag
cgectttaat
ctggtctaca
aacaaacaaa
ttgtgaaaag
aaattcccac

tttcectecag

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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ctaactttgt
cctectecte
cagtaagggce
aggccctact
taaaagcagg
atttgctttt
tgctattatt
aatacgctag
cagaatctta
agctggtcta
ttaaggactg
ttgggtettt
aagcaggagc
ataggtcagt
taagaaccca
ttggggagct
caacgggtac
tgttttgtca
catgttgtag
atgtctccag
gcggcagtga
taggaaattt
aaacatggtg
ttataaacac
acccacagcec
cgectttgteg
ccacaacagc
ggggacccca
gggaatgttg
gcececccectte
actgaaggtc

aatgaatgga

tttttttect
ttcctettet
ttactttgac
gtagcacaat
tectteccegg
gccaagttct
ttggttecect
atatttgecat
gtgtaagegt
atctcaaggce
taagtggata
gcaacaattt
aggcgtctgg
aagtgagccce
ctcagggcca
aaaggtctta
caggttggtg
ttgtaccctg
atgtttagta
atgttacaaa
gctagagcac
gacccaagct
catccatcett
tetetteatt
atttgtgaag
gaaagaccct
tcatctegat
cgatccttge
ggattgcagt
ccccagcettt
agagtgtata

gatctatcta
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cttecttect
ttttettett
ctttctaatc
gcccagaaca
gctcacgcac
gagcacagct
tgagatcagc
tgtaccacag
gggagaaata
ctgttttgat
gaaagccaga
ctcatatgtg
aaaccagagc
ctctgtacca
gaggacccct
gtctcccaca
aactcacata
ttgacatttg
gcatcccatg
tgctecectgee
gcaggcccta
gatattttcc
ggggggctgt

gtggacattg

ttaggacaga
cttectcteecce
ttgactgcaa
ctttgcaatc
gatgaatata
gtgagtgaaa
aatatgccct

actccagagc

ttetttettt
ttttttggaa
ctgettttge
cccattgttt
tgttgtacaa
ctgggagatg
aggtgaaaat
tgtttcegtt
gtgcttagga
agtggagaag
cagtgaagat
gtgatgctga
catgtaagta
ctaccatagg
gaaaaactcc
tcectecatgge
actggctggg
aggtcaggtg
ccecttgtca
aggtaacatt
agaggcgcag
agaaacccag
ctttggecte
aaaaactaag
actggacctg
ataggtggaa
ctccatctcce
tegtttecce
aatatgtaaa
cactgtaagt
gacagccatt

ctaacttaca

48

ctttetttet
aggtctttaa
cttecaggtg
ctgtttgeag
gtgagctctg
aaaataagaa
ttgtctcegt
gatgagaaat
ggacttggca
gaaaaaaaaa
gtgtcctcat
gegetgeeca
agcccctett
tcagtcegea
tagagtagct
aggagggatc
taagacctta
actgttgtga
accaaaagtg
acccaggtgg
ccteccacttt
atttctatat
tggcccaaag
gcccectaga
ggccttggtt
ccaggcccaa
acagctgtga
acccccacce
tagtaattat
ttcectettt
tgaggagccce

gcaggtctca

tecctettect
accctacaag
ctgecagttac
tgcagggtat
tctccageca
caatatgccc
tttgcacagg
gcccagggat
cttggececatg
aggtgtatct
ttctaggatce
tgacatccte
caccaccacc
tggggaatac
ctgggtggga
ttaaagagag
ttttgtggtg
gtctgtectg
acagccaaaa
agagcctttg
gcaggttcac
gaatgctcectt
tttgagatgce
agccttgect
agcctecectge
cacccacacc
gtgtccatgt
ccatccagtt
tagttcaggt
ggatgaggaa
cagagcaggg

ctggecegget

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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cceccggetgg
tctcaggecgg
cttggectte
ggaggaagcg
tcttectecage
tgeccttetet
atggactcaa
tgtgtgtgtg
acacacttgg
tcctaagetg
caaggagagg
tcecccgagac
taggaacaat
agcagggttg
ggacatgtgg
gatctgttct
tgeggettte
gcatctecte
aagcggcctg
agtgctettg
cagggcttcet
acaccctact
gcccaaagga
agccttgttg
agtggggctg
tgtctcagge
gagtgcaccce
ccaggtgtag
gggctattgt
agccgattag

gttgtcctaa

gttgggaagg
tgctectage
acttgetgece
ggagtctgga
cccecgggtge
cagtcagtgg
cagagtgatg
tgtgtgtgtg
gagattgtga
cacagcaaaa
gccagtccag
tttgtetcaa
tggagggtgt
aataattggg
aggagggtgt
tagccctgcet
agttaaaggt
agggctaggg

ggccaggagg

tcttetttte
tggatcgetg
ttctatgttg
tgaaagatgg
tgaaggggtg
tgttagetgt
tggttetgte
cggtttattt
tggtacatgce
ggggtatcca
tcacctggta

ggtccggtgg
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ttgtctecegg
agacatcctt
ttacaggtcet
gagtctcgca
tcgtcagtgg
ggttaagcct
tgctgtagte
tgtgtgtgtg
atttgagatt
ccctatctca
gctgatttac
agacaaacct
caataggaag
aattattaac
ggcttttecag
gagctgatgg
cactgtttge
gaggtcacct
actgggagac
agtgctgtga
tcttacctgg
gggatccctg
aaggaggagc
tggactctgg
gcgactctgg
tcatecegecac
cttetgtgtyg
ctttcatcce
ccagaaagac
actacacact

cctgttacaa

gaaggtctag
cccacccettg
gggtcggggt
tggaggtggce
agtttgttct
gtgtggtgag
tcceccagett
agagagagag
agttggggec
aaaaacaaag
atagcaagtt
cctagagett
gaatggggag
tgaatgaaga
atgagaccct
agttgaggct
tgtttgtect
tececteteact
gagtgcccce
tctcatggtyg
gactcaccca
ttctgctgcet
ttgatgctaa
actctcgaca
acaacttcat
aggteggete
tatttgtata
agcactctgg
ggctcagaca
gcatgttcag

ggctatecttg

49

gctctcactg
tcatcaaact
ggcaggagygyg
cttectgagtt
gctgggaget
tacgaagctg
cctgtgtgtg
agagagagag
acatagtgaa
acaaaaaaaa
ccaggccagc
ccctaaccag
actgagtata
tgggggtaca
agccetgtetg
gtaaacaaac
cccaggagtg
gactgcctte
tgctggecttc
gtcttegggt
ggctggectce
agccaggtga
tccaatcttce
cccctcaggt
tcectgacett
c¢tgagactgg
ttttagaaaa
aggcatcatg
tgggtttaaa
tggcatttcc

aagaaaagga

tgttctcoctg
cctggegect
aggcagggtg
cctecteate
ttgttctggt
ggagaggttg
tgtgtgtgtg
agagagagac
ttcaagccta
accaaaaaaa
ctggactaca
aagtgagctce
ggtggggatg
gtctcggaga
ttecagtgaca
caccggggac
gttttggecca
taccccaggt
catcttccte
accgggggtg
tceceegeage
gtgtccttag
agagctcttc
ggaatctcag
cagttgtctce
ggctgggact
cattattaag
ttatagctta
cccagtggaa
attggagtca

gtcagtatgt

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660
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gtgtaatgct
ttgaagecta
acatatggca
gggtcagecct
gtctcaaaaa
tgggtaaact
atgtgggaaa
gtatatatgt
aatagatgag
gtcecetgggt
ccatgcaagt
caagagcccce
ctgaacccct
taggcaccga
ccacttteeg
taggtgtaca
agacattceg
ggacataaaa
gaggcagcca
tgcacagacc
ttacaggagg
cttattggtt
ctctcgaatg
aacgcatatg
gtatttgtga
gttacaggca
ttgagcaacc
ttctttettt
tccttecttce
atgagcacaa
ataacagatg

gagcagtcag

gaacacccac
cctgggatac
aatgcctcta
ggtctacatc
aaaaaaaaaa
cagtcacaac
ggtcacaggg
gaataaaaat
aagtactgag
agaaacaaag
gtgaagggcc
ctgacteget
ggaccctgga
gaccccagag
cettggggtt
ggtctgggtc
attgctggga
ctgcgatggg
caatcagatc
cagaaagtaa
ttccaagtgt
tttaaatagt
gcctcaacct
ccaccataca
acttataccg
gttgggagct
agtgcteget
ctttectttet
cttcctttcet
tgtagttgte
gttgtgagece

tgctcttaac

ES 2797679 T3

agtcctgget
acgtggagac
atccaagccc
ttgagctcca
gaaagaaaga
acgaaacaaa
tgtggggacc
gtcaagaaac
aacagggaaa
aagcttttee
tggaggggcyg
tctececattee
ggggaaaacg
tcaaagccag
ttggtctceaa
aaagcagtca
atggtagtgc
gcccagaggg
tctatgattt
cggttaagga
gggggttttg
ctctectgtat
cacaaatcca
cctggctagg
cggatgacca
ggccgatgtt
cgctetttet
ttetttettt
ttetttettt
ttcagacaca
accatgtggt

cactgagcca

cttgggaggt
cctggetcaa
tcaggaggca
ggccagccag
aataaagcaa
aagacactga
cgagggggtg
acatttagta
cgagcaggtg
agcacagggt
ggcctgecagg
atcccagcecta
aggcagagac
gtaggatgca
cagtggacac
tgtatactta
tccagatgaa
gtggcgcaca
caaggceggt
aatggggtgg
ttgttgtttt
agccctaget
cctgeetetg
atttattttt
gcagagggca
gccaggatte
ttcecttttet
ctttctttet
ctttcggatt
ccagaagagg
tgctgggaat

tctectecage

50

gatggaaaag
aagctaactg
ggaggatctc
agctgcatag
tceccatgate
gtatgagaaa
gggagagtca
agaatctctg
ctgtgactga
acctagagge
acctctgggg
tttettgttg
tgctgeceecgg
aaggccctce
agttgaggga
ctaactactg
ggaatgagag
ccttgaatce
tgggctacat
ggatggctaa
gttttttett
ggcctagaaa
cctctcaaat
ctatttattg
tcagatgcct
aaacgtggac
ctctttettt
ttettteottt
tatttattta
gcaagagggc
tgaactcagg

ccectetttet

gctcatgtgt
agataattga
tgtgagtttg
ttaagaccct
atacagaccce
gggacctgtg
ccagagggca
tgaagtggtg
gtcaaatgag
tgggagcace
ccttteccega
ctcacgtete
cagcctctceca
catcccaggg
aacaggctgce
actggatgcece
cattttcaca
caacactccg
agtaagaccce
gggagctgcet
caagtttttg
tcactgtgta
gctaggagta
atgtgtatgt
tggagttgca
cccctecatgg
ctttetttet
ctttecttect
tttaatgtat
atcagatctce
acctectggaa

ttttttttta

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580
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ttgtttgttt
agcttctetg
tctectgect
gccacctete
tgtttgtttg
tcacactgta
ccaagtgggg
tgtgcattgg
ggagttacag
gcagccatta
aaacctttta
ctgacgttct
cgagcatcca
tcaaggtgtc
gggtgaggee
agtctgggat
aaaaaaaaaa
tttaccattt
tgetggetgg
tececeettece
gtgttcaagg
ccacttacat
tetactttge
tgtgggagga
ttcgagetce
gagaagttgg
accccaaaaa
gctataccag
cacctgggte
cggcctectg

cagctggact

gttttgtttt
tgtagctctg
ctgctttcca
caactctgag
cttgetttte
tgtaatccag
attaaaggca
tgttttgect
acagttgtga
ctcttaacca
tttttgagaa
gaggattgag
tcagcccaag
agctttgcaa
ttatgtgaga
ggagtcggta
aaaagtttta
tagcgactac
ttgecttgetg
cctgetetgt
tttgaatggt
ctcccgacte
agaatacttt
gagatagggc
tgttttteeg
caggtgggca
gtgccectgag
gctggtgtgt
ctagcectge
agtttcttac

ccatataaaa
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tgttttgttt
gctgtectgg
tgcgctggga
aaaggctcta
gaggaagggt
gctgcectcea
tgcgccacca
gtgtgcatgt
gctgccacgt
ctgagccatc
tggagetgte
ctctgeteat
acagcctttt
atgcctaggt
aaaggagcect
gataaaagct
taagtatatg
taagtgtgca
catgctggea
aggtgccage
ggctgegggt
ttccagggtc
atcaaccagg
tgaggttccg
gaacacttecce
gtaggctggg
agcctettee
tcgecctceceg
tccaggtact
attagtgtac

tgtgtggtgg

tttgtttttt
aactcactct
ttcagggcegt
cttatttatt
ttctetgtgt
aactttcaga
ctgcccageg
ctatgggagg
gggtgetggg
tcttgagcce
tgggcaagag
tcagactcgg
gaaggatatc
gatcatgttc
ggttgttcta
gtaccctgat
tgtgtatata
ctaagtggca
ccttagetaa
tgggacctct
gccecgtgag
tcttgtggta
gacttgtgag
ccatctceccat
ctaagccatg
aggatccctg
tcttctetge
ctcttctcte
gagtgctgee
tccagegtte

caccaggagg

51

tgttgttgtt
ctagaccaga
gtgcegecac
taattttgta
agccctgget
gatccacctg
atttgtctat
gtgttggatc
aattgaggtc
ccgagagaac
cgtgtgecaca
cagtgagtgce
tctgggetga
caggcacagg
gaaatgaaag
ctatagtctt
catatgtata
tttaaatcca
gegttecageg
ccectecagga
gatcctectge
catcatccct
tgaggggege
ctgtetggtce
ctcagcagta
atgttggggt
cccaacctta
caatgttgcc
ctgtttgtte
ctaagtacag

aaccagtcat

gttgaggcag
agtcaaaaat
ttaaccccaa
attatttgtt
gtcectggaac
cctecagecte
ttttatttta
ccctggaact
cgetggaaga
ccccaacaac
agtgtgaggt
cctcatccac
aacttggctg
aaacagctca
gcttagecag
gctcattaaa
cagcgcgaag
cacactgctg
tgecaacctee
aaggtggaca
ctettgectt
ctggtgctgg
cggggaggga
ttegetgeag
ccgatggtga
cctggggttyg
ggtaccagat
gaatacggtt
acacccacct
cactaaaggc

acttgtgggt

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440
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aaattccagt
agcctcagtt
tctgaggetg
caacacctat
ttgttttgat
ttaaggtagg
tagcctgaag
ctggeegteg
ggtccatget
tatttacttt
ccagaagagg
gaggcagagg
ggacagccag
aaaaaaaaca
ccaccatgtg
accgctgagce
tatatttata
cagaggacag
caggtcatac
tgtatagecce
atctgectge
tcagcccaaa
aggcccacat
tatatatgtg
ctggaactgg
gtgcctttaa
ctagatcatt
cggcaagtag
gagaacaggt
tgcctctgaa
gtgtgtgtgt

gtgttaggat

ttetgttete
ttcctatcag
tgggtcccat
ttctecagtgt
ttattttggt
gtctecactgt
ctcacagatc
tgetttgtte
gattgttacg
aaagatttgt
gcatcagcta
caggcggatt
ggctacacag
aaaaaaaaaa
gttgctggga
catcgctcta
tttatttatt
cgtgcaggat
aggcaagtac
tggctgtect
ctetgectece
ctttttattt
aagccttgac
aaccacctgt
aactacagat
ctactgagcce
ctgatgtgtt
gtcteccagac
gatgttcagg
tcacaagctc
gtgtgtgtgt

tcatgccatt
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aagagctgtg
gaagtcagat
ccctagtact
ttgtatagca
tttgttcttg
gtagtcctgg
tgcttcatga
tcacagtegt
aaacttctta
ttgtttatat
geccgggegtyg
tctgagttceg
agaaaccctg
acagaagagg
atcgaactca
gccctattta
ggtgggaggg
tggttecett
ctgtagctga
ggaactcact
caagtgctgyg
ggaggcaaag
cattgtttag
gtgecctggtg
aggtgtggac
atctttccag
acttgctgta
attgtcaaat
gggtccttgg
tegtgttage
gtgtgtttgt

daaaaagaaa

tgactcagag
ggggtggagc
gcaaaaatta
atgttgagaa
tctgetttat
gtggcctgga
atgcgggegt
tetgactgea
agccctcaag
ataaacaaac
gtggcgcacg
aggeccagect
tctegaaccce
gcatcagatc
ggacctctgg
tttattttat
agacacttgce
cttecaacgtg
gecatetett
ctgtggacca
gtttaaaggc
tcttcaaage
tttatatata
cccatggagg
cgcectgtgg
tccaaaattt
ggtgtttagc
gacccattga
gtgctgagga
tctgcagtgt
gtgtgtgata

caaaaaggca

52

cagtctctga
aggattgtge
aaatatttaa
aaaaaaggaa
ttttttttet
atcecgatatg
tgagggcctg
ccetggggect
cttgectttca
tgtagctgtg
cctttaatece
ggtctgaaaa
ccccccaaaa
ccatcataga
cagagcagtc
acaatttaaa
caagccgtgt
tgggttctgg
cagcccaaac
ggctggecte
gtgecgcecace
tggccttgaa
cacaaacctt
ccagagaggg
gtgctgtgga
tgtactcttg
agtatcccta
tttcagtgca
taggactctg
atgtgtgtgt
cacatggtag

agaaggagag

acctctattg
acctagectyg
tagctgtggg
gaacaagata
ttgtttgttt
tagactagge
tgcctegtge
tgttectget
tttacttact
ttcagacaca
cagcactcgg
gtgagctcca
aaaaaaaaca
tggttgtgag
agtgctctta
taaacacact
gtatggaggt
tgatcaaact
agggtttctce
gaactcagaa
actgecccage
cctacatctg
tgtctatgtg
tatcagatcc
agaacagcgg
acatttgcag
gctggtgaga
gtaattaggg
gtagagcatt
gtgtgtgtgt
gggtgtctag

gaggtgactg

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360
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atgaccacag
aacattacag
gtgaggatga
ctgggcactg
tctgagacct
cccacagtge
catctaccte
gaataccttc
ccttaggagce
caagcaccga
gtegggggte
gctegacaca
agcctttecce
tcagagtttt
tgtgcagtct
gaatgtataa
actggagaat
tatagttcag
aaacaattca
agacaggagg
ctacataaga
aaatcaaatg
tgtectgtttt
aaataaggat
tgtgtttett
tgtgttggaa
ataactcttt
tagtagcecct
gcactaaaat
atattgtcat

gaaggctaat

tggaatgacc
gctaagagtg
ggatggggte
ggaccctaca
gctgecctcecee
ctcaacctgg
atcttcatca
cacaacattg
cttgtggatg
gagtttgcca
ctggcecetge
cactgatctg
tgceccecactg
ctcctacccet
ctgaaacgga
agtatttcag
ccaagttcac
tggtagagta
aaagcagegt
atccagagtt
tcttgtttta
tccataggta
tatgccaata
ggtgatacct
gttttttteca
ttttgatgga
gacttgcttg
gaacgaatgt
tgacaataaa
ctggcagcecet

atccgtaata
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ctggtccaac
acagggacaa
atcgagggcc
cagccctcetg
tgcegtattg
cccteetget
tcattctgta
ctctggaggt
gaagccctaa
tggaagctgc
ctctgcatga
caggcacatg
cagcaaggag
ctgcececttet
aagtttacat
acaaggtgtg
gtctgactgg
cttgceccagg
atgctaatat
catggtecte
caataattac
tgtagattta
ctgtgtgggt
ccaggagtte
tatgaaattg
caactgattt
gttagattga
cacaggagac
ccagatctca
acagaataga

tataaagaac

tgagagctca
gtcaaggaag
taccaagatg
cttcagcgge
ttgcccagte
ggcagatgte
cgaagggcete
ctgtgccagt
cccttgttet
ctgtatctcet
cttecctetgt
agcagatcac
ccectgatgt
aataaatgct
aagcccactg
gcacacacct
gatatacggt
atgtcectggg
aagcctgtag
agctacatag
attgtgtatt
tatctgggte
tttattacta
tattactgta
agtattgtte
ctttettecaa
ccctacaata
aacttcctga
tgaaactgaa
aaaagattte

tcaaagcecgg

53

ccagtgatgg
gggagaaacc

tcggggtcecce

atctcctata
tcacgecectcece
tgcttgaact
ctgggtgggyg
tggacaaggg
ttgctctece
gacaccttgg
caccteceett
acatcttcga
tteccactec
tattttaaca
tgaaagatat
gtaattccag
gagaccctga
ctctcagttt
tecccaggatt
gaaaccaagg
tctggecttcet
ttcgattcca
taactctgta
cagagttgtt
tttcaaggtc
tgtecttaaag
ttcatagaag
acagaacacc
aagcttttgt

taccaactca

gcggtggtgg

gaagttgagg
cacaaggcat
acaggcccag
acctggcagce
ctteccetetg
tecttgeccag
ccgcttacgt
ctgtgggtgg
agaccagtga
gaatctcccect
gacaggagtt
gctetgecac
tgagctggee
gtttcetttt
atgtatttat
cactcagcag
ggactagggc
tatccetgga
ggggaggtag
tcagectgge
ttataaaaaa
ttgatcaact
gtagtgcttg
ttagecaatce
tataaagaat
tttttatcat
acgaagtggg
aatagttcag
gaggcaaatg
atatctgata

cgcacgcecett

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13320

13980

14040

14100

14160

14220
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<210> 3

taatcctage
tacaaagtga
caaagaacaa
aataaggcaa
ggaatctcaa
caaatcaaaa
ctcaagtaac
gagcactett
ggtagtttct
caaaggatgt
ttataataac

a

<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

actcaggagg
gtteccaggac
aaaacacgag
atagcccaaa
atggctgaga
ccactctgag
agctcatgcet
cggttgttgg
tagaaaattg
cccatcctac

cagaaactgg

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 3

acacagaacc acacactcac cacac 25

<210> 4

<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 4

gagaagagat gaggagga 18

<210> 5

<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 5

ggctgagaag agatgagg 18

<210> 6

<211>18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

ES 2797679 T3

cagaggcagg
agccagagct
ggagagagaa
taaaaaatgg
aacacttaga
attccatett
ggcgaggatg
tgagaatgca
gaacctccag
cacagggaca

aaacaacctc

tggatttctg
acacagagaa
agagaaagag
ggtacagagc
acttcatcat
taacacctgt
tggagaaagg
aatttgtaca
acccagctat
cttgctcecaat

gatgtceccectt

54

agttcaagge
accctgtcecte
aactcaagaa
tgaacagaga
ccttateccag
caggatggcet
ggagcacttg
gcecactttgg
accacttctg
tatgttcaca

aactaaggaa

cagcctggtc
gaaaaaaaaa
gctagacatc
cttctcaaca
cagggaaatg
aagatcaaaa
ggagcaaggg
agatcaatat
gggatatacc
gcagctttat

tggataagaa

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14881
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<400> 6
gggctgagaa gagatgag 18

<210> 7

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400>7
cactgacgag cacccggg 18

<210> 8

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8
ccactgacga gcacccgg 18

<210> 9

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 9
tccactgacg agcacccg 18

<210> 10

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 10
aaactccact gacgagca 18

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 11
gaacaaactc cactgacg 18

<210> 12

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

55
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<400> 12
agcagaacaa actccact 18

<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13
tcccagcaga acaaactc 18

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14
aagctcccag cagaacaa 18

<210> 15

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15
aacaaagctc ccagcaga 18

<210> 16

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
ccagaacaaa gctcccag 18

<210> 17

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 17
gcaaccagaa caaagctc 18

<210> 18

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

56
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<400> 18
gaaggcaacc agaacaaa 18

<210> 19

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 19
gagagaaggc aaccagaa 18

<210> 20

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20
gactgagaga aggcaacc 18

<210> 21

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21
cactgactga gagaaggc 18

<210> 22

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 22
accccactga ctgagaga 18

<210> 23

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23
cttaacccca ctgactga 18

<210> 24

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

57
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<400> 24
caggcttaac cccactga 18

<210> 25

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 25
cacacaggct taacccca 18

<210> 26

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 26
tcaccacaca ggcttaac 18

<210> 27

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 27
gtactcacca cacaggct 18

<210> 28

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
cttcgtactc accacaca 18

<210> 29

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29
ccagcttcgt actcacca 18

<210> 30

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 30
tctcecagcet tegtacte 18

<210> 31

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 31
gggatggaat ggagaagc 18

<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32
agctgggatg gaatggag 18

<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 33
aaatagctgg gatggaat 18

<210> 34

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 34
caagaaatag ctgggatg 18

<210> 35

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 35
gcaacaagaa atagctgg 18

<210> 36

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 36
gtgagcaaca agaaatag 18

<210> 37

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 37
agacgtgagc aacaagaa 18

<210> 38

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 38
caggagacgt gagcaaca 18

<210> 39

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 39
ggttcaggag acgtgagc 18

<210> 40

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 40
gggttcagga gacgtgag 18

<210> 41

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 41
ccectecagg gtccaggg 18

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 42
tttccectee agggteca 18

<210> 43

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 43
tegtttteee ctccaggg 18

<210> 44

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 44
tgcctegttt tecectee 18

<210> 45

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 45
tetetgecte gtttteee 18

<210> 46

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 46
gcagtctctg cctegttt 18

<210> 47

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 47
ggcagcagtc tctgectc 18

<210> 48

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 48
gccgggceagce agtctetg 18

<210> 49

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 49
ggctgccggg cagcagtc 18

<210> 50

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 50
gagaggctgc cgggcage 18

<210> 51

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51
ctatgagagg ctgccggg 18

<210> 52

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 52
gtgcctatga gaggctge 18

<210> 53

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 53
ctcggtgect atgagagg 18

<210> 54

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 54
gggtctcggt gectatga 18

<210> 55

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 55
cctggctttg actctggg 18

<210> 56

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 56
cctacctggc tttgactc 18

<210> 57

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 57
gcatcctacc tggctttg 18

<210> 58

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 58
ctttgcatcc tacctgge 18

<210> 59

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 59
gggcctttge atcctacc 18

<210> 60

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 60
gggagggcct ttgcatcc 18

<210> 61

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 61
agctgatcat attctacc 18

<210> 62

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 62
agctgatcat attctacctg gtget 25

<210> 63

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 63
aaaggcaacc aggacgaa 18

<210> 64

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 64
aaatgctctg atgtggtt 18

<210> 65

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 65
acaaatccca ctgacgag 18

<210> 66

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797679 T3

<400> 66
acaggctggt ccccacag 18

<210> 67

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 67
accacacagg ctggtccc 18

<210> 68

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 68
actctcagca tctcagec 18

<210> 69

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 69
aggacgaagc ttccagca 18

<210> 70

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 70
caaccaggac gaagcttc 18

<210> 71

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 71
cactcaccac acaggctg 18

<210> 72

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 72
cagaaccaca cactcacc 18

<210> 73

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 73
cagaatgaga aaaggcaa 18

<210> 74

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 74
ccacacactc accacaca 18

<210> 75

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 75
ccatctgaca cagaacca 18

<210> 76

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 76
cccacaaatg ctctgatg 18

<210> 77

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 77
ccccacagaa tgagaaaa 18

<210> 78

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 78
ctctgatgtg gttcctcg 18

<210> 79

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 79
ctggtcccca cagaatga 18

<210> 80

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 80
gaagcttcca gcagcaca 18

<210> 81

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 81
gcagcacaaa tcccactg 18

<210> 82

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 82
gctccccate tgacacag 18

<210> 83

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 83
ggaaggtcgg tctctact 18

<210> 84

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 84
ggtgagaagg gaagggag 18

<210> 85

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 85
gtcggtctct actctcag 18

<210> 86

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 86
tcccactgac gagaacce 18

<210> 87

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 87
tctctactcet cagceatct 18

<210> 88

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 88
tgacacagaa ccacacac 18

<210> 89

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 89
tgagaaaagg caaccagg 18

<210> 90

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 90
ttccagcagc acaaatcc 18

<210> 91

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 91
gggaaggtcc ccagggac 18

<210> 92

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 92
tggctgggaa ggtcccca 18

<210> 93

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 93
cctactggct gggaaggt 18

<210> 94

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 94
aaaaccctac tggctggg 18

<210> 95

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 95
gtcagaaaac cctactgg 18

<210> 96

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 96
gcagggtcag aaaaccct 18

<210> 97

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 97
tgaaggcagg gtcagaaa 18

<210> 98

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 98
taggatgaag gcagggtc 18

<210> 99

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 99
aggagtagga tgaaggca 18

<210> 100

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 100
tagctaggag taggatga 18

<210> 101

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 101
agaaatagct aggagtag 18

<210> 102

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

70



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797679 T3

<400> 102
caacaagaaa tagctagg 18

<210> 103

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 103
gagatgtgag caacaaga 18

<210> 104

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 104
ctcaggagat gtgagcaa 18

<210> 105

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 105
tgggcctcag gagatgtg 18

<210> 106

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 106
ggtcctgggce ctcaggag 18

<210> 107

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 107
tccagggtec tgggectc 18

<210> 108

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 108
tceectecag ggtectgg 18

<210> 109

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 109
cttcttceece tecagggt 18

<210> 110

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 110
tgcttcttct tccectee 18

<210> 111

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 111
ctetetgctt cttettec 18

<210> 112

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 112
ctgcgctcte tgcttett 18

<210> 113

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 113
ccgggctgceg ctctetge 18

<210> 114

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 114
ggctgeeggg ctgegete 18

<210> 115

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 115
gggcctcggt tettatga 18

<210> 116

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 116
cctacctggc ttcgactc 18

<210> 117

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 117
tgtctcctac ctggcettc 18

<210> 118

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 118
gtctgtgtct cctacctg 18

<210> 119

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 119
tgagggtctg tgtctect 18

<210> 120

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 120
ctctctgagg gtctgtgt 18

<210> 121

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 121
gtgaccictc tgagggtc 18

<210> 122

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 122
agaaagtgac ctctctga 18

<210> 123

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 123
gagaaagaaa gtgacctc 18

<210> 124

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 124
ccagagagaa agaaagtg 18

<210> 125

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 125
caaacccaga gagaaaga 18

<210> 126

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético
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<400> 126
aaggccaaac ccagagag 18

<210> 127

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 127
aggaaaaggc caaaccca 18
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que consta de 8 a 30 nucledsidos unidos y que tiene
una secuencia de nucleobase que comprende una region complementaria, en donde la regién complementaria
comprende al menos 8 nucleobases contiguas y es 100% complementaria a una porcion de igual longitud de una
region diana de una transcripciéon CLN3, en la que:

(i) la secuencia de nucleobase del oligonucle6tido es al menos 90% complementaria a una region de igual
longitud del transcrito de CLN3, medida a lo largo de toda la longitud del oligonucleétido; y
(ii) el oligonucleotido modificado no comprende mas de 4 2’-desoxinucledsidos contiguos no modificados; y

en donde el compuesto es capaz de inducir la omision de uno o mas exones de la transcripcion de CLNS3,
para uso en el tratamiento de la enfermedad de Batten o para retrasar o prevenir la aparicion de la enfermedad de
Batten.

2. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la region diana de la transcripcion de CLN3
comprende al menos una porcion del exén 6, exdn 9, intrdn 5, intrén 6, intrén 9 o intrén 10 de la transcripcion de CLN3,
y en donde opcionalmente, el compuesto es capaz de prevenir el desplazamiento del marco que da como resultado
un coddn de parada prematuro en el exén 9 de la transcripcion de CLN3.

3. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que la region complementaria
del oligonucleétido modificado comprende al menos 10, al menos 12, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos
17, al menos 18, al menos 19, o al menos 20 nucleobases contiguas.

4. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia de
nucleobase del oligonucledtido es 100% complementaria a una region de igual longitud del transcrito de CLN3, medida
a lo largo de toda la longitud del oligonucleoétido.

5. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el oligonucleétido
modificado comprende al menos un nucledsido modificado.

6. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que al menos un nucledsido modificado comprende
un resto de azucar modificado.

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que al menos un resto de azicar modificado es un
resto de azucar sustituido en 2'.

8. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el sustituyente 2° de al menos un resto de
azucar sustituido con 2' se selecciona entre: 2'-OMe, 2'-F y 2'-MOE.

9. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el oligonucledétido
modificado comprende al menos 5 nucledsidos modificados, al menos 10 nucledsidos modificados o al menos 15
nucledsidos modificados, cada uno de los cuales comprende independientemente un resto de azicar modificado.

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que cada nucleésido del oligonucleétido modificado
es un nucledsido modificado, cada uno de los cuales comprende independientemente un resto de azlcar modificado.

11. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 9 o la reivindicacién 10, en el que cada resto de azucar
modificado es un 2'-MOE.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto que comprende un oligonucleétido modificado que
consta de 8 a 30 nuclebdsidos unidos y que tiene una secuencia de nucleobase que comprende una region
complementaria, en donde la region complementaria comprende al menos 8 nucleobases contiguas y es 100%
complementaria a una porcién de igual longitud de una regién diana de una transcripcion CLN3, en la que:

(i) la secuencia de nucleobase del oligonucleétido es al menos 90% complementaria a una regién de igual
longitud del transcrito de CLN3, medida a lo largo de toda la longitud del oligonucleétido; y
(ii) el oligonucleotido modificado no comprende mas de 4 2’ desoxinucledsidos contiguos no modificados; y

en donde el compuesto es capaz de inducir la omision de uno o mas exones de la transcripcion de CLN3,
y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable,

para uso en el tratamiento de la enfermedad de Batten o para retrasar o prevenir la aparicion de la enfermedad de
Batten.

13. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la composicion comprende
una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto.
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14. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde la sal farmacéuticamente

aceptable es una sal de sodio o potasio.

ES 2797679 T3

77



ES 2797679 T3

T ean3i4

LHIVENTLD

ewse|doyo

(VV 8€F) EN1D

g

(eus101d)

RIBYER

érgﬁaggtt

epeled

(WY ]

BLVENTLDY

ENTD

i A B

65 17%%+ SLVENTTD

Gus 3% + SLVENTD

E L 13 o RN el e M o 2 Ry
et et

SLVENTTD

funyy-2.d]

78



ES 2797679 T3

z eingi4

8L9V

3LV

9Vv14
(74) e12|dwod pnyiSuo’

ST _S¢L - ST &4 - ST S/

OSV-OW OSV-On OSV-OW

8LV/8LV ~ 8LV/+ 1M
TIONT TONTI

() osv

79



ES 2797679 T3

ceingi

e e e

8L9V

R i

mwm u.u..........u:...v....n.....u.u.u....n.n..:..........n.n.oﬂ.?....

e o S S e S

'

ey
i e
ey

sZ 0S 00T 00z OOF - :(IAu) OSY

ENTI-OW opeles} oN

8LV/8LV
1IN

80



ES 2797679 T3

yeingi4

J)ON

ENTI-OW

J-0W

8LV/8LV
TONT

(8LV/+) 33H
(+/+) M

eufoe-g

8LV
8L9V

81



o
612919

814919
LTL919

914919 |

STL9T19
v1L919
ETL9T19
CTL919

114919
0TL919
604919
804919

L0£919
904919

S0£919
04919
€0L9T19

04919 |

104919
004919
669919

869919 |

919469
969919
569919
769919
€69919

ES 2797679 T3

o
1|

e

e e e

T e R

m
—
2

o

£

o

&)
=]

=
=

(+74]

c

]
-

Omisidn

3

de exdn 6

82

Figura5s



bR

¥
IE

67/919

8VL9T9 |
LYL9T9 |

9v/919|

S¥L919
vvL919
EvL919
ZvL919

1¥L919

0vL919 |
6€/919 |

8EL919
LELITY
9€L919
SEL9T19

FELIT9
EELIT9|

ZEL9T9 |
1€£919

0EL919

67919
8Z/919

LTLIT9 |
9z£919 |

STLIT9|
¥ZL9T9 |

€CL919
ZZL919

T¢L919

0TL919

ES 2797679 T3

e

Longitud completa=>

Omision

deexéng_) o

83

Figura6



ES 2797679 T3

/. eingi4

. lestov

| le 8LV

604919 PETLLS

8LV/8LV ENTD ualieg sauojey

84



ES 2797679 T3

£LS9889
¢[5889
15889
045889
695889
899889
L95889
995889
5949889
795889
£95889
99889
195889
095889
655889
855889
£S5889
9559889
5559889

Figurag

59889
£55889
55889
155889
055889
6¥5889
815889
LVS8BY9
915889

85



85889
EBGEED
¢85889
185889
085889
6.5889
845889
LLS9889
9.5889
SL5889
PLSEEI

ES 2797679 T3

uoIBINWIS

079889
609889
809889
L09889
909889

509889
09889
ED9EB9
€09889
109889
009889
665889
865889
LBS889
965889
565889
F65E89
EBSE8O
CB9ER9

A78=>»

A789 >

165889
065889
685889
88GEE9
L8GEBI
985889
GEL889
585889

ek R

S

A e

-

e w e e

o CRBRRNE SRR

86

A789 > |

Figura o



ES 2797679 T3

8L9V >

8LV >

0T eJ4n3i4

B ) W v <€63/V

% | €8LV

655889 -

565889 B

9 UOX3 3p UYISIWQ

6 UOX3 3p UOISIWO

87



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

