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DESCRIPCION
Oligonucledtidos antisentido como inhibidores de la sefializacion TGF-R

[0001] La presente invencion se refiere a oligonucledtidos antisentido, su uso como inhibidores de la sefializacion de
TGF-R, composiciones farmacéuticas que contienen dichos oligonucledétidos antisentido y el uso para la profilaxis y
el tratamiento de enfermedades neuroldgicas, neurodegenerativas e hiperproliferativas, incluidas las oncoldgicas.

[0002] EI TGF-B existe en tres subtipos conocidos en seres humanos, TGF-p1, TGF-B2 y TGF-B3. Estos estan
regulados al alza en enfermedades neurodegenerativas, como la ELA y algunos canceres humanos, y se ha
demostrado una mayor expresion de este factor de crecimiento en condiciones patoldgicas de enfermedades
neurodegenerativas, trauma agudo, y neuroinflamacion y envejecimiento. También se cree que las isoformas del
factor de crecimiento beta transformante (TGF-1) estan implicadas en la patogénesis de la preeclampsia.

[0003] Los TGF-B activados ejercen sus efectos sobre la célula diana a través de tres clases de receptores
diferentes: tipo | (TGFRI), también denominadas quinasas de tipo activina (ALK; 53 kDa), tipo Il (TGFRII; 70-100
kDa), y tipo Il (TGFRIII; 200-400 kDa. Los receptores de TGF-f son receptores de quinasa serina/treonina de un
solo paso. Mientras que el receptor de quinasa tipo Il es constitutivamente activo, el receptor de tipo | debe
activarse. Este proceso se inicia mediante la unién de un ligando a TGFRII; esto desencadena la formacion
transitoria de un complejo que incluye el ligando y los tipos de receptores | y Il. Teniendo en cuenta la composicion
dimérica del ligando, el complejo del receptor probablemente consiste en una estructura tetramérica formada por dos
pares de cada tipo de receptor.

[0004] La transduccion de sefales de TGF-f tiene lugar a través de sus receptores y, posteriormente, a través de
las proteinas Smad. La transduccién de sefal celular dependiente de Smad iniciada por la unién de la isoforma TGF-
B a un par de receptores TGFRI/Il especifico, conduce a la fosforilacion de Smad intracelular y, posteriormente, a la
translocacion de un complejo de Smad activado en el nucleo para influir en el objetivo especifico la expresion
genica. La divergencia de la sefial en ofras vias y la convergencia de las vias de sefializacidon vecinas generan una
red altamente compleja. Dependiendo del contexto ambiental y celular, la sefalizacion de TGF-beta da como
resultado una variedad de respuestas celulares diferentes, como la proliferaciéon celular, la diferenciacion, la
motilidad y la apoptosis en células tumorales. En el cancer, el TGF-B puede afectar el crecimiento del tumor
directamente (denominado efecto intrinseco de la sefalizacion del TGF-B) o indirectamente (denominado efecto
extrinseco) al promover el crecimiento del tumor, induciendo la transicion epitelio-mesenquimatosa (TME),
bloqueando las respuestas inmunes antitumorales, aumenta la fibrosis asociada a tumores, modula la matriz
extracelular (ECN) y la migracién celular, y finalmente aumenta la angiogénesis. Los factores (p. ej., concentracion,
tiempo, exposicion local) que determinan si la sefalizacion de TGF- tiene una funcion supresora o promotora de
tumores son una cuestion de intensa investigacion y discusion. Actualmente, se postula que la funcién supresora de
tumores de la sefalizacion de TGF-f3 se pierde en etapas tempranas del cancer similar a las mutaciones recesivas
de pérdida de funcion en otros supresores de tumores. Por lo tanto, hay varios enfoques farmacoldgicos para el
tratamiento de diversos canceres bloqueando las vias de sefalizacion de TGF-beta, como la investigacion de
Galunisertib y TEW-7197, ambos son inhibidores de la molécula pequefia de TGFRI y estan en investigacion clinica,
y LY3022859, un anticuerpo contra el TGFRII.

[0005] Las sefiales proporcionadas por las proteinas de la familia del factor de crecimiento transformante (TGF-f3)
representan un sistema mediante el cual las células madre neurales se controlan en condiciones fisiologicas, pero
en analogia a otros tipos de células se liberan de este control después de la transformacion a células madre
cancerosas. TGF-f3 es una citoquina multifuncional involucrada en varios procesos fisiolégicos y patofisioldgicos del
cerebro. Se induce en el cerebro adulto después de una lesion o hipoxia y durante la neurodegeneracion cuando
modula y amortigua las respuestas inflamatorias. Después de la lesion, aunque el TGF-B esta en general
neuroprotector, limita la auto-reparacion del cerebro al inhibir la proliferaciéon de células madre neurales e inducir la
fibrosis/gliosis para la formacion de cicatrices. Similar a su efecto sobre las células madre neurales, el TGF-( revela
un control antiproliferativo en la mayoria de los tipos de células; sin embargo, paraddjicamente, muchos tumores
escapan del control de TGF-B. Ademas, estos tumores desarrollan mecanismos que cambian la influencia
antiproliferativa del TGF-f en sefiales oncogénicas, principalmente al orquestar una multitud de efectos mediados
por el TGF-B sobre la enfermedad, la migracién y la invasion, la angiogénesis y, lo mas importante, mecanismos de
escape inmune. Por lo tanto, TGF-f esta involucrado en la progresion tumoral (ver Fig. 3).

[0006] En consecuencia, el Receptor de TGF Il (factor de crecimiento transformante, receptor beta; simbolos
utilizados sinénimamente: receptor de TGF-beta tipo Il, TGFBR2; AAT3; FAA3; LDS1B; LDS2; LDS2B; MFS2; RIIC;
TAAD2; TGFR-2; TGFbeta-RIl, TGF-RIl, TGF-Ry), y en particular su inhibicién, se validd6 como objetivo para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como la ALS, y enfermedades hiperproliferativas, como el cancer
y las enfermedades infecciosas fibroticas.

[0007] Por lo tanto, el objetivo de la presente solicitud es proporcionar compuestos farmacéuticamente activos

capaces de inhibir la expresion del Receptor de TGF Il (TGF-Ry) y, por lo tanto, reducir la cantidad de Receptor de
TGF Il (TGF-RII) y disminuir la actividad de sefalizacion aguas abajo TGF-8.
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[0008] ElI objetivo de la presente invencion se resuelve mediante la ensefianza de las reivindicaciones
independientes. Otras caracteristicas, aspectos y detalles ventajosos de la invencién son evidentes a partir de las
reivindicaciones dependientes, la descripcion, las figuras y los ejemplos de la presente solicitud.

[0009] Sorprendentemente bajo miles de sustancias candidatas, tales como complejos de proteina-nucleétido,
ARNSsi, micro-ARN (ARNmi), ribozimas, aptameros, cpG-oligos, ADN-zimas, riboswitches, lipidos, péptidos,
moléculas pequefias, modificadores de balsas o caveoli, modificadores del aparato de Golgi, los anticuerpos y sus
derivados, especialmente quimeras, fragmentos Fab y fragmentos Fc, oligonucleétidos antisentido que contienen
LNA (LNA®: Locked Nucleic Acids) fueron los candidatos que se encontraron mas prometedores para los usos aqui
descritos.

[0010] Por lo tanto, la presente invencion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10 a 28
nucleodtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucleétidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-RII, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia complementaria a la
secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID. No. 4) y sales e isdmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0011] También se describen oligonucledtidos antisentido que consisten en 10 a 28 nucledtidos y al menos dos de
los 10 a 28 nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que
codifica el TGF-R;. o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la region del gen que codifica el
TGF-Ry o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o la
secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la secuencia ACTACCAAAT (Seq. ID No. 6) o la secuencia
GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o la secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la secuencia TTATTAATGC (Seq.
ID No. 9), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia
TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o secuencia ACTACCAAAT (Seq. ID
No.6) o secuencia GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o secuencia
TTATTAATGC (Seq. ID No. 9), respectivamente y sales e isdbmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0012] Un poco redisefiada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10
a 28 nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
hibridar con una regién del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que
codifica el TGF-Ry, en donde la regidon del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o la region del
ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o la secuencia
CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la secuencia ACTACCAAAT (Seg. ID No. 6) o la secuencia GGACGCGTAT (Segq.
ID No. 7) o la secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la secuencia TTATTAATGC (Seq. ID No. 9), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia TGGTCCATTC (Seq.
ID No. 4) o secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o secuencia ACTACCAAAT (Seq. ID No. 6) o secuencia
GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o secuencia TTATTAATGC (Seq. ID
No. 9) respectivamente y sales e isdmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0013] Alternativamente, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleotido(s) antisentido que consta de 10 a 28
nucleodtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o la secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la secuencia ACTACCAAAT (Seq.
ID No. 6) o la secuencia GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o la secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la
secuencia TTATTAATGC (Seq. ID No. 9) y el oligonucledtido antisentido comprenden una secuencia
complementaria a la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o la secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la
secuencia ACTACCAAAT (Seq. ID No. 6) o la secuencia GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o la secuencia
GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la secuencia TTATTAATGC (Seq. ID No. 9) respectivamente y sales e isbmeros
opticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0014] Un poco redisefiada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10
a 28 nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
hibridar con una regién del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que
codifica el TGF-Ry, en donde la regiéon del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o la region del
ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) o la secuencia
CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la secuencia ACTACCAAAT (Seg. ID No. 6) o la secuencia GGACGCGTAT (Seq.
ID No. 7) o la secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la secuencia TTATTAATGC (Seq. ID No. 9), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria de la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No.
4) o la secuencia CCCTAAACAC (Seq. ID No. 5) o la secuencia ACTACCAAAT (Seq. ID No. 6) o la secuencia
GGACGCGTAT (Seq. ID No. 7) o la secuencia GTCTATGACG (Seq. ID No. 8) o la secuencia TTATTAATGC (Seq.
ID No. 9) respectivamente y sales e isomeros opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0015] Preferiblemente, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10 a 28
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nucleotidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con
dicha secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) y sales e isdbmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0016] Un poco redisefiada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10
a 28 nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
hibridar con una regién del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que
codifica el TGF-R, en donde la regidon del marco de lectura abierto del gen que codifica el TGF-R; o la region del
ARNmM que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4), y el componente de
oligonucledtido antisentido - presenta una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID
No. 4) y sales e isdbmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0017] Alternativamente, la presente invencion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consta de 10 a 28
nucleodtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la
secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) y sales e isomeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0018] Un poco redisefiado, que consta de 10 a 28 nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA 'y
el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar con una region del marco de lectura abierto del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en donde la region del marco de lectura abierto del gen
que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq.
ID No. 4), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia TGGTCCATTC
(Seq. ID No. 4) y sales e isomeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0019] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencidon comprenden preferiblemente de 2 a 10 unidades de
LNA, mas preferiblemente de 3 a 9 unidades de LNA y adn mas preferiblemente de 4 a 8 unidades de LNA vy
también preferiblemente al menos 6 unidades no de LNA, mas preferiblemente al menos 7 unidades no de LNA y lo
mas preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA. Las unidades no de LNA son preferiblemente unidades de
ADN. Las unidades LNA se colocan preferiblemente en el extremo terminal 3' (también denominado terminal 3') y en
el extremo terminal 5' (también denominado terminal 5'). Preferiblemente, al menos una y mas preferiblemente al
menos dos unidades de LNA estan presentes en el extremo terminal 3’ y/o en el extremo terminal 5'.

Por lo tanto, se prefieren los oligonucleétidos antisentido de la presente invencién que contienen de 3 a 10 unidades
de LNA y que contienen especialmente de 1 a 5 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y de 1 a 5 unidades de
LNA en el extremo terminal 3' del oligonucledtido antisentido y entre las unidades de LNA al menos 7 y mas
preferiblemente al menos 8 unidades de ADN.

Ademas, los oligonucledtidos antisentido pueden contener nucleobases comunes tales como adenina, guanina,
citosina, timina y uracilo, asi como derivados comunes de los mismos. Los oligonucleétidos antisentido de la
presente invencion también pueden contener puentes internucleotidicos modificados tales como fosforotioato o
fosforoditioato en lugar de puentes de fosfato. Dichas modificaciones pueden estar presentes solo en los segmentos
de LNA o solo en el segmento no LNA del oligonucleétido antisentido.

[0020] Por lo tanto, la presente divulgacion también se dirige a oligonucleétidos antisentido que consisten en 12 a 24
nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
CTGGTCCATTC Seq. ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298),
TCCCTAAACAC (Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301),
CACTACCAAAT (Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304),
TGGACGCGTAT (Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC (Seq. ID No..306), TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307),
GGTCTATGACG (Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310),
TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia CTGGTCCATTC (Seq.
ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298), TCCCTAAACAC (Seq. ID
No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301), CACTACCAAAT (Seq. ID No.
302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304), TGGACGCGTAT (Seq. ID No.
305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307), GGTCTATGACG (Seq. ID No.
308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310), TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311),
TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313) respectivamente y sales e isomeros
opticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0021] Alternativamente, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en 12 a
24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
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hibridar con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una regién del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
CTGGTCCATTC (Seq. ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298),
TCCCTAAACAC (Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301),
CACTACCAAAT (Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304),
TGGACGCGTAT (Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307),
GGTCTATGACG (Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310),
TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia CTGGTCCATTC (Seq. ID No.
296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298), TCCCTAAACAC (Seq. ID No.. No.
299), CCCTAAACACT (Seq. ID No.. 300), TCCCTAAACACT (Seq. ID No.. No. 301), CACTACCAAAT (Seq. ID No.
302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304), TGGACGCGTAT (Seqg. ID No.
305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307), GGTCTATGACG (Seq. ID No.
308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), GGTCTATGACGA (Segq. ID No. 310), TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311),
TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313) respectivamente y sales e isomeros
opticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0022] La presente divulgacion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en 12 a 24
nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la
region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
CTGGTCCATTC (Seq. ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), o CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia CTGGTCCATTC (Seq.
ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq) ID No. 297), o CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298) respectivamente, y sales e
isdbmeros opticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0023] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también se dirige a oligonucledtido(s) antisentido que consta
de 12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz
de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en
donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
secuencia CTGGTCCATTC (Seq. ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), o CTGGTCCATTCA (Seq. ID
No. 298), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia
CTGGTCCATTC (Seq. ID No. 296), TGGTCCATTCA (Seq. ID No. 297), o CTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 298)
respectivamente y sales e isdmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0024] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en
12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de
hibridar con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TCCCTAAACAC (Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seg. ID No. 300), o TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301), y
el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia TCCCTAAACAC
(Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), o TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301) respectivamente y
sales e isomeros opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0025] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también se dirige a oligonucledtidos antisentido que consta
de 12 a 24 nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz
de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en
donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
secuencia TCCCTAAACAC (Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), o TCCCTAAACACT (Seq. ID
No. 301), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia
TCCCTAAACAC (Seq. ID No. 299), CCCTAAACACT (Seq. ID No. 300), o TCCCTAAACACT (Seq. ID No. 301)
respectivamente y sales e isdmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0026] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en
12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucleétidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de
hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
CACTACCAAAT (Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), o CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304), y
el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia CACTACCAAAT
(Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), o CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304) respectivamente y
sales e isdmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0027] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también se dirige a oligonucledtido(s) antisentido que consta
de 12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz
de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en
donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
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secuencia CACTACCAAAT (Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), o CACTACCAAATA (Seq. ID
No. 304), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia
CACTACCAAAT (Seq. ID No. 302), ACTACCAAATA (Seq. ID No. 303), o CACTACCAAATA (Seq. ID No. 304)
respectivamente y sales e isdbmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0028] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en
12 a 24 nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucleodtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
hibridar con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TGGACGCGGTAT (Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), o TGGACGCGTATC Segq. ID No. 307), y
el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia TGGACGCGTAT
(Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), o TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307) respectivamente y
sales e isomeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0029] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también se dirige a oligonucleétido(s) antisentido que consta
de 12 a 24 nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledétidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz
de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en
donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
secuencia TGGACGCGTAT (Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC (Seq. ID No. 306), o TGGACGCGTATC (Seq. ID
No. 307), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia
TGGACGCGTAT (Seq. ID No. 305), GGACGCGTATC Seq. ID No. 306), o TGGACGCGTATC (Seq. ID No. 307)
respectivamente y sales e isdmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0030] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en
12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucleétidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de
hibridar con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
GGTCTATGACG (Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), o GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310), y
el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia GGTCTATGACG
(Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), o GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310) respectivamente y
sales e isdmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0031] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que
consisten en 12 a 24 nucleétidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido
es capaz de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-
Ry, en donde la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
secuencia GGTCTATGACG (Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), o GGTCTATGACGA (Seq. ID
No. 310), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia
GGTCTATGACG (Seq. ID No. 308), GTCTATGACGA (Seq. ID No. 309), o GGTCTATGACGA (Seq. ID No. 310)
respectivamente y sales e isomeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0032] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en
12 a 24 nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucleotidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de
hibridar con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una regién del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde
la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia
TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313), y el
oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia TTTATTAATGC (Seq.
ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313) respectivamente y sales e
isdbmeros opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0033] Ligeramente redactada, la presente divulgacion también se dirige a oligonucledtido(s) antisentido que consta
de 12 a 24 nucledtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz
de hibridar con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en
donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la
secuencia TTTATTAATGC (Seq. ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No.
313), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia TTTATTAATGC
(Seq. ID No. 311), TTATTAATGCC (Seq. ID No. 312), o TTTATTAATGCC (Seq. ID No. 313) respectivamente y
sales e isomeros opticos de dicho oligonucledétido antisentido.

[0034] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion comprenden preferiblemente de 3 a 10 unidades de
LNA, mas preferiblemente de 3 a 9 unidades de LNA y adn mas preferiblemente de 4 a 8 unidades de LNA vy
también preferiblemente al menos 6 unidades no de LNA, mas preferiblemente al menos 7 unidades no de LNA y lo
mas preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA. Las unidades no de LNA son preferiblemente unidades de
ADN. Las unidades LNA se colocan preferiblemente en el extremo terminal 3’ (también denominado terminal 3') y en
el extremo terminal 5’ (también denominado terminal 5'). Preferiblemente, al menos una y mas preferiblemente al
menos dos unidades de LNA estan presentes en el extremo terminal 3’ y/o en el extremo terminal 5'.
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Por lo tanto, se prefieren los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion que contienen de 3 a 10 unidades
de LNA y que contienen especialmente de 1 a 5 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y de 1 a 5 unidades de
LNA en el extremo terminal 3' del oligonucleétido antisentido y entre las unidades de LNA al menos 7 y mas
preferiblemente al menos 8 unidades de ADN.

[0035] Ademas, los oligonucledtidos antisentido pueden contener nucleobases comunes tales como adenina,
guanina, citosina, timina y uracilo, asi como derivados comunes de los mismos. Los oligonucleétidos antisentido de
la presente invenciéon también pueden contener puentes internucleotidicos modificados tales como fosforotioato o
fosforoditioato en lugar de puentes de fosfato. Dichas modificaciones pueden estar presentes solo en los segmentos
de LNA o solo en el segmento no LNA del oligonucledétido antisentido.

[0036] Por lo tanto, la presente divulgacion también esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 14
a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314),
TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 317),
ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318), CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319), CCCTAAACACTA (Seq. ID No.
320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No. 322), CTCCCTAAACACTA (Seq. ID
No. 323), ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. ID No. 325), CACTACCAAATAG (Seq. ID
No. 326), ACACTACCAAATA (Seq. ID No. 327), ACACTACCAAATAG (Seq. ID No. 328), GTGGACGCGTAT
(Seq. ID No. 329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330), TGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 331),
GTGGACGCGTATC (Seq. ID No. 332), GTGGACGCGTATCG (Seq. ID. 333) CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334),
GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No.
337), CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No.
340), TTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID
No. 343), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar con dicha secuencia
ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314), TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316),
ACTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 317), ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318), CTCCCTAAACAC (Seq. ID No.
319), CCCTAAACACTA (Seq. ID No. 320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No.
322), CTCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 323), ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. ID
No. 325), CACTACCAAATAG (Seq. ID No. 326), ACACTACCAAATA (Seq. ID No. 327), ACACTACCAAATAG
(Seq. ID No. 328), GTGGACGCGTAT (Seq. ID No. 329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330),
TGGACGCGTATCG (Seq.. ID No. 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID No. 332), GTGGACGCGTATCG (Seq. ID
No. 333), CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334), GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq ID
No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No. 337), CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), CTTTATTAATGC (Seq.
ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT (Seq ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq.
ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343), respectivamente, y sales e isomeros opticos de dicho
oligonucledtido antisentido.

[0037] Alternativamente, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétido(s) antisentido que consiste en 14 a
20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314),
TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 317),
ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318)), CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319), CCCTAAACACTA (Seq. ID No.
320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No. 322), CTCCCTAAACACTA (Seq. ID
No. 323), ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. ID No. 325), CACTACCAAATAG Seq. ID
No. 326), ACACTACCAAATA (Seq. ID No. 327), ACACTACCAAATAG (Sec. 328)) GTGGACGCGTAT (Seq. ID No.
329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330), TGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID
No. 332), GTGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 333), CGGTCTATGACG (Seq. ID). ID No. 334), GTCTATGACGAG
(Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq. ID 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No. 337),
CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340),
TTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No.
343) y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria a la secuencia ACTGGTCCATTC
(Seq. ID No. 314), TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA
(Seq. ID No. 317), ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318), CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319),
CCCTAAACACTA (Seq. ID No. 320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No. No.
322), CTCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 323), ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. ID
No. 325), CACTACCAAATAG (Seq. ID No. 326), ACACTACC AAATA (Seq. ID No. 327), ACACTACCAAATAG
(Seq. ID No. 328), GTGGACGCGTAT (Seq. ID No. 329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330),
TGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID No. 332), GTGGACGCGTATCG (Seq. ID No.
333), CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334), GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq. ID
No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No. 337), CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), CTTTATTAATGC (Seq.
ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 341), CTTTTATAATGCC (Seq.
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ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343), respectivamente, y sales e isomeros opticos de dicho
oligonucledtido antisentido.

[0038] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica elTGF-R; comprende la secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314),
TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 317),
ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar
con dicha secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314), TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315),
CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Seq. ID No. 317), ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No.
318), respectivamente, y sales e isdbmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0039] Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA y el oligonucledtidos antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la region del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314),
TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Segq. ID 317), o
ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia complementaria
a la secuencia ACTGGTCCATTC (Seq. ID No. 314), TGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 315), CTGGTCCATTCAT
(Seq. ID No. 316), ACTGGTCCATTCA (Seq ID No. 317), o ACTGGTCCATTCAT (Seq. ID No. 318),
respectivamente, y sales e isdbmeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0040] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R;y comprende la secuencia CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319),
CCCTAAACACTA (Seq. ID No. 320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No.
322), o CTCCCTAAACACTA (Seq. ID No 323), y el oligonucleotido antisentido comprende una secuencia capaz de
hibridar con dicha secuencia CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319), CCCTAAACACTA (Seqg. ID No. 320),
TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321) CTCCCTAAACACT (Seq. ID No. 322), o CTCCCTAAACACTA (Seq. ID No.
323), respectivamente, y sales e isdbmeros 6pticos de dichos oligonucleétidos antisentido.

[0041] Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA y el oligonucleétidos antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R;y comprende la secuencia CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319),
CCCTAAACACTA (Seq. ID No. 320), TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No.
322), o CTCCCTAAACACTA (Seq. ID. No. 323), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia
complementaria a la secuencia CTCCCTAAACAC (Seq. ID No. 319), CCCTAAACACTA (Seq. ID No. 320),
TCCCTAAACACTA (Seq. ID No. 321), CTCCCTAAACACT (Seq. ID No. 322), o CTCCCTAAACACTA (Seq. ID No.
323), respectivamente, y sales e isdmeros 6pticos de dichos oligonucledtido antisentido.

[0042] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia ACACTACCAAAT (Seq ID No. 324),
ACTACCAAATAG (Seq ID No. 325), CACTACCAAATAG (Seq. ID No. 326), ACACTACCAAATA (Seq ID No. 327)
0 ACACTACCAAATAT (Seq. ID No. No 328), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia capaz de
hibridar con dicha secuencia ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. ID No. 325),
CACTACCAAAATAG (Seq. ID No. 326) ACACTACCAAATA (Seq. ID No. 327), o ACACTACCAAATAG (Seq. ID
No. 328), respectivamente, y sales e isdbmeros Opticos de dichos oligonucleétidos antisentido.

Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consisten en 14 a
20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridacién con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324),
ACTACCAAATAG (Seq. ID No. 325), CACTACCAAATAT (Seq. ID No. 326), ACACTACCAAATA (Seq. ID No.
327), o ACACTACCAAATAT (Seq. ID No. 328), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia
complementaria a la secuencia ACACTACCAAAT (Seq. ID No. 324), ACTACCAAATAG (Seq. Id. 325),
CACTACCAAATAG (Seq. ID No. 326), ACACTACCAAATA (Seq. ID No. 327), o ACACTACCAAATAG (Seq. ID
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No. 328), respectivamente, y sales e isdbmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0043] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia GTGGACGCGTAT (Seq. ID N° 329),
GGACGCGTATCG (Seq. ID N° 330), TGGACGCGTATCG (Seq. ID N° 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID N° 332),
0 GTGGACGCGTATCG (Seq ID No. 333), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz de
hibridar con dicha secuencia GTGGACGCGTAT (Seq. ID No. 329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330),
TGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID No. 332), o GTGGACGCGTATCG (Seq. ID
No. 333), respectivamente, y sales e isdbmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0044] Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA y el oligonucleétidos antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia GTGGACGCGTAT (Seq. ID N° 329),
GGACGCGTATCG (Seq. ID N° 330), TGGACGCGTATCG (Seq. ID N° 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID N° 332),
0 GTGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 333), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia
complementaria a la secuencia GTGGACGCG-TAT (Seq. ID No. 329), GGACGCGTATCG (Seq. ID No. 330),
TGGACGCGTATCG (Seq. ID No. 331), GTGGACGCGTATC (Seq. ID No. 332), o GTGGACGCGTATCG (Seq. ID
No. 333), respectivamente, y sales e isdmeros 6pticos de dichos oligonucleétidos antisentido.

[0045] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la region del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334),
GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No.
337), o CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz
de hibridar con dicha secuencia CGGTCTATGACG (Seqg. ID No. 334), GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335),
GGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No. 337), o CGGTCTATGACGAG (Seq. ID
No. 338), respectivamente, y sales e isdbmeros Opticos de dicho oligonucledtido antisentido.

[0046] Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucleétido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA y el oligonucleétidos antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334),
GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335), GGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No.
337), o CGGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 338), y el oligonucledtido antisentido comprende una secuencia
complementaria a la secuencia CGGTCTATGACG (Seq. ID No. 334), GTCTATGACGAG (Seq. ID No. 335),
GGTCTATGACGAG (Seq. ID No. 336), CGGTCTATGACGA (Seq. ID No. 337), o CGGTCTATGACGAG (Seq. ID
No. 338), respectivamente, y sales e isdmeros Opticos de dichos oligonucledtidos antisentido.

[0047] Preferiblemente, la presente descripcion también esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la region del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339),
TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o
CTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia capaz de hibridar
con dicha secuencia CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT
(Seq. ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343),
respectivamente, y sales e isémeros 6pticos de dichos oligonucleétidos antisentido.

[0048] Ligeramente redactada, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtido(s) antisentido que consiste en
14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos y al menos cuatro de los 14 a 20 mas preferiblemente 14 a 18
nucledtidos son LNA vy el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen que codifica el
TGF-Ry o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde la regién del gen que codifica el TGF-R; o la
region del ARNm que codifica el TGF-R; comprende la secuencia CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339),
TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 341), CTTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o
CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343), y el oligonucleétido antisentido comprende una secuencia complementaria a
la secuencia CTTTATTAATGC (Seq. ID No. 339), TTATTAATGCCT (Seq. ID No. 340), TTTATTAATGCCT (Seq. ID
No. 341), CTTATTAATGCC (Seq. ID No. 342), o CTTTATTAATGCCT (Seq. ID No. 343), respectivamente, y sales e
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isdbmeros opticos de dicho oligonucledtidos antisentido.

[0049] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion comprenden preferiblemente de 4 a 11 unidades de
LNA, mas preferiblemente de 4 a 10 unidades de LNA y ain mas preferiblemente de 4 a 8 unidades de LNA y
también preferiblemente al menos 6 unidades no de LNA, mas preferiblemente al menos 7 unidades no de LNA y lo
mas preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA. Las unidades no de LNA son preferiblemente unidades de
ADN. Las unidades LNA se colocan preferiblemente en el extremo terminal 3’ (también denominado terminal 3') y en
el extremo terminal 5’ (también denominado terminal 5'). Preferiblemente, al menos una y mas preferiblemente al
menos dos unidades de LNA estan presentes en el extremo terminal 3’ y/o en el extremo terminal 5'.

Por lo tanto, se prefieren los oligonucleétidos antisentido de la presente invencién que contienen de 3 a 10 unidades
de LNA y que contienen especialmente de 1 a 5 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y de 1 a 5 unidades de
LNA en el extremo terminal 3' del oligonucleétido antisentido y entre las unidades de LNA al menos 7 y mas
preferiblemente al menos 8 unidades de ADN.

[0050] Ademas, los oligonucledtidos antisentido pueden contener nucleobases comunes tales como adenina,
guanina, citosina, timina y uracilo, asi como derivados comunes de los mismos. Los oligonucleétidos antisentido de
la presente invencién también pueden contener puentes internucleotidicos modificados tales como fosforotioato o
fosforoditioato en lugar de puentes de fosfato. Dichas modificaciones pueden estar presentes solo en los segmentos
de LNA o solo en el segmento no LNA del oligonucledtido antisentido.

[0051] Por lo tanto, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en 10 a 28
nucleotidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde el
oligonucledtido antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N'-GTCATAGA-N2-3' (Seq. ID No. 12) o
5-N3-ACGCGTCC-N*-3' (Seq. ID No. 98) o 5-N""-TGTTTAGG-N'2-3' (Seq. ID No. 10) o 5-N>-TTTGGTAG-N®-3'
(Seq. ID No. 11) 0 5'-N’-AATGGACC-N8-3’ (Seq. ID No. 100) o 5-N°-ATTAATAA-N'0-3' (Seq. ID No. 101), en donde
N' representa: CATGGCAGACCCCGCTGCTC-, ATGGCAGACCCCGCTGCTC-, TGGCAGACCCCGCTGCTC-,
GGCAGACCCCGCTGCTC-, GCAGACCCCGCTGCTC-, CAGACCCCGCTGCTC-, AGACCCCGCTGCTC-,
GACCCCGCTGCTC-, ACCCCGCTGCTC-, CCCCGCTGCTC-, CCCGCTGCTC-, CCGCTGCTC-, CGCTGCTC-,
GCTGCTC-, CTGCTC-, TGCTC-, GCTC-, CTC-, TC- 0 C~;

N2 representa: C, -CC, -CCG, -CCGA, -CCGAG, -CCGAGC, -CCGAGCC, -CCGAGCCC, -CCGAGCCCC, -
CCGAGCCCCC, -CCGAGCCCCCA, -CCGAGCCCCCAG, -CCGAGCCCCCAGC, -CCGAGCceccececeAacea, -
CCGAGCCCCCAGCGC, -CCGAGCCCCCAGCGCA, -CCGAGCCCCCAGCGCAG, -CCGAGCCCCCAGCGCAGC, -
CCGAGCCCCCAGCGCAGCG, 0 -CCGAGCCCCCAGCGCAGCGG;

N® representa: GGTGGGATCGTGCTGGCGAT-, GTGGGATCGTGCTGGCGAT-, TGGGATCGTGCTGGCGAT-,
GGGATCGTGCTGGCGAT-, GGATCGTGCTGGCGAT-, GATCGTGCTGGCGAT-, ATCGTGCTGGCGAT-, TCGT-
GCTGGCGAT-, CGTGCTGGCGAT-, GTGCTGGCGAT-, TGCTGGCGAT-, GCTGGCGAT-, CTGGCGAT-,
TGGCGAT-, GGCGAT-, GCGAT-, CGAT-, GAT-, AT-,0 T-;

N* representa: -~ACAGGACGATGTGCAGCGGC, -ACAGGACGATGTGCAGCGG, -ACAGGACGATGTGCAGCG, -
ACAGGACGATGTGCAGC, -ACAGGACGATGTGCAG, -ACAGGACGATGTGCA, -ACAGGACGATGTGC, -ACAG-
GACGATGTG, -ACAGGACGATGT, -ACAGGACGATG, -ACAGGACGAT, -ACAGGACGA, -ACAGGACG, -
ACAGGAC, -ACAGGA, -ACAGG, -ACAG, -ACA, -AC, o0 -A;

N5 representa: GCCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CCAGCCTGCCCCA-
GAAGAGCTA-, CAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, AGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, GCCTGCCCCAGAAGAGCTA-
, CCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CTGCCCCAGAAGAGCTA-, TGCCCCAGAAGAGCTA-, GCCCCAGAAGAGCTA-,
CCCCAGAAGAGCTA-, CCCAGAAGAGCTA-, CCAGAAGAGCTA-, CAGAAGAGCTA-, AGAAGAGCTA-, GAA-
GAGCTA-, AAGAGCTA-, AGAGCTA-, GAGCTA-, AGCTA-, GCTA-, CTA-, TA-, 0 A-;

N8 representa: -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGAA, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGA, -
TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGG, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAG, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCA, -
TGTTTAGGGAGCCGTCTTC, -TGTTTAGGGAGCCGTCTT, -TGTTTAGGGAGCCGTCT, -TGTTTAGGGAGCCGTC,
-TGTTTAG- GGAGCCGT, -TGTTTAGGGAGCCG, -TGTTTAGGGAGCC, -TGTTTAGGGAGC, -TGTTTAGGGAG, -
TGTTTAGGGA, -TGTTTAGGG, -TGTTTAGG, -TGTTTAG, -TGTTTA, -TGTTT, -TGTT, -TGT, -TG, o -T;

N’ representa: TGAATCTTGAATATCTCATG-, GAATCTTGAATATCTCATG-, AATCTTGAATATCTCATG-,
ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,
TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-,
TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-;

N& representa: -AGTATTCTAGAAACTCACCA, -AGTATTCTAGAAACTCACC, -AGTATTCTAGAAACTCAC,
AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -
AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o0 -A;

N°® representa: ATTCATATTTATATACAGGC-, TTCATATTTATATACAGGC-, TCATATTTATATACAGGC-,
CATATTTATATACAGGC-, ATATTTATATACAGGC-, TATTTATATACAGGC-, ATTTATATACAGGC-,
TTTATATACAGGC-, TTATATACAGGC-, TATATACAGGC-, ATATACAGGC-, TATACAGGC-, ATACAGGC-,
TACAGGC-, ACAGGC-, CAG- GC-, AGGC-, GGC-, GC-, 0 C-;

N representa: -AGTGCAAATGTTATTGGCTA, -AGTGCAAATGTTATTGGCT, -AGTGCAAATGTTATTGGC, -
AGTGCAAATGTTATTGG, -AGTGCAAATGTTATTG, -AGTGCAAATGTTATT, -AGTGCAAATGTTAT, -
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AGTGCAAATGTTA, -AGTGCAAATGTT, -AGTGCAAATGT, -AGTGCAAATG, -AGTGCAAAT, -AGTGCAAA, -
AGTGCAA, -AGTGCA, -AGT- GC, -AGTG, -AGT, -AG, o0 -A;

N representa: TGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, GCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-,
CCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, CCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, CCAGAAGAGCTATTTGGTAG-,
CAGAAGAGCTATTTGGTAG-, AGAAGAGCTATTTGGTAG-, GAAGAGCTATTTGGTAG-, AAGAGCTATTTGGTAG-,
AGAGCTATTTGGTAG-, GAGCTATTTGGTAG-, AGCTATTTGGTAG-, GCTATTTGGTAG-, CTATTTGGTAG-,
TATTTGGTAG-, ATTTGGTAG-, TTTGGTAG-, TTGGTAG-, TGGTAG-, GGTAG-, GTAG-, TAG-, AG- 0 G-,

N2 representa: -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTCC, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTC, -
GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCT, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTC, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTT, -
GAGCCGTCTTCAGGAATCT, -GAGCCGTCTTCAGGAATC, -GAGCCGTCTTCAGGAAT, -GAGCCGTCTTCAGGAA,
-GAGCCGTCTTCAGGA, -GAGCCGTCTTCAGG, -GAGCCGTCTTCAG, -GAGCCGTCTTCA, -GAGCCGTCTTC, -
GAGCCGTCTT, -GAGCCGTCT, -GAGCCGTC, -GAGCCGT, -GAGCCG, -GAGCC, -GAGC, -GAG, -GA, 0 -G;

y sales e isémeros Opticos del oligonucledtido antisentido.

[0052] Por lo tanto, la presente divulgacion esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consisten en 10 a 28
nucleodtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde el
oligonucledtido antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N'-GTCATAGA-N2-3’ (Seq. ID No. 12) o
5-N3-ACGCGTCC-N*-3' (Seq. ID No. 98) o 5-N""-TGTTTAGG-N'2-3' (Seq. ID No. 10) o 5-N>-TTTGGTAG-N¢-3'
(Seq. ID No. 11) o 5-N’-AATGGACC-N8-3’ (Seq. ID No. 100) o 5-N°-ATTAATAA-N0-3' (Seq. ID No. 101), en donde
los residuos N' a N2 tienen los significados especialmente los significados limitados adicionales descritos en este
documento y las sales e isémeros 6pticos de dicho oligonucleétido antisentido.

[0053] Ademas, la presente invencion esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que constan de 10 a 28
nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar
con una regién del gen codificando el TGF-R; o con una regién del ARNm codificando el TGF-R;, en donde el
oligonucledtido antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N’-AATGGACC-N8-3' (Seq. ID No. 100),
en donde

N’ representa: TGAATCTTGAATATCTCATG-, GAATCTTGAATATCTCATG-, AATCTTGAATATCTCATG-,
ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,
TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-,
TCTCATG-, CTCATG-, TCATG, CATG, ATG, TG o G;

N& representa: -AGTATTCTAGAAACTCACCA, -AGTATTCTAGAAACTCACC, -AGTATTCTAGAAACTCAC,
AGTAT- TCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -
AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, 0 -A;

y sales e isomeros Opticos del oligonucledtido antisentido.

[0054] Los oligonucledtidos antisentido de formula S6 (Seq. ID No. 100) comprenden preferiblemente de 2 a 10
unidades de LNA, mas preferiblemente de 3 a 9 unidades de LNA y aun mas preferiblemente de 4 a 8 unidades de
LNA y también preferiblemente al menos 6 no LNA. Unidades de LNA, mas preferiblemente al menos 7 unidades no
de LNA y lo mas preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA. Las unidades no de LNA son preferiblemente
unidades de ADN. Las unidades LNA se colocan preferiblemente en el extremo terminal 3’ (también denominado
terminal 3') y en el extremo terminal 5 (también denominado terminal 5'). Preferiblemente, al menos una y mas
preferiblemente al menos dos unidades de LNA estan presentes en el extremo terminal 3’ y/o en el extremo terminal
5'.

Por lo tanto, se prefieren los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion disefiados como GAPmeros que
contienen de 2 a 10 unidades de LNA y que contienen especialmente de 1 a 5 unidades de LNA en el extremo
terminal 5’ y de 1 a 5 unidades de LNA en el extremo terminal 3' del oligonucleétido antisentido y entre las unidades
de LNA al menos 7 y mas preferiblemente al menos 8 unidades de ADN. Mas preferiblemente, los oligonucledtidos
antisentido comprenden de 2 a 4 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y de 2 a 4 unidades de LNA en el
extremo terminal 3'y ain mas preferiblemente comprenden de 3 a 4 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y de
3 a 4 unidades LNA en el extremo terminal 3’ y contienen preferiblemente al menos 7 unidades no de LNA y lo mas
preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA tales como unidades de ADN entre ambos segmentos de LNA.

[0055] Ademas, los oligonucledtidos antisentido pueden contener nucleobases comunes tales como adenina,
guanina, citosina, timina y uracilo, asi como derivados comunes de los mismos, tales como 5-metilcitosina o 2-
aminoadenina. Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion también pueden contener puentes
internucleotidicos modificados tales como fosforotioato o fosforoditioato en lugar de puentes de fosfato. Dichas
modificaciones pueden estar presentes solo en los segmentos de LNA o solo en el segmento no LNA del
oligonucleotido antisentido. Como unidades de LNA, se prefieren especialmente los residuos b' a b® como se
describe en este documento.

[0056] De este modo, se prefieren oligonucledtidos antisentido de la férmula (S6):

5'-N’-AATGGACC-N&8-3’ (Seq. ID No. 100)
en donde
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N7 representa: TGAATCTTGAATATCTCATG-, GAATCTTGAATATCTCATG-, AATCTTGAATATCTCATG-, ATCTT-
GAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-, TGAATATCTCATG-,
GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-, TCTCATG-, CTCATG-,
TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-;

y

N8 se selecciona de: -AGTATTCTAGAAACTCACCA, -AGTATTCTAGAAACTCACC, -AGTATTCTAGAAACTCAC, -
AG- TATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -
AGTATTCTA- GAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o -A.

[0057] Preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de formula general (S6) tiene entre 10 y 28 nucledtidos y al
menos un nucleodtido LNA en el extremo 3’ y al menos un nucleétido LNA en el extremo 5'. Como los nucleétidos de
LNA (unidades de LNA), especialmente estos descritos en el capitulo "Locked Nucleic Acids (LNA®)" vy,
preferiblemente, en el capitulo "Preferred LNA", son adecuados y como puentes de nucleétidos, especialmente estos
descritos en el capitulo "Internucleotide Linkages (IL)" son adecuados.

[0058] Mas preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de formula general (S6) tiene entre 11 y 24 nucledtidos y
al menos dos nucledtidos de LNA en el extremo 3’ y al menos dos nucleétidos de LNA en el extremo 5'.

Aun mas preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de férmula general (S6) tiene entre 12 y 20, mas
preferiblemente entre 13 y 19 y aiin mas preferiblemente entre 14 y 18 nucledtidos y entre 2 y 5, preferiblemente 3 y
5 y mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el extremo terminal 3’ y entre 2 y 5, preferiblemente 3y 5y
mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el extremo terminal 5'. Preferiblemente, los oligonucleétidos
antisentido son GAPmeros de la forma LNA segmento A - segmento de ADN - LNA segmento B. Preferiblemente los
oligonucledtidos antisentido contienen al menos 6, mas preferiblemente al menos 7 y lo mas preferiblemente al
menos 8 unidades no de LNA tales como unidades de ADN entre los dos segmentos de LNA. Las nucleobases
adecuadas para las unidades no de LNA y las unidades LNA se describen en el capitulo "Nucleobases".

[0059] Se prefieren adicionalmente oligonucleétidos antisentido de la formula (S6):

5'-N"-AATGGACC-N&-3’

en donde

N’ representa: AATCTTGAATATCTCATG-, ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCT-
CATG-, TTGAATATCTCATG-, TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCT-
CATG-, ATCTCATG-, TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-; ¥

Né se selecciona de: -AGTATTCTAGAAACTCAC, -AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -
AGTATTCTA- GAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -
AGTATTCTAG, -AG- TATTCTA, -AGTATTCT, -AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o -A.

[0060] También se prefieren los oligonucledtidos antisentido de la formula (S6):

5'-N"-AATGGACC-N&-3’

en donde

N’ representa: TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCT-
CATG-, TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-,0G-; y

N& se selecciona de: -AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -
AG- TATTCT, -AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA,-AGT,-AG, o -A.

[0061] También se prefieren los oligonucledtidos antisentido de la formula (S6):
5'-N"-AATGGACC-N&-3’

en donde

N’ representa: ATCTCATG-, TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-; y

N8 se selecciona entre: -AGTATTCT, -AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG o -A.

[0062] Preferiblemente, la presente invencion esta dirigida a oligonucledtidos antisentido que consiste en 12 a 24
nucleodtidos y al menos tres de los 12 a 24 nucledtidos son LNA y el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridar
con una region del gen codificando el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde el
oligonucledtido antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N"A--GAATGGACCA-N®A-3’ (Seq. ID No.
73), en donde

N2 representa: TGAATCTTGAATATCTCAT-, GAATCTTGAATATCTCAT-, AATCTTGAATATCTCAT-, ATCTT-
GAATATCTCAT-, TCTTGAATATCTCAT-, CTTGAATATCTCAT-, TTGAATATCTCAT-, TGAATATCTCAT-,
GAATATCTCAT-, AATATCTCAT-, ATATCTCAT-, TATCTCAT-, ATCTCAT-, TCTCAT-, CTCAT-, TCAT-, CAT-, AT-,
oT-;

NéA  representa: -GTATTCTAGAAACTCACCA, -GTATTCTAGAAACTCACC, -GTATTCTAGAAACTCAC, -
GTATTCTA- GAAACTCA, -GTATTCTAGAAACTC, -GTATTCTAGAAACT, -GTATTCTAGAAAC, -GTATTCTAGAAA,
-GTATTCTA- GAA, -GTATTCTAGA, -GTATTCTAG, -GTATTCTA, -GTATTCT, -GTATTC, -GTATT, -GTAT, -GTA, -
GT, or -G;

y sales e isémeros Opticos del oligonucledtido antisentido.
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[0063] Preferiblemente, N4 representa: AATCTTGAATATCTCAT-, ATCTTGAATATCTCAT-, TCTTGAATATCTCAT,
CTTGAATATCTCAT-, TTGAATATCTCAT-, TGAATATCTCAT-, GAATATCTCAT-, AATATCTCAT-, ATATCTCAT-,
TATCTCAT-, ATCTCAT-, TCTCAT-, CTCAT-, TCAT-, CAT-, AT-0 T-;

y

N8A  representa: -  GTATTCTAGAAACTCAC, -GTATTCTAGAAACTCA, -GTATTCTAGAAACTC, -
GTATTCTAGAAACT, -GTATTCTAGAAAC, -GTATTCTAGAAA, -GTATTCTAGAA, -GTATTCTAGA, -GTATTCTAG, -
GTATTCTA, -GTATTCT, -GTATTC, -GTATT, -GTAT, -GTA, -GT, or -G.

[0064] Mas preferiblemente, N7 representa: TGAATATCTCAT-, GAATATCTCAT-, AATATCTCAT-, ATATCTCAT-,
TATCTCAT-, ATCTCAT-, TCTCAT-, CTCAT-, TCAT-, CAT-, AT-,or T-; y

N&A representa: -GTATTCTAGAAA, -GTATTCTAGAA, -GTATTCTAGA, -GTATTCTAG, -GTATTCTA, -GTATTCT, -
GTATTC, -GTATT, -GTAT, -GTAT, -GT, o -G.

[0065] Todavia mas preferiblemente, N7 representa: ATCTCAT-, TCTCAT-, CTCAT-, TCAT-, CAT-, AT-0 T-; y N&A
representa: -GTATTCT, -GTATTC, -GTATT, -GTAT, -GTA, -GT, o -G.

[0066] Preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de formula general (S6A/Seq. ID No. 73) tiene entre 12 y 24
nucledtidos y al menos un nucleétido LNA en el extremo 3’ y al menos un nucleétido LNA en el extremo 5'. Como los
nucleétidos de LNA (unidades de LNA), especialmente estos descritos en el capitulo "Acidos nucleicos bloqueados
(LNA®)" vy, preferiblemente, en el capitulo "LNA preferidos", son adecuados y como puentes de nucledtidos,
especialmente estos descritos en el capitulo "Enlaces de nucleétidos (IL)" son adecuados

[0067] Mas preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de formula general (S6A) tiene entre 12 y 22 nucleétidos y
al menos dos nucledtidos LNA en el extremo 3’ y al menos dos nucleétidos LNA en el extremo 5'.

Aun mas preferiblemente, el oligonucledtido antisentido de férmula general (S6A) tiene entre 12 y 20, mas
preferiblemente entre 13 y 19 y adn mas preferible entre 14 y 18 nucledtidos y entre 2 y 5, preferiblemente 3y 5y
mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el extremo terminal 3' y entre 2 y 5, preferiblemente 3y 5y
mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el extremo terminal 5'. Preferiblemente, los oligonucleétidos
antisentido son GAPmeros de la forma LNA segmento A - segmento de ADN - LNA segmento B. Preferiblemente los
oligonucledtidos antisentido contienen al menos 6, mas preferiblemente al menos 7 y lo mas preferiblemente al
menos 8 unidades no de LNA tales como unidades de ADN entre los dos segmentos de LNA. Las nucleobases
adecuadas para las unidades no de LNA y las unidades LNA se describen en el capitulo "Nucleobases".

[0068] Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a oligonucledtidos antisentido que tienen una longitud de
10 a 28 nucledtidos, preferiblemente de 10 a 24 nucleétidos, mas preferiblemente de 11 a 22 nucledtidos o de 12 a
20 nucleodtidos, aun mas preferiblemente de 13 a 19 nucleétidos, y lo mas preferiblemente 14 a 18 nucledtidos, en
donde al menos dos de los nucleétidos, preferiblemente al menos tres de los nucleétidos, y mas preferiblemente al
menos cuatro de los nucledtidos son LNA y la secuencia del oligonucleétido antisentido de los 10 a 28 nucledtidos,
preferiblemente de 10 a 24 nucleétidos, mas preferiblemente de 11 a 22 nucleétidos o de 12 a 20 nucledtidos, aun
mas preferiblemente de 13 a 19 nucledtidos, y mas preferiblemente de 14 a 18 nucledtidos, se seleccionan del grupo
de secuencias de 10 a 28 nucleodtidos, preferiblemente 10 a 24 nucledtidos, mas preferiblemente de 11 a 22
nucledtidos o de 12 a 20 nucledtidos, aun mas preferiblemente de 13 a 19 nucledtidos, y lo mas preferiblemente de
14 a 18 nucleodtidos contenidos en una secuencia seleccionada del siguiente grupo:

GAATCTTGAATATCTCATGAATGGACCAGTATTCTAGAAAC
(Seq. ID No. 75: 383-423 de Seq. ID No. 1),

TTCATATTTATATACAGGCATTAATAAAGTGCAAATGTTAT
(Seq. ID No. 77: 2245-2285 de Seq. ID No. 1),

TGAGGAAGTGCTAACACAGCTTATCCTATGACAATGTCAAAG
(Seq. ID No. 78: 2315-2356 de Seq. ID No. 1),

GCCTGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAGTGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGG
(Seq. ID No. 79: 2528-2576 de Seq. ID No. 1),

CGCAGGTCCTCCCAGCTGATGACATGCCGCGTCAGGTACTCCTGTAGGT
(Seq. ID No. 81: 3205-3253 de Seq. ID No. 1),

ATGTCGTTATTAACCGACTTCTGAACGTGCGGTGGGATCGTGCTGGCGATACGCGTCCACAGGA
CGATGTGCAGCGGC

(Seq. ID No. 83: 4141-4218 de Seq. ID No. 1),
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GGCCACAGGCCCCTGAGCAGCCCCCGACCCATGGCAGACCCCGCTGCTCGTCATAGACCGAGC
CCCCAGCGCAG

(Seq. ID No. 84: 4216-4289 de Seq. ID No. 1),

ATGTCGTTATTAACCGACTTCTGAACGTCCGGETGGGATCGTGCTGGCGATACGCGTCCACAGGA
CGATGTGCAGCGGCCACAGGCCCCTGAGCAGCCCCCGACCCATGGCAGACCCCGCTGCTCGTC
ATAGACCGAGCCCCCAGCGCAG

(Seq. ID No. 86: 4141-4289 de Seq. ID No. 1)

TTGAATATCTCATGAATGGACCAGTATTCTA
(Seq. ID No. 87: 388-418 de Seq. ID No. 1),

CAAGTGGAATTTCTAGGCGCCTCTATGCTACTG
(Seq. ID No. 88: 483-515 de Seq. ID No. 1),

ATTTATATACAGGCATTAATAAAGTGCAAAT
(Seq. ID No. 89: 2250-2280 de Seq. ID No. 1),

AAGTGCTAACACAGCTTATCCTATGACAATGT
(Seq. ID No. 90: 2320-2351 de Seq. ID No. 1),

CCCCAGAAGAGCTATTTGGTAGTGTTTAGGGAGCCGTCT (Seq. ID No. 91: 2533-2571 de Seq. ID No. 1),

CTGGTCGCCCTCGATCTCTCAACACGTTGTCCTTCATGCTTTCGACACAGGGGTGCTCCCGCAC
CTTGGAACCAAATG

(Seq. ID No. 92: 2753-2830 de Seq. ID No. 1),

GTCCTCCCAGCTGATGACATGCCGCGTCAGGTACTCCTG
(Seq. ID No. 93: 3210-3248 de Seq. ID No. 1),

CTCAGCTTCTGCTGCCGGTTAACGCGGTAGCAGTAGAAGA
(Seq. ID No. 94: 3655-3694 de la ID de Nog. 1),

GTTATTAACCGACTTCTGAACGTGCGGTGGCATCCTGCTGGCCATACGCGTCCACAGGACGATG
TGCA

(Seq. ID No. 95: 4146-4213 de Seq. ID No. 1),

CAGGCCCCTGAGCAGCCCCCGACCCATGGCAGACCCCGCTGCTCGTCATAGACCGAGCCCCCAG
(Seq. ID No. 96: 4221-4284 de Seq. ID No. 1),

CACGCGCGGGGGTGTCGTCGCTCCGTGCGCGCGAGTGACTCACTCAACTTCA
(Seq. ID No. 97: 4495-4546 de Seq. ID No. 1),

en donde el oligonucledtido antisentido es capaz de hibridarse selectivamente con respecto al transcriptoma humano
completo solo con el gen que codifica TGF-R; o con el ARNm que codifica TGF-R; y las sales e isémeros 6pticos de
dicho oligonucleétido antisentido.

[0069] Dicho oligonucleétido antisentido que tiene una secuencia contenida en las secuencias n° 75, 77, 78, 79, 81,
83, 84, 86 - 97 tienen entre 2 y 5, preferiblemente 3 y 5 y mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el
extremo terminal 3’ y entre 2 y 5, preferiblemente 3 y 5 y mas preferiblemente entre 3 y 4 unidades de LNA en el
extremo terminal 5' y tienen preferiblemente la estructura de GAPmeros de la forma LNA segmento A - segmento de
ADN - LNA segmento B. Como nucleétidos LNA (unidades LNA), especialmente los descritos en el capitulo "Locked
Nucleic Acids (LNA®)" y preferiblemente en el capitulo "LNA preferidos" son adecuados y como puentes
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internucleotidicos, especialmente los descritos en el capitulo "Enlaces entre nucledtidos (IL)" son adecuados.
Preferiblemente, dichos oligonucledtidos antisentido contienen al menos 6, mas preferiblemente al menos 7 y lo mas
preferiblemente al menos 8 unidades no de LNA tales como unidades de ADN entre los dos segmentos de LNA. Las
nucleobases adecuadas para las unidades no de LNA y las unidades LNA se describen en el capitulo
"Nucleobases". Los ejemplos adecuados para dichos oligonucledtidos antisentido estan representados por las
férmulas (S1) a (S7), (S1A) a (S4A), (S6A) y (S7A).

[0070] La Seq. ID No. 1 representa la cadena antisentido del ADNc (ADNc) (secuencia antisentido 5'-3’) del factor
de crecimiento transformante Homo sapiens, receptor beta Il (TGF-Ry), variante de transcripcion 2.

[0071] La Seq. ID No. 2 representa la cadena con sentido del ADNc (secuencia sentido 5-3') del factor de
crecimiento transformante Homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa) (TGF-R;), variante de transcripcion 2.
Alternativamente, también se puede considerar la secuencia de Seq. ID No. 2 para representar la secuencia del
ARNm del factor de crecimiento transformante Homo sapiens, receptor beta Il (TGF-R), variante de transcripcion 2
(Seq. ID No. 3), pero escrito en el codigo de ADN, es decir, representado en codigo G, C, A, T, y no en el cddigo de
ARN.

[0072] La Seq. ID No. 3 representa el ARNm (secuencia de sentido 5-3’) del factor de crecimiento transformante
Homo sapiens, receptor beta Il (TGF-R), variante de transcripcion 2. Es evidente que el ARNm se muestra en Seq.
ID No. 3 esta escrito en el cddigo de ARN, es decir, representado en los cédigos G, C, A, U.

[0073] Se entendera que "cadena de ADN codificante", como se usa en este documento, se refiere a la cadena de
ADN que es idéntica al ARNm (excepto que esta escrito en el cédigo de ADN) y que abarca los codones que se
usaron para la traduccién de proteinas. No se utiliza como plantilla para la transcripcion en ARNm. Por lo tanto, los
términos "cadena de ADN codificante”, "cadena de ADN con sentido" y "cadena de ADN sin molde" se pueden usar
indistintamente. Ademas, "cadena de ADN no codificante", como se usa en el presente documento, se refiere a la
cadena de ADN que es complementaria a la "cadena de ADN codificante" y sirve como plantilla para la transcripcion

del ARNm. Por lo tanto, los términos "cadena de ADN no codificante”, "cadena de ADN antisentido" y "cadena de
ADN plantilla" se pueden usar indistintamente.

[0074] EI término "oligonucledtido antisentido” se refiere a un oligdmero o polimero de acido ribonucleico (ARN) o
acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos o variantes de los mismos, como un oligonucleétido antisentido que
tiene un enlace internucleotidico modificado como un enlace fosforotioato y/o una o mas nucleobases modificadas,
tales como 5-metilcitosina y/o una o mas unidades nucleotidicas modificadas, tales como LNA, como -D-oxi-LNA.
El término "oligonucledtido antisentido" incluye oligonucledtidos compuestos por nucleobases, azucares e enlaces
internucleotidicos covalentes (esqueleto) naturales, asi como oligonucleétidos que tienen porciones no naturales que
funcionan de manera similar. Tales oligonucleétidos modificados o sustituidos son a menudo preferidos sobre las
formas nativas, debido a las propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular mejorada, afinidad
aumentada por la diana de acido nucleico y estabilidad aumentada en presencia de nucleasas. Los oligonucleétidos
antisentido son ARN cataliticos cortos u oligonucleétidos cataliticos que hibridan con el acido nucleico diana e
inhiben su expresion.

[0075] EI término "nucledsido” es bien conocido por un experto y se refiere a un resto de azdcar pentosa como la
ribosa, desoxirribosa o una ribosa modificada o bloqueada o una desoxirribosa modificada o bloqueada como los
LNA que se describen a continuacién con detalle. Una nucleobase esta unida al atomo de carbono glicosidico
(posicion 1’ de la pentosa) y se forma un enlace internucleotidico entre el atomo de oxigeno o azufre 3' y
preferiblemente el atomo de oxigeno 3’ de un nucledsido y el atomo de oxigeno o azufre 3' y preferiblemente el
atomo de oxigeno 5’ del nucledsido adyacente, mientras que el enlace internucleotidico no pertenece al nucledsido
(ver Fig. 2).

[0076] EI término "nucleétido” es bien conocido por un experto y se refiere a un resto de azucar pentosa como la
ribosa, desoxirribosa o una ribosa modificada o bloqueada o una desoxirribosa modificada o bloqueada como los
LNA que se describen a continuacién con detalle. Una nucleobase esta unida al atomo de carbono glicosidico
(posicion 1’ de la pentosa) y se forma un enlace internucleotidico entre el atomo de oxigeno o azufre 3'vy,
preferiblemente, el atomo de oxigeno 3’ de un nucleétido y el atomo de oxigeno o azufre 5' y preferiblemente el
atomo de oxigeno 5’ del nucleétido adyacente, mientras que el enlace internucleotidico es una parte del nucleétido
(ver Fig. 2).

Nucleobases

[0077] EI término "nucleobase" se abrevia aqui con "B" y se refiere a las cinco bases de nucleétidos estandar
adenina (A), timina (T), guanina (G), citosina (C) y uracilo (U) también en cuanto a modificaciones o analogos de los
mismos o analogos con capacidad para formar un par de bases de Watson-Crick con bases en la cadena
complementaria. Las nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como 5-
metilcitosina (C*), 5-hidroximetilcitosina, N4-metilcitosina, xantina, hipoxantina, 7-deazaxantina, 2-aminoadenina, 6-
metiladenina, 6-metilguanina, 6-etiladenina, 6-etil-guanina, 2-propiladenina, 2-propilguanina, 6-carboxiuracilo, 5-
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halouracilo, 5,6-dihidrouracilo, 5-halocitosina, 5-propinil uracilo, 5-propinil citosina, 6-aza uracilo, 6-aza citosina, 6-
aza timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-fluoroad-enina, 8-cloroadenina, 8-bromoadenina, 8-yodoadenina,
8-aminoadenina, 8-tiodenina, 8-tioalquilazina, 8-hidroxiladenina, 8-fluoroguanina, 8-cloroguanina, 8-bromoguanina,
8-yodoguanina, 8-aminoguanina, 8-tiolguanina, 8-tioalquilguanina, 8-hidroxilguanina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo,
5-clorouracilo, 5-yodouracilo, 5-trifluorometiluracilo, 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, 5-clorocitosina, 5-yodocitosina,
5-trifluorometiltertosina 7-metiladenina, 8-azaguanina, 8-azaadenina, 7-deazaguanina, 7-deazaadenina, 7-deaza-8-
azaadenina, 3-deazaguanina, 3-deazaadenina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitina, etc., siendo preferidas las
sustituciones de 5-metilcitosina y/o 2-aminoadenina, ya que se ha demostrado que estas modificaciones aumentan
la estabilidad del duplex de acido nucleico.

[0078] Los oligonucledtidos antisentido preferidos de la presente invencion pueden comprender analogos de
nucleobases. La nucleobase de una sola unidad de nucleétido del oligonucledtido antisentido podria reemplazarse
por un analogo de una nucleobase o dos, tres, cuatro, cinco o incluso todas las nucleobases en un oligonucleétido
antisentido podria reemplazarse por los analogos de nucleobases, como metilcitosina, o N6-metiladenina o 2-
aminoadenina. Preferiblemente, las unidades de LNA podrian estar conectadas a analogos de nucleobases tales
como 5-metilcitosina.

[0079] Se reconocera que cuando se hace referencia a una secuencia de nucleétidos o monémeros, a lo que se
hace referencia, es la secuencia de bases, como A, T, G, C o U. Sin embargo, excepto los ejemplos especificos
descritos en las Tablas 3 a 8, la representacion de los oligonucleétidos antisentido por el cédigo de letras A, T, G, C
y U debe entenderse que dicho oligonucleétido antisentido puede contener cualquiera de las nucleobases como se
describe en este documento, cualquiera de los grupos extremos 3’ como se describe en el presente documento,
cualquiera de los grupos terminales 5 como se describe en el presente documento, y cualquiera de los enlaces
internucleotidicos (también denominados puentes entre nucledtidos) como se describe en el presente documento.
Los nucledtidos A, T, G, C y U también deben entenderse como nucleétidos de LNA o nucleétidos de no LNA, tales
como preferiblemente nucleétidos de ADN.

Solo con respecto a los ejemplos especificos descritos en las Tablas 4 a 9, las nucleobases, las unidades LNA, las
unidades no de LNA, los enlaces internucleotidicos y los grupos finales se especifican mas detalladamente como se
describe en el capitulo "Leyenda" antes de la Tabla 2.

[0080] Se ha demostrado que los oligonucledtidos antisentido, asi como las sales de los oligonucleotidos
antisentido, como se describe en el presente documento, son complementarios de la diana, que es el gen que
codifica el TGF-R; o el ARNm que codifica el TGF-R;, es decir, hibrida suficientemente bien y con suficiente
especificidad y especialmente selectividad para dar el efecto inhibitorio deseado.

[0081] EI término "sal" se refiere a sales fisioldgicamente y/o farmacéuticamente aceptables de los oligonucleétidos
antisentido de la presente invencion. Los oligonucleétidos antisentido contienen nucleobases como adenina,
guanina, timina, citosina o derivados de los mismos que son basicos y que forman una sal como una sal de cloruro o
mesilato. El enlace internucleotidico contiene preferiblemente un atomo de oxigeno o azufre cargado negativamente
que forma sales como la sal de sodio, litio o potasio. Por lo tanto, las sales de adiciéon de bases farmacéuticamente
aceptables se forman con bases inorganicas o bases organicas. Ejemplos de bases organicas e inorganicas
adecuadas son las bases derivadas de iones metalicos, por ejemplo, aluminio, iones de metales alcalinos, tales
como iones de sodio o potasio, metales alcalinotérreos tales como calcio o magnesio, o un ion de sal de amina o
hidréxidos de alcali o alcalinotérreos, -carbonatos o -bicarbonatos. Los ejemplos incluyen LiOH acuoso, NaOH, KOH,
NH4OH, carbonato de potasio, amoniaco y bicarbonato de sodio, sales de amonio, aminas primarias, secundarias y
terciarias, tales como, por ejemplo, hidroxido de tetraalquilamonio, alquilaminas inferiores tales como metilamina, t-
butilamina, procaina, etanolamina, arilalquilaminas como dibenzilamina y N,N-dibenciletilendiamina, alquilpiperidinas
inferiores tales como N-etilpiperidina, cicloalquilaminas tales como las partes de los dispositivos, las partes de los
dispositivos, las partes de los dispositivos, las partes de los aparatos, las partes de los aparatos, las partes de las
partes de los animales, las partes de las partes de las personas o las personas que se encuentran en la zona. o
sales derivadas de aminoacidos como arginina, lisina, ornitina o amidas de aminoacidos originalmente neutros o
acidos, cloroprocaina, colina, procaina o similares.

[0082] Ya que los oligonucledtidos antisentido son basicos, forman sales farmacéuticamente aceptables con acidos
organicos e inorganicos. Ejemplos de acidos adecuados para dicha formacion de sales de adicion de acido son
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftrico, acido fosférico, acido acético, acido citrico, acido oxalico, acido
maldnico, acido salicilico, acido p-aminosalicilico, acido malico, acido fumarico, acido cubico, acido ascérbico, acido
maleico, acido sulfénico, acido fosfénico, acido perclérico, acido nitrico, acido férmico, acido propidnico, acido
gluconico, acido lactico, acido tartarico, acido hidroximaleico, acido pirtvico, acido fenilacético, acido benzoico, acido
aminobenzoico, acido p-hidroxibenzoico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido nitroso, acido
hidroxietanosulfénico, acido etilensulfénico, acido p-toluensulfénico, acido naftilsulfénico, acido sulfanilico, acido
canfosulfénico, acido china, acido mandélico, acido O-metilmélico, hidrégeno acido bencenosulfénico, acido picrico,
acido adipico, acido D-o-toliltartarico, acido tartronico, acido Li-toluico, acido (o, m, p)-toldico, acido naftilamina
sulfénico y otros acidos minerales o carboxilicos bien conocidos para los expertos en la técnica. Las sales se
preparan poniendo en contacto la forma de base libre con una cantidad suficiente del acido deseado para producir
una sal de la manera convencional.
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[0083] En el contexto de esta invencion, "hibridacion” significa hibridacion de acido nucleico, en donde un acido
nucleico monocatenario (ADN o ARN) interactiia con otro acido nucleico monocatenario que tiene una secuencia
muy similar o incluso complementaria. De este modo, la interaccion tiene lugar por enlaces de hidrogeno entre
nucleobases especificos (apareamiento de bases).

[0084] Como se usa en el presente documento, el término "complementariedad" (complementariedad de pares de
bases de ADN y ARN) se refiere a la capacidad de emparejamiento preciso entre dos acidos nucleicos. Los
nucleédtidos en un par de bases son complementarios cuando su forma les permite unirse entre si mediante enlaces
de hidrégeno. Por lo tanto, forma el par de adenina y timidina (o uracilo) dos enlaces de hidréogeno y el par de
citosina-guanina forma tres enlaces de hidrégeno. "Secuencias complementarias”, como se usa en este documento,
significa secuencias de ADN o ARN, de modo que cuando se alinean antiparalelas entre si, las bases de nucleétidos
en cada posicion en las secuencias seran complementarias, al igual que mirar en el espejo y ver lo contrario.

[0085] EI término "especificamente hibridable" como se usa en este documento indica un grado suficiente de
complementariedad o apareamiento de bases preciso del oligonucleétido antisentido a la secuencia diana de modo
que se produzca una union estable y especifica entre el oligonucledtido antisentido y la diana de ADN o ARN. La
secuencia de un -oligonucledétido de acuerdo con la invencion no necesita ser 100% complementaria a la de su acido
nucleico diana para ser especificamente hibridable, aunque se prefiere una complementariedad del 100%. Por lo
tanto, "100% de complementariedad" significa que el oligonucleétido antisentido se hibrida con la diana en toda su
longitud completa o completa sin desajuste. En otras palabras, dentro de la presente invenciéon se define que un
compuesto antisentido se puede hibridar especificamente cuando la unién del compuesto a la molécula de ADN o
ARN diana tiene lugar en condiciones fisiolégicas o patoldgicas, pero la unidon no especifica del oligonucleétido
antisentido a las secuencias diana son altamente improbables o incluso imposibles.

[0086] Por lo tanto, la presente invencion se refiere preferiblemente a oligonucleétidos antisentido, en donde los
oligo-nucledtidos antisentido se unen con 100% de complementariedad al ARNm que codifica TGF-R; y no se unen
a ninguna ofra region en el transcriptoma humano completo. Mas preferido, la presente invencion se refiere a
oligonucledtidos antisentido, en los que los oligonucledtidos antisentido tienen una complementariedad del 100%
sobre su longitud completa al ARNm que codifica TGF-R; y no tienen efectos fuera del objetivo. Alternativamente, la
presente invencion se refiere preferiblemente a oligonucledtidos antisentido que tienen una complementariedad del
100% con el ARNm que codifica TGF-R; pero no una complementariedad con otro ARNm del transcriptoma humano.
Por lo tanto, el término "transcriptoma humano" se refiere al conjunto total de transcripciones en el organismo
humano, lo que significa transcripciones de todos los tipos de células y condiciones ambientales (en cualquier
momento).

Especificidad

[0087] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion tienen en comun que son especificos con respecto
a la region en la que se unen al gen o al ARNm que codifica TGF-R;. De acuerdo con la presente invencion, se
prefiere que dentro del transcriptoma humano, los oligonucledtidos antisentido tengan una complementariedad del
100% sobre su longitud completa solo con el ARNm que codifica TGF-R;. Ademas, un objetivo de la presente
invencion era encontrar oligonucleétidos antisentido sin reactividad cruzada dentro del transcriptoma de mamiferos
distintos de los monos; en particular, los oligonucleotidos antisentido solo tienen reactividad cruzada con el
transcriptoma de los grandes simios. Esto deberia evitar los efectos secundarios. Por lo tanto, los oligonucleétidos
antisentido de la presente invencion son altamente especificos con respecto a la hibridacién con el gen o con el
ARNm que codifica TGF-R;. Los oligonucleétidos antisentido de la invencién se unen preferiblemente en su longitud
completa con una complementariedad del 100% especifica al gen que codifica TGF-R; o al ARNm que codifica TGF-
Rj y no se unen a ninguna otra region en el transcriptoma humano completo. Esto significa que los oligonucleétidos
antisentido de la presente invencion se hibridan con la diana (ARNm de TGF-R;) sin desajuste.

[0088] EI término "ARNmM", como se usa en el presente documento, puede abarcar tanto el ARNm que contiene
intrones (también denominados Pre-ARNm) como el ARNm que no contiene ningun intron.

[0089] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion pueden unirse o hibridarse con el Pre-ARNm y/o
con el ARNm. Eso significa que los oligonucleétidos antisentido pueden unirse o hibridarse en una regién intrén o
dentro de una region intron del Pre-ARNm o pueden unirse o hibridarse en una regién intron-exén superpuesta del
Pre-ARNm o pueden unirse o hibridarse en una regién de exén o dentro de una region de exon del Pre-ARNm vy la
region de exon del ARNm (ver Fig. 1). Se prefieren los oligonucledtidos antisentido que pueden unirse o hibridarse
con Pre-ARNm y ARNm. La unién o hibridacion de los oligonucledtidos antisentido (ASO) al Pre-ARNm inhibe la
formacion del tapa 5’, inhibe el empalme del Pre-ARNm para obtener el ARNm y activa la ARNasa H que escinde el
Pre-ARNm. La unién o hibridacién de los oligonucleétidos antisentido (ASO) al ARNm activa la ARNasa H, que corta
el ARNm e inhibe la union de las subunidades ribosémicas.

[0090] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencién consisten en al menos 10 y no mas de 28,

preferiblemente no mas de 24 y mas preferiblemente no mas de 20 nucledtidos y consecuentemente consisten de
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos, preferiblemente de 11 a 20, o de 11 a 19, o de 12 a 19, o de
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13 a 19, o de 13 a 18 nucledtidos y mas preferiblemente de 14 a 18 nucledtidos, en donde al menos dos,
preferiblemente tres de estos nucledtidos son acidos nucleicos bloqueados (LNA). También son posibles
oligonucledtidos antisentido mas cortos, es decir, oligonucleétidos antisentido que tienen menos de 10 nucledtidos,
pero cuanto mas cortos son los oligonucleétidos antisentido, mayor es el riesgo de que la hibridacion ya no sea lo
suficientemente fuerte y que la selectividad disminuya o se pierda. Los oligonucledtidos antisentido no selectivos
corren el riesgo de unirse a regiones no deseadas en el transcriptoma humano y a los ARNm no deseados que
codifican otras proteinas distintas del TGF-R;, lo que provoca efectos secundarios no deseados. También son
posibles oligonucleétidos antisentido mas largos que tienen mas de 20 nucleétidos, pero aumentar la longitud hace
que la sintesis de tales oligonucleétidos antisentido sea ain mas complicada y costosa sin ningun beneficio adicional
para aumentar la selectividad o la fuerza de hibridaciéon o una mejor estabilidad con respecto a la degradacion.

[0091] Por lo tanto, la presente invencion esta dirigida a oligonucleétidos antisentido que consisten en 10 a 20
nucleodtidos, en donde al menos dos nucledtidos y preferiblemente los nucledtidos terminales 3’ y 5' son LNA. Por lo
tanto, se prefiere que al menos el nucledtido 3’ terminal sea un LNA y también que al menos el nucleétido terminal 5'
sea un LNA. En el caso de que estén presentes mas de 2 LNA, se prefiere que los LNA adicionales estén vinculados
al LNA terminal 3’ 0 5', ya que es el caso en los separadores de espacios abiertos, como se describe en el presente
documento.

[0092] Un bloque de construccién de nucleétidos presente en un oligonucleétido antisentido de la presente invencion
puede representarse por la siguiente férmula general (B1) y (B2):

(B2)

en donde

B representa una nucleobase;

IL' representa -X"-P(=X")(X-)-;

R representa -H, -F, -OH, -NH,, -OCH3, -OCH,CH,OCHs y R* representa -H; o R y R* forman juntos el puente -
R*-R- que se selecciona entre -CH,-O-, -CH2-S-, -CH2-NH-, -CH2-N(CH3) -, -CH2-N(C2Hs) -, -CH2-CH2-O-, -CH,-
CHz-S-, -CHz-CHz-NH-, -CHz-CHz-N(CH3) - 0 -CHz-CHz-N(C2H5)-;

X representa =0 o =S;

X representa -O-, -OH, -OR" -NHR", -N(R"),, -OCH,CH,OR", -OCH,CH,SR", -BH3-, -R", -SH, -SR", 0 -S;

X" representa -O-, -NH-, -NR"- -CH»-, 0 -S-;

Y es -O-, -NH-, -NRH-, -CH»- 0 -S-;

RH se selecciona entre hidrogeno y alquil C14 y preferiblemente -CHs 0 -CzHs y lo mas preferiblemente -CHa.

[0093] Preferiblemente X representa -O-, -OH, -OCHgs, -NH(CH3), -N(CHs)2, -OCH2CH,OCH3;, -OCH2CH,;SCHs3, -BH3-
, -CHs, -SH, -SCH3, o S-; y mas preferiblemente -O-, -OH, -OCHs, -N(CH3)2, -OCH2CH;OCHSa, -BH3, -SH, -SCH3, o -
S~ IL' representa preferiblemente -O-P(0)(O-)-, -O-P(O)(S)-, -O-P(S)(S)-, -S-P(O)(O")-, -S-P(0)(S)-, -S-P(S)(S)-, -
O-P(O)(O)-, -O-P(0)(S)-, -S-P(O)(O7)-, -O-P(O)(R")-, -O-P(O)(ORM)-, -O-P(O)(NHR")-, -O-P(O)IN(RM),]-, -O-
P(O)(BHs)-, -O-P(O)(OCH2CH20RM)-, -O-P(O)(OCH2CH2SRM)-, -O-P(O)(O’)-, -NR"-P(0)(O’)-, en donde R se
selecciona entre hidrégeno y alquil C1.4,

[0094] EI grupo -O-P(O)(RH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(CHs)-O- o -O-P(0O)(C2Hs)-O- y lo mas preferiblemente -
O-P(O)(CHa3)-O-.

El grupo -O-P(O)(ORH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCHg3)-O- o -O-P(O)(OC;Hs)-O- y mas preferiblemente -O-
P(O)(OCHj3)-O-.

El grupo -O-P(O)(NHRH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(NHCHj3) -O o -O-P(O)(NHC2Hs)-O- y lo mas preferiblemente
-O-P(O)(NHCHj3)-O-.

El grupo -O-P(O)IN(R")2]-O- es preferiblemente -O-P(O)IN(CH3)2]-O o -O-P(O)[N(CzHs)]-O- y lo mas
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preferiblemente -O-P(O)[N(CHs)]-O-.

El grupo -O-P(0O)(OCH,CH,0R")-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCH,CH;OCHj3)-0- o -O-P(O)(OCH,CH,OC;Hs)-O-
y lo mas preferiblemente -O-P(O)(OCH2CH,OCHz;)-O-.

El grupo -O-P(O)(OCH,CH,SR")-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCH,CH;SCH3)-O- 0 -O-P(O)(OCH,CH,SC;Hs)-O-
y mas preferiblemente -O-P(O)(OCH2CH,SCHa)-O-.

El grupo -O-P(0)(O-)-NR"- es preferiblemente -O-P(O)(0O-)-NH- o -O-P(0O)(0O-)-N(CHs)- y lo mas preferiblemente -
OP(0O)(O-)-NH-.

El grupo -NRH-P(O)(O-)-O- es preferiblemente -NH-P(O)(0O-)-O- o -N(CHj3)-P(O)(0O-)-O- y lo mas preferiblemente -
NH-P(O)(O-)-O-.

[0095] Incluso mas preferiblemente, IL' representa -O-P(0)(O")-, -O-P(O)(S’)-, -O-P(S)(S")-, -O-P(O)(NHR")-, o -O-
P(O)[N(RM)]-, y ain mas preferiblemente IL' representa -O-P(0)(O’)-, -O-P(O)(S)-, o - OP(S)(S)-, y mas
preferiblemente IL’ representa -O-P(O)(S")-, o -O-P(S)(S)-.

[0096] Preferentemente, Y representa -O-.

Preferiblemente, B representa una nucleobase estandar seleccionadade A, T, G, C, U.

Preferiblemente, IL representa -OP(=0)(S-)- o0 -OP(=S)(S)-.

[0097] Las definiciones anteriores de B, Y e IL’ se aplican también a la férmula b" a b°.

[0098] Por lo tanto, se prefieren las siguientes formulas generales (B3) a (B®):

s
~

0

(B3)

s (B5) (B6)

en donde

B representa una nucleobase y preferiblemente A, T, G, C, U;

R representa -H, -F, -OH, -NHz, -N(CH3)2, -OCH3, -OCH2CH20CH3, -OCH2CH2CH20H, -OCH2CH2CH2NH2 y
preferiblemente -H;

R* representa el resto -R*-R- como se define a continuacién y, por ejemplo, se selecciona preferiblemente de -C
(RaRb)-0O-, -C(R#RP)-NR°-, -C(R?RP)-S-, y -C(R?RP)-C (R?RP)-O-, en donde los sustituyentes R?, RP y R° tienen los
significados que se definen aqui. Mas preferiblemente, R* se selecciona de -CH,-O-, -CH2-S-, -CH2-NH-, -CH_-
N(CHj3)-, -CH2-CH»-O-, 0 -CH2-CH2-S-, y mas preferiblemente -CH2-O-, -CH2-S-, -CH2-CH2-O-, 0 -CH,-CH>-S-, y
aun mas preferiblemente -CH-O-, -CH,-S-, 0 -CH2>-CH2-O-, y ain mas preferiblemente -CH2-O- 0 -CH»-S-, y lo
mas preferiblemente -CH,-O-.

[0099] Los ejemplos de nucledtidos preferidos que son unidades no de LNA son los siguientes:
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Enlaces Internucleotidicos (IL)

[0100] Los mondmeros de los oligonucleétidos antisentido descritos en el presente documento se acoplan entre si
mediante un enlace internucleotidico. Adecuadamente, cada mondmero esta unido al monémero adyacente 3’ a
través de un enlace internucleotidico. El experto en la materia entendera que, en el contexto de la presente
invencion, el monémero 5’ al final de un oligdmero no comprende un enlace internucleotidico 5', aunque puede
comprender o no un grupo terminal 5’. El término "enlace internucleotidico" pretende significar un grupo capaz de
acoplar covalentemente dos nucledtidos, dos analogos de nucleétidos como dos LNA, y un nucleétido y un analogo
de nuclestido como un LNA. Los ejemplos especificos y preferidos incluyen grupos fosfato y grupos fosforotioato.
Los nucledtidos de los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion o las secuencias de nucleotidos
contiguas de los mismos se acoplan entre si mediante enlaces internucleotidicos. Adecuadamente, cada nucleétido
esta unido a través de la posicion 5’ al nucleétido adyacente 3' a través de un enlace internucleotidico.

Los oligonucledtidos antisentido pueden modificarse de varias maneras diferentes. Las modificaciones dentro del
esqueleto son posibles y se refieren a oligonucleétidos antisentido en los que los grupos fosfato (también
denominados grupos fosfodiéster) en su esqueleto internucledtido estan parcialmente o completamente
reemplazados por otros grupos. Los esqueletos de oligonucledtido antisentido modificados preferidos incluyen, por
ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriéster, aminoalquilfosfotriésteres, metil, etil y
fosfonatos de alquil C3-C1o, incluyendo fosfonatos de 3'-alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos
incluyendo fosforamidato 3'-amino y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos,
tioalquilfosfotriésteres y boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5’ normales, analogos enlazados 2'-5' de los mismos, y
aquellos que tienen polaridad invertida, en los que los pares adyacentes de unidades de nucleétidos son 3'-5" a 5'-3'
0 2'-5’ a 5'-2' enlazados. Varias sales, sales mixtas y formas de acidos libres de los mismos también se incluyen y
describen en este documento con mas detalle.

Los enlaces internucleotidicos adecuados incluyen los enumerados en el documento W0O2007/031091, por ejemplo,
los enlaces internucleotidicos listados en el primer parrafo de la pagina 34 del documento WO2007/031091. En
algunas realizaciones, es preferible modificar el enlace nucleotidico de su fosfodiéster normal a uno que sea mas
resistente al ataque de las nucleasas, como el fosforotato o boranofosfato; estos dos, aceptados por la escisiéon
mediada por la RNasa H, también permiten que la via de inhibicion antisentido para reducir la expresion del gen
diana.

[0101] EI enlace internucleotidico consiste en el grupo IL' que es el grupo unido al atomo de carbono 3' del resto

ribosa y el grupo Y que es el grupo unido al atomo de carbono 5’ del resto ribosa contiguo como se muestra en la
férmula (IL'Y) a continuacion
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[0102] EI enlace internucleotidico IL esta representado por -IL'-Y-. IL’ representa -X’-P(=X")(X-)- de manera que IL se
representa por -X"-P(=X")(X-)-Y- en donde los sustituyentes X-, X', X" e Y tienen los significados que se describen en
este documento.

[0103] El enlace internucleotidico IL = -X"-P(=X")(X-)-Y- se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en: -O-
P(O)(0)-0-, -OP(0)(S-)-0-, -O-P(S)(S)-O-, -S-P(0)(0-)-0-, -S-P(O)(S-)-O-, -S-P(S)(S)-O- -0O-P(0)(O)-S-, -O-
P(O)(S-)-S-, -S-P(0)(O)-S-, -O-P(O)(RH)-O-, -O-P(O)(ORM)-0O-, -O-P(O)(NHRM)-O-, -O-P(O)[N(RM)]-O- -O-
P(O)(BH3)-O-, -O-P(O)(OCH2CH20RH)-0O-, -O-P(0)(OCH-CH.SR")-O- -O-P(O)(O’)-NR™"-NRH-P(0)(O )-O-, donde
RH se selecciona entre hidrogeno y alquil C1.4,

[0104] EI grupo -O-P(O)(RH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(CHs)-O- o -O-P(0O)(C2Hs)-O- y lo mas preferiblemente -
O-P(O)(CHa3)-O-.

El grupo -O-P(O)(ORH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCH3)-O- o -O-P(O)(OC;Hs)-O- y mas preferiblemente -O-
P(O)(OCHj3)-O-.

El grupo -O-P(O)(NHRH)-O- es preferiblemente -O-P(O)(NHCH3) -O o -O-P(O)(NHC2Hs)-O- y lo mas preferiblemente
-O-P(O)(NHCHj3)-O-.

El grupo -O-P(O)[N(RH);]-O- es preferiblemente -O-P(O)[N(CH3)2]-O o -O-P(O)[N(C2Hs)2]-O- y lo mas
preferiblemente -O-P(O)[N(CH3)]-O-.

El grupo -O-P(0O)(OCH,CH,0R")-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCH,CH,0CHj3)-O- o -O-P(O)(OCH,CH,OC;Hs)-O-
y lo mas preferiblemente -O-P(O)(OCH2CH,OCHz;)-O-.

[0105] EI grupo -O-P(O)(OCH,CH.SR")-O- es preferiblemente -O-P(O)(OCH,CH,SCH;3)-O- o -O-
P(O)(OCH2CH2SC;Hs)-O- y mas preferiblemente -OP(O)(OCH2CH2SCH3)-O-.

El grupo -O-P(O)(O")-NR"- es preferiblemente -O-P(0)(O)-NH- o -O-P(O)(O")-N(CHjs)- y lo mas preferiblemente -
OP(O)(O)-NH-.

El grupo -NRH-P(O)(O")-O- es preferiblemente -NH-P(O)(O-)-O- o -N(CHj3)-P(0)(0O")-O- y lo mas preferiblemente -NH-
P(O)(O)-O-.

[0106] Incluso mas preferiblemente, IL representa -O-P(0O)(0)-0-, -O-P(0)(S-)-O-, -O-P(S)(S)-0O-, -OP(O)(NHRH)-O-
, 0 -O-P(0O)[N(R");]-O-, y ain mas preferiblemente IL representa -O-P(0)(0°)-0-, -O-P(0)(S-)-O-, o -O-P(S)(S)-0-, y
lo mas preferiblemente IL representa -O-P(O)(S-)-O-, o -O-P(0)(O")-O-.

[0107] Por tanto, IL es preferiblemente un grupo fosfato (-O-P(O)(O)-O-), un grupo fosforotioato (-O-P(O)(S-)-O-) o
un grupo fosforoditioato (-OP(S)(S")-O-).

[0108] Las unidades de nucledtidos o los nucledsidos de los oligonucledtidos antisentido estan conectados entre si
mediante enlaces internucleotidicos, de modo que dentro de un oligonucleétido antisentido pueden estar presentes
diferentes enlaces internucleotidicos. Las unidades de LNA estan unidas preferiblemente por enlaces
internucleotidicos que no son grupos fosfato. Las unidades de LNA estan unidas entre si por un grupo IL que se
selecciona preferiblemente de -O-P(0)(S-)-O-, -O-P(S)(S)-O-, -O-P(O)(NHR")-O-, y -O-P(O)[N(R");]-O y mas
preferiblemente de -O-P(O)(S-)-O- y -O-P(S)(S*)-O-.

[0109] Las unidades no de LNA estan unidas entre si por un grupo IL que se selecciona preferiblemente entre -O-
P(0)(0)-0O-, -O-P(0)(S-)-O-, -O-P(S)(S")-0-, -O-P(0O)(NHRH)-O-, y -O-P(O)[N(R"),]-O- y mas preferiblemente de -O-
P(0)(0")-0-, -O-P(0)(S-)-0- y -O-P(S)(S)-O-.

[0110] Una unidad no LNA esta unida a una unidad LNA por un grupo IL que se selecciona preferiblemente de -O-
P(0)(8-)-0-, -OP(s) (S-)-O-, -O-P(O)(NHRM)-0O-, y -O-P(O)[N(R")2]-O- y mas preferiblemente de -O-P(O)(S-)-O- y -O-
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P(S)(S)-O-.

[0111] El término "unidad LNA" como se usa en este documento se refiere a un nucleétido que esta bloqueado, es
decir, a un nucleétido que tiene una estructura biciclica y especialmente una estructura de ribosa biciclica y mas
especialmente una estructura de ribosa biciclica como se muestra en la formula general (I1). El puente "bloquea" la
ribosa en la conformacion 3'-endo (Norte). El resto ribosa de un nucledtido LNA se modifica con un puente adicional
que conecta el oxigeno 2' y el carbono 4'. Los términos alternativamente utilizados para LNA son nucledtidos
biciclicos o nucleétidos puenteados, por lo tanto, un término alternativo para la unidad de LNA es la unidad de
nucleétido biciclico o unidad de nucleétido puenteada.

[0112] EI término "unidad no LNA", como se usa en este documento, se refiere a un nucleétido que no esta
bloqueado, es decir, a un nucleétido que no tiene un resto de azucar biciclico y especialmente no tiene estructura de
ribosa biciclica y mas especialmente no tiene estructura de ribosa biciclica como se muestra en general férmula (II).
Las unidades no de LNA son mas preferiblemente unidades de ADN.

[0113] El término "unidad de ADN", como se usa en el presente documento, se refiere a un nucleétido que contiene
una 2-desoxirribosa como azucar. Por lo tanto, el nucleétido esta hecho de una nucleobase y una 2-desoxirribosa.

[0114] EI término "unidad" como se usa en el presente documento se refiere a una parte o un fragmento o un resto
de un oligonucleodtido antisentido de la presente invencion. Por lo tanto, una "unidad" no es una molécula completa,
es una parte o un fragmento o un resto de un oligonucleétido antisentido que tiene al menos una posiciéon para un
enlace covalente a otra parte o fragmento o resto del oligonucleétido antisentido. Por ejemplo, las estructuras
generales (B1) a (B®) son unidades, ya que pueden unirse covalentemente a través del grupo Y e IL' 0 -O- y -O-
P(O)(S-)- respectivamente. Preferiblemente, una unidad es un resto que consiste en una estructura de pentosa, una
nucleobase conectada a la estructura de pentosa, un grupo radical 5’ y un grupo radical IL'".

[0115] El término "bloque de construccion” o "'monémero" como se usa en el presente documento se refiere a una
molécula y especialmente a un nucledsido que se usa en la sintesis de un oligonucledtido antisentido de la presente
invencion. Ejemplos son las moléculas de LNA de féormula general (1), en donde Y representa un grupo 5'-terminal e
IL' representa un grupo 3'-terminal.

[0116] Ademas, se prefieren oligonucleétidos antisentido diastereoméricos puros. Los preferidos son los didémeros
Sp y Rp como se muestra en el lado derecho de la mano:

\W w
O R R
i

{B
Om—P =S Se—P-=Q
| |

O

&

Diasteredmero Rp Diasteredmero Sp

O

—

[0117] Se prefieren los enlaces internucleotidicos adecuados que contienen azufre(s) como se proporcionan en el
presente documento.
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[0118] Se prefieren los restos de fosforotioato en el esqueleto donde al menos el 50% de los enlaces
internucleotidicos son grupos fosforotioato. También se prefiere que las unidades de LNA, si estan presentes, estén
unidas a través de fosforotioatos como enlaces internucleotidicos. EI mas preferido es un esqueleto de fosforotioato
completo, es decir, el mas preferido es cuando todas las unidades de nucledtidos y también las unidades de LNA (si
estan presentes) se unen entre si mediante grupos de fosforotioato que se definen del siguiente modo: -O-P(O)(S)-
O- que es sindnimo de -OP(0O,S)-0- o -OP(O")(s)-O-.

[0119] En el caso de que el oligonucledtido antisentido sea un gapmero, se prefiere que las regiones LNA tengan
enlaces internucleotidicos seleccionados entre -O-P(O)(S-)-O- y -O-P(S)(S)-O- y que la region no LNA, la parte
media, tiene enlaces internucleotidicos seleccionados entre -O-P(0)(0O")-O-, -O-P(0)(S-)-O- y -O-P(S)(S)-O- y que
las regiones LNA estan conectadas a la region no LNA a través de enlaces internucleotidicos seleccionados de -O-
P(O)(O)-0O-, -O-P(0O)(S-)-O- y -O-P(S)(S)-O-.

[0120] Es aun mas preferido si todos los enlaces internucleotidicos que son 9 en un 10-mer y 19 en un 20-mer se
seleccionan entre -O-P(O)(S-)-O- y -O-P(S)(S)-O-. Aun mas preferido es que todos los enlaces internucleotidicos
sean grupos fosforotioato (-O-P(O)(S-)-O-) o sean grupos fosforoditioato (-OP(S)(S)-O-).

Acidos nucleicos bloqueados (LNA®)

[0121] Se prefiere especialmente que algunos de los nucleétidos de la formula general (B1) o (B2) en el sentido

los oligonucledtidos son reemplazados por los llamados LNA (acidos nucleicos bloqueados). La abreviatura LNA es
una marca registrada, pero aqui el término "LNA" se usa Unicamente de manera descriptiva.

Preferiblemente, los nucledtidos terminales se reemplazan por LNA y mas preferiblemente los ultimos 1 a 4
nucledétidos en el extremo 3’ y/o los ultimos 1 a 4 nucleétidos en el extremo 5' se reemplazan por LNA. También se
prefiere tener al menos el nucledtido terminal en el extremo 3’ y en el extremo 5' sustituido por un LNA cada uno.

[0122] EI término "LNA", como se usa en el presente documento, se refiere a un analogo de nucleétido biciclico,
conocido como "acido nucleico bloqueado”. Puede referirse a un monémero de LNA o, cuando se usa en el contexto
de un "oligonucledtido antisentido de LNA" o un "oligonucledtido antisentido que contiene LNA", LNA se refiere a un
oligonucledtido que contiene uno o mas analogos de nucledtidos biciclicos. Los nucleétidos de LNA se caracterizan
por la presencia de un grupo enlazador (como un puente) entre C2’ y C4' del anillo de azucar ribosa, por ejemplo,
como se muestra como R* - R biradical como se describe a continuacion. EI LNA utilizado en los oligonucleotidos
antisentido de la presente invencion tiene preferiblemente la estructura de la férmula general (1)

I’ R

en donde para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en orientacion R o S;

en donde X se selecciona de -O-, -S-, -N(RV)-, -C(RsR7)-, y preferiblemente X es -O-;

B se selecciona de hidrégeno, alcoxi Ci.4 opcionalmente sustituido, alquil C14 opcionalmente sustituido, aciloxi
C14 opcionalmente sustituido, nucleobases y analogos de nucleobases, y preferiblemente B es una nucleobase o
un analogo de nucleobase y el mas preferido una nucleobase estandar;

Y representa una parte de un enlace internucleotidico a un nucleétido adyacente en caso de que el resto de
férmula general (I) sea una unidad LNA de un oligonucleétido antisentido de la presente invencion, o un grupo
5'-terminal en caso de que el resto de formula general (I) es un mondémero o bloque de construccion para
sintetizar un oligonucleétido antisentido de la presente invencién. El atomo de carbono 5’ incluye opcionalmente
el sustituyente R* y R,

IL’ representa una parte de un enlace internucleotidico a un nucleétido adyacente en caso de que el resto de
férmula general (1) sea una unidad LNA de un oligonucleétido antisentido de la presente invencion, o un grupo 3'-
terminal en el caso de que el resto sea de tipo general la férmula (l) es un mondémero o bloque de construccion
para sintetizar un oligonucleétido antisentido de la presente invencion.

R* y R juntos representan un grupo enlazador bivalente que consta de 1 a 4 grupos o atomos seleccionados de -
C(R?Rb)-, -C(R®)=C(Rb)-, -C(R?)=N-, -O-, -Si(R?),-, -S-, -SO2-, -N(R°)-, y >C=Z, donde Z se selecciona entre -O-, -
S- y -N(R®)-, y R?, R° y R°¢ se seleccionan independientemente entre hidrogeno, alquil C1.12 opcionalmente
sustituido, alquenilo C,.s opcionalmente sustituido, alquinilo C,s opcionalmente sustituido, hidroxi, alcoxi Ci.12
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opcionalmente sustituido, alcoxi alquil C16 C1.6, alqueniloxi Cz.s, carboxi, alcoxicarbonil C1.12, alquilcarbonil Cq.12,
formilo, aril, arilxi-carbonil, arilxi, arilcarbonil, heteroaril, heteroarilxi-carbonil, heteroarilxi, heteroarilcarbonil,
amino, mono- y di(alquil Ci.s)amino, carbamoilo, mono- y di(alquil C1.¢)-amino-carbonil, amino-alquilenil Ci.-
aminocarbonil, mono- y di(alquil Ci.s)amino-Cs-alquilenil-aminocarbonil, alquil Ci.s-carbonilamino, carbamido,
alcanoiloxi C1.s, sulfono, alquilsulfoniloxi C1.s, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio C1.6, haldgeno, donde aril y heteroaril
pueden estar opcionalmente sustituidos y donde dos sustituyentes geminales R? y R® juntos pueden representar
metileno opcionalmente sustituido (=CH.), en donde para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se
pueden encontrar en la orientacion Ro S, y;

cada uno de los sustituyentes R!', R%, R3 R* R5 R® y R’ que estan presentes, se selecciona
independientemente de hidrégeno, alquil C4.12 opcionalmente sustituido, alquenilo C,.¢ opcionalmente sustituido,
alquinilo C,.s opcionalmente sustituido, hidroxi, alcoxi Ci.12, alcoxi alquil Cys C1, alqueniloxi Czs, carboxi,
alcoxicarbonil Ci.12, alquilcarbonil Ci.12, formilo, aril, arilxi-carbonil, arilxi, arilcarbonil, heteroaril,
heteroarilxicarbonil, heteroarilxi, heteroarilcarbonil, amino, mono- y di(alquil Ci.s)amino, carbamoilo, mono vy
di(alquil Ci.¢)-amino-carbonil, amino-C1.-alquil-aminonocarbonil, mono- y di(alquil Ci.s)amino-alquil-C1.¢-
aminocarbonil, alquil-Cq.s-carbonilamino, carbamido, alquilano alquil C1sxi, sulfono, Cis-alquilsulfoniloxi, nitro,
azido, sulfanilo, alquiltio C+1.6, halégeno, donde aril y heterarioilo pueden estar opcionalmente sustituidos, y donde
dos sustituyentes geminales juntos pueden designar oxo, tioxo, imino, o metileno opcionalmente sustituido;

en donde RN se selecciona entre hidrogeno y alquil C14, y donde dos sustituyentes adyacentes (no geminales)
pueden designar un enlace adicional que resulta en un doble enlace; y RN, cuando esta presente y no esta
involucrado en un tratamiento birradical, se selecciona entre hidrogeno y alquil C14; y sales basicas y sales de
adicién de acido de los mismos. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en
orientacion Ro S.

[0123] En realizaciones preferidas, R* y R juntos representan un birradical que consiste en grupos seleccionados del
grupo que consiste en -C(R®RP)-C(R?RP)-, -C(R®RP)-O-, -C(R®RP)-NR°-, -C(R®RP)-S-, y -C(R?R)-C(R?RP)-O-, en
donde cada R?, RP y R¢ pueden seleccionarse opcionalmente independientemente.

En algunas realizaciones, R? y R° pueden seleccionarse opcionalmente independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno y alquil C+., tal como metilo, y el preferido es hidrégeno.

En realizaciones preferidas, R', R?, R3 R* y R® se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno, halégeno, alquil C1., alquil C1.¢ sustituido, alquenilo C..s, alquenilo C,.¢ sustituido, alquinilo Cz¢ 0 alquinilo
C.6 sustituido, alcoxilo Ci, alcoxilo Ci sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1s o aminoalquil Ci¢
sustituido. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en orientaciéon R o S.

En realizaciones preferidas, R', R?, R3, R* y R® son hidrogeno.

En algunas realizaciones, R', R?> y R® se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno,
halégeno, alquil Ci, alquil Ci.6 sustituido, alquenilo Czs, alquenilo C..s sustituido, alquinilo C..s 0 alquinilo Cy
sustituido, alcoxilo C+.6, alcoxilo C1.6 sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1.s 0 aminoalquil C1.¢ sustituido.
Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en orientacion R o S. En realizaciones
preferidas, R', R? y R® son hidrogeno.

En realizaciones preferidas, R* y R® se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -
CHjs, -CH2-CHjs, -CH2-0O-CH3; y -CH=CH,. Adecuadamente en algunas realizaciones, R* o R® son hidrogeno, mientras
que el otro grupo (R* o R® respectivamente) se selecciona del grupo que consiste en alquil C1s, alquenilo Cys,
alquinilo Cs.s, alquil C1.6 sustituido. alquil C1.6, alquenilo C,.s sustituido, alquinilo Cy.¢ sustituido o acilo sustituido (-
C(=0)-); en donde cada grupo sustituido es mono o poli sustituido con grupos sustituyentes seleccionados
independientemente de halégeno, alquil C1., alquil C46 sustituido, alquenilo C.., alquenilo Cy¢ sustituido, alquinilo
Cz.e, alquinilo Cz.e SUStitUidO, -OJ1, -SJ1, -NJ1J2, -N3, -COOJ1, -CN, -O-C(=O)NJ1J2, -N(H)C(=NH)NJ1J2 o -
N(H)C(=X)N(H)Jz, en donde X es O o0 S; y cada J1 y Jz es, independientemente -H, alquil C+., alquil C1.¢ sustituido,
alquenilo C,, alquenilo C, sustituido, alquinilo C,., alquinilo Cys sustituido, aminoalquil C1.s, aminoalquil C1.s
sustituido o un grupo protector. En algunas realizaciones, R* o R® es alquil C+. sustituido. En algunas realizaciones,
R* o R% es metileno sustituido, en donde los grupos sustituyentes preferidos incluyen uno o mas grupos
seleccionados independientemente de -F, -NJ1J2, -N3, -CN, -OJ4, -SJ1, -OC(=0O)NJ1J2, - N(H)C(=NH)NJ+J> o -
N(H)C(=O)N(H)J2. En algunas realizaciones, cada J1 y J> es, independientemente, -H o alquil C16. En algunas
realizaciones, R* o R® es metilo, etilo 0 metoximetilo. En algunas realizaciones, R* o R® es metilo. En una realizacion
adicional, ya sea R* o RS es etilenilo. En algunas realizaciones, R* o R® es acilo sustituido. En algunas realizaciones,
R* 0 R% es -OC(=0O)NJ1J2. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en
orientacion R o S. Dichos nucleétidos biciclicos modificados en 5 se describen en el documento WO 2007/134181
A.

[0124] En algunas realizaciones, B es una nucleobase, que incluye analogos de nucleobase y nucleobases de
origen natural, como una purina o pirimidina, o una purina sustituida o pirimidina sustituida, como una nucleobase
mencionada aqui, tal como una nucleobase seleccionada del grupo compuesto de adenina, citosina, timina, adenina,
uracilo y/o una nucleobase modificada o sustituida, como 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, 2'tio-
timina, 5-metil citosina, 5-tiozolo-citosina, 5-propinil-citosina y 2,6-diaminopurina.

[0125] En realizaciones preferidas, R y R juntos representan un birradical seleccionado de -C(R?RP)-O-, -C(R?RP)-
C(R°RY)-0-, -C(R®RP)-C(R°RY) -C(R°Rf)-O-, -C(R®RP)-O-C(RRe®)-, -C(R?RP)-O-C(RR®)-O-, -C(R®RP)-C(RYR®)-, -
C(R?RP)-C(R°RY) -C(R°R)-, -C(R%)=C(RP) -C(RIR®)-, -C(R®RP)-N(R°)-, -C(RaR")-C(RR®)-N(R°)-, -C(R?RP)-N(R¢)-O-, -
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C(R?R)-S-, y -C(R®RP)-C(RYR®)-S-, en donde R?, RP, R°, RY, R®, y Rf cada uno se selecciona independientemente de
hidrégeno, alquil C+.12 opcionalmente sustituido, alquenilo C,6 opcionalmente sustituido, alquinilo C;.¢ opcionalmente
sustituido, hidroxi, alcoxi C1.12, alcoxi alquil C1s C1.6, alqueniloxi Cy, carboxi, alcoxicarbonil C+.12 alquilcarbonil C1.12,
formilo, aril, arilxi-carbonil, arilxi, arilcarbonil, heteroaril, heteroarilxi-carbonil, heteroarilxi, heterarilcarbonil, amino,
mono- y di(alquil Css)amino, carbamoilo, mono- y di(alquil Ci)-amino-carbonil, amino-alquil Ci.s-aminocarbonil,
mono- y di(alquil Cy6)amino-alquil C1.s-aminocarbonil, alquil-carbonilamino C1.s, carbamida, alcanoiloxi C1., sulfono,
alquilsulfoniloxi C4s, nitro, azido, sulfanilo, alquiltio Cis, haldégeno, donde aril y heteroaril pueden estar
opcionalmente sustituidos y donde dos sustituyentes geminales R? y R® juntos pueden designar metileno
opcionalmente sustituido (=CH). Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en
orientacion Ro S.

[0126] En una realizacion adicional, R* y R designan juntos un grupo birradical (grupo bivalente) seleccionado entre -
CH3-O-, -CH2-S-, -CH2>-NH-, -CH2>-N(CH3)-, -CH2 -CH>-O-, -CH2-CH(CHj3)-, -CH2-CH2-S-, -CH2-CH2-NH-, -CH2-CH,-
CHz-, -CH2-CH2-CH2-O-, - CH2>-CH>-CH(CHj3)-, -CH=CH-CH>-, -CH2-O-CH2-O-, -CH,-NH-O-, -CH2-N(CH3)-O-, -CH>-
0O-CHy-, -CH(CHz3)-O-, -CH(CH2-O-CHj3)-O-, -CH2-CH-, y -CH=CH-. Para todos los centros quirales, se pueden
encontrar grupos asimétricos en orientacion Ro S.

[0127] En algunas realizaciones, R* y R juntos designan el -C(R#RP)-N(R°)-O- biradical, en el que R* y RP se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquil C1.6, alquil C46 sustituido,
alquenilo C,., alquenilo C,. sustituido, alquinilo C,.6 0 alquinilo Cy.6 sustituido, alcoxilo C+.6, alcoxilo C1.s sustituido,
acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1.6 0 aminoalquil C1.¢ sustituido, tal como hidrégeno, y; en donde R® se selecciona
del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquil Ci, alquil Cis sustituido, alquenilo C,., alquenilo Cys
sustituido, alquinilo Cs o alquinilo Cys sustituido, alcoxi Ci., alcoxilo Cis sustituido, acilo, acilo sustituido,
aminoalquil C1.s 0 aminoalquil C1.s sustituido, y preferiblemente hidrégeno.

En realizaciones preferidas, R* y R juntos representan -C(R2R")-O-C(RR¢®)-O- birradical, en donde R?, R°, R? y R® se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, alquil C1.s, alquil C46 sustituido,
alquenilo C,., alquenilo C,. sustituido, alquinilo C,.6 0 alquinilo Cy.6 sustituido, alcoxilo C+.6, alcoxilo C1.s sustituido,
acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1.6 0 aminoalquil C1. sustituido, y preferiblemente hidrégeno.

En realizaciones preferidas, R* y R forman el -CH(Z)-O- birradical, en donde Z se selecciona del grupo que consiste
en alquil C1, alquenilo C,, alquinilo Cs.s, alquil Cq.s sustituido, alquenilo C,.s sustituido, alquinilo C,¢ sustituido,
acilo, acilo sustituido, amida sustituida, tiol o tio sustituido; y en donde cada uno de los grupos sustituidos es,
independientemente, mono o poli sustituido con grupos sustituyentes opcionalmente protegidos independientemente
seleccionados de haldégeno, oxo, hidroxilo, -OJ1, -NJ1Jz, -SJ1, -N3, -OC(=X)J1, -OC(=X)NJ1J2, -NJ3C(=X)NJ1J2 y -CN,
en donde cada Ji, J2 ¥ J3 es, independientemente, -H o alquil C1.6, y X es O, S o NJ1. En realizaciones preferidas, Z
es alquil C4 0 alquil C1. sustituido. En realizaciones preferidas adicionales, Z es metilo. En realizaciones preferidas,
Z es alquil Cqs sustituido. En realizaciones preferidas, dicho grupo sustituyente es alcoxi Cis. En algunas
realizaciones, Z es CH3OCH,-. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en
orientacion R o S. Tales nucleétidos biciclicos se describen en el documento US 7.399.845. En realizaciones
preferidas, R, R?, R3, R* y R® son hidrogeno. En realizaciones preferidas, R', R? y R® son hidrogeno, y uno o ambos
de R*, R® pueden ser distintos de hidrégeno como se menciona anteriormente y en el documento WO 2007/134181.
En realizaciones preferidas, R* y R juntos representan un birradical que comprende un grupo amino sustituido en el
puente tal como el CHx-N(R°®) biradical, en donde R°¢ es alquilxi C1.12. En realizaciones preferidas, R* y R juntos
representan un biradical -Cqgsq4-NOR-, en donde g3 y g4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en hidrégeno, halégeno, alquil Ci.6, alquil Ci sustituido, alquenilo C,., alquenilo Cy¢ sustituido, alquinilo Cz6 0
alquinilo C,. sustituido, alcoxilo C1.s, alcoxilo C+.6 sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1.s o aminoalquil C1.s
sustituido; en donde cada grupo sustituido es, independientemente, mono o poli sustituido con grupos sustituyentes
seleccionados independientemente de haldégeno, -OJ+, -SJ1, -NJ1J2, -COOJ1, -CN, -OC(=0)NJ1J2, -NH-C(=NH)NJ1J>
0 -NH-C(=X)NHJ>, en donde X es O o S; y cada uno de J1 y J; es, independientemente, -H, alquil C1.6, alquenilo Cy.,
alquinilo C,.s, aminoalquil C1.s 0 un grupo protector. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se
pueden encontrar en orientacion R o S. Dichos nucledtidos biciclicos se describen en el documento
W02008/150729. En realizaciones preferidas, R, R?, R3, R* y RS se seleccionan independientemente del grupo que
consiste en hidrégeno, haldégeno, alquil Cq, alquil C1.6 sustituido, alquenilo C,., Co.6 sustituido. alquenilo, alquinilo
C26 0 alquinilo C,s sustituido, alcoxilo Ci., alcoxilo Cis sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquil Ci.s 0
aminoalquil C1s sustituido. En realizaciones preferidas, R', R%, R%, R* y R® son hidrégeno. En realizaciones
preferidas, R', R? y R® son hidrogeno y uno o ambos de R*, R® pueden ser distintos de hidrégeno como se menciona
anteriormente y en el documento WO 2007/134181. En realizaciones preferidas, R* y R juntos representan un grupo
birradical (grupo bivalente) -C(R?RP)-O-, en donde R? y RP son cada uno independientemente halégeno, alquil C1.12,
alquil C4.12 sustituido, Cs.s.alquenilo, alquenilo C,.s sustituido, alquinilo Cz, alquinilo Cy¢ sustituido, alcoxi Ci.12,
alcoxi C1.12 SUStitUidO, -OJ1, -SJ1, -S(O)J1, -SOz -J1, -NJ1J2, -N3, -CN, -C(=O)OJ1, -C(=O)NJ1J2, -C(=O)J1, -
OC(=0)NJ1Jz, -NH-C(=NH)NJ+1Jz, -NH-C(=0)NJ1J2, 0, -NH-C(=S)NJ+J2; 0 R? y RP juntos son = C (q3)(g4); g3 Y g4 son
cada uno, independientemente, -H, haldégeno, alquil Ci.42 o alquil Ci.12 sustituido; cada grupo sustituido es,
independientemente, mono o poli sustituido con grupos sustituyentes seleccionados independientemente de
halégeno, alquil Ci.6, alquil Ci6 sustituido, alquenilo C.., alquenilo C,. sustituido, alquinilo C,., alquilnilo Cye
SUStitUidO, -OJ1, -SJ1, -NJ1J2, -N3, -CN, -C(=O)OJ1, -C(=O)NJ1J2, -C(=O)J1, - OC(=O)NJ1J2, -NH-C(=O)NJ1J2, o -NH-
C(=S)NJ+J. y; cada J1 y J2 es independientemente, -H, alquil C1., alquil C1.¢ sustituido, alquenilo C.., alquenilo Cy¢
sustituido, alquinilo Ca.s, alquinilo Cy.¢ sustituido, aminoalquil C1.s, aminoalquil C1.¢ sustituido o un grupo protector.
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Tales compuestos se describen en el documento W0O2009006478A.

[0128] En realizaciones preferidas, R* y R forman el -Q- birradical, en donde Q es -C(q1)(d2)C(93)(g4)-, -C(q1)=C(q3)-,
-C[=C(91)(92)]-C(g3)(qs)- o -C(q1)(q2)-C[=C(93)(q4)]-; g1, 92, 93, g4 son cada uno independientemente entre si -H,
halégeno, alquil C1.12, alquil C4.12 sustituido, alquenilo Cy.s, alcoxi C1.12 sustituido, -OJ1, -SJ1, -S(O)J4, -SO2-J1, -NJ1Jz,
-N3, -CN, -C(=O)OJ1 -C(=O)NJ1J2, -C(=O)J1, -OC(=O)NJ1J2, -NH-C(=NH)NJ1J2, -NH-C(=O)NJ1J2, o -NH-C(=S)NJ1J2;
cada J1 y J2 es independientemente uno del otro -H, alquil C+, alquenilo Cy, alquinilo C.6, aminoalquil C1.6 0 un
grupo protector; y opcionalmente cuando Q es -C(q1)(q2)C(ds)(g4)- y uno de g3 o g4 es -CHs, entonces al menos uno
de los otros de g3 0 g4 0 uno de g1 y g2 es otro que -H. En realizaciones preferidas, R', R?, R3 R*y R® son
hidrégeno. Para todos los centros quirales, los grupos asimétricos se pueden encontrar en orientacion R o S. Dichos
nucledtidos biciclicos se describen en el documento W02008/154401. En realizaciones preferidas, R', R%, R, R* y
R® se seleccionan independientemente entre si del grupo que consiste en hidrégeno, haldgeno, alquil C1.6, alquil C1.6
sustituido, alquenilo Cx.s, alquil alquenilo Cy¢ sustituido, alquinilo C2.6 0 alquinilo Cy.6 sustituido, alcoxilo C1.s, alcoxilo
C1.6 sustituido, acilo, acilo sustituido, aminoalquil C1s 0 aminoalquil C1.¢ sustituido. En realizaciones preferidas, R',
R?, R3, R* y R5 son hidrégeno. En realizaciones preferidas, R', R? y R® son hidrégeno y uno o ambos de R* R®
pueden ser distintos de hidrogeno como se menciona anteriormente y en los documentos WO 2007/134181 o
WO02009/067647 (analogos de acidos nucleicos alfa-L-biciclicos).

Como se usa en el presente documento, el término "alquil C1-C¢" se refiere a -CHs, -C2Hs, -CsH7, -CH(CHa)2, -C4Ho, -
CH2-CH(CHs)2, -CH(CHg3)-C2Hs, -C(CHs)s, -CsH11, -CH(CH3)-CsHz, -CH2-CH(CHj3)-C2Hs, -CH(CH3)-CH(CHs)2, -
C(CHg3)2-C2Hs, -CH2-C(CHj3)3, -CH(CzHs)2, -CoHs-CH(CHs)z, -CsHis, -CsHe-CH(CHs)2, -CoHs-CH(CHs)-CoHs, -
CH(CHs)-C4Hy, -CH2-CH(CHs;)-C3H7, -CH(CH3)-CH2-CH(CHzs)2, -CH(CH3)-CH(CH3)-C2Hs, -CH2-CH(CH3)-CH(CHs3), -
CH3-C(CH3)2-CzHs, -C(CHj3)2-C3H7z, -C(CH3)2-CH(CH3)2, -CaHa-C(CHa)s, -CH2-CH(C2Hs)2, y -CH(CH3)-C(CHs)s. El
término "alquil C+-Cs" también incluira "cicloalquil C4-Cs" como ciclo-C3Hs, ciclo-C4Hyz, ciclo-CsHg y ciclo-CgHy1.

Se prefieren -CH3, -C2H5, -C3H7, -CH(CH3)2, -C4H9, -CHz-CH(CH3)2, -CH(CH3)-C2H5, -C(CH3)3, y -C5H11.
Especialmente preferidos son -CHs, -CzHs, -C3H7 y -CH(CHj3)s.

El término "alquil C+-C¢" también incluira "cicloalquil C4-Cg¢" como ciclo-CsHs, ciclo-CsHy7, ciclo-CsHg y ciclo-CgH11.
Como se usa en el presente documento, el término "alquil C4-C+," se refiere a alquil C1-Cg, -C7H1s, -CgH17, -CoH1g, -
C1oHz21, -C11H23, -C12H25. Como se usa en el presente documento, el término "alquilenilo C+-C¢" se refiere a -CHy-, -
C2H4-, -CH(CHs)-, -C3He-, -CH2-CH(CHg)-, -CH(CH3)-CHa -, -C(CHs3)2-, -C4Hs-, -CH2-C(CHj3)2-, -C(CH3)2-CHz-, -CoHa-
CH(CHa)-, -CH(CHs)-C2H4-, -CH2-CH(CH3)-CH2-, -CH(CH3)-CH(CHa)-, -CsH1o-, -CH(CH3)-C3sHs-, -CH2-CH(CHa)-
C2H4-, - C2H4-CH(CH3)-CH2-, -C3He-CH(CHj3)-, -C2H4-C(CHs)z-, -C(CHs3)2-C2H4-, -CH2-C(CH3)2-CHaz-, -CH2-CH(CH3)-
CH(CHz3)-, -CH(CH3)-CH2-CH(CHas)-, -CH(CH3)-CH(CHz3)-CH2-, -CH(CH3)-CH(CH3)-CH(CHj3)-, -C(CH3)2-C3He-, -CHa-
C(CHa3)2-C2Hy4-, -CoH4-C(CHs3)2-CHz-, -C3He-C(CH3)2-, -CH(CH3)-C4Hs-, -CgHi2-, -CH2-CH(CHj3)-C3sHe-, -CaHas-
CH(CHz3)-C2H4-, -C3He-CH(CH3)-CHz-, -C4Hg-CH(CHa3)-, -CoHs-CH(CH3)-CH(CHa)-, -CH2-CH(CH3)-CH(CH3)-CH,-, -
CH>-CH(CHs)-CH,-CH(CHa)-, -CH(CH3)-C2H4-CH(CHz)-, -CH(CH3)-CH,-CH(CH3)-CH,-, y -CH(CH3)-CH(CH3)-C2oHs-.

[0129] Como se usa en el presente documento, el término "alquenilo C,-C¢" se refiere a -CH=CHj, -CH,-CH=CH, -
C(CH3)=CH2, -CH=CH-CH3, -C2H4-CH=CH2, -CHz-CH=CH-CH3, -CH=CH-C2H5, -CHz-C(CH3)=CH2, -CH(CH3)-
CH=CH, -CH=C(CH3)2, -C(CH3)=CH-CH3, -CH=CH-CH=CH2, -C3H5-CH=CH2, -C2H4-CH=CH-CH3, -CHz-CH=CH-
C2H5, -CH=CH-C3H7, -CHz-CH=CH-CH=CH2, -CH=CH-CH=CH-CH3, -CH=CH-CH2-CH=CH2, -C(CH3)=CH-CH=CH2, -
CH=C(CH3)-CH=CH2, -CH=CH-C(CH3)=CH2, -C2H4-C(CH3)=CH2, -CHz-CH(CH3)-CH=CH2, -CH(CH3)-CH2-CH=CH2, -
CHz-CH=C(CH3)2, -CHz-C(CH3)=CH-CH3, -CH(CH3)-CH=CH-CH3, -CH=CH-CH(CH3)2, -CH=C(CH3)-C2H5, -
C(CH3)=CH-C2Hs, -C(CHs)=C(CHs)z, -C(CHs)-CH=CH,, -CH(CHs)-C(CHs)=CH,, -C(CHs)=CH-CH=CH,, -
CH=C(CH3)-CH=CH2, -CH=CH-C(CH3)=CH2, -C4H8-CH=CH2, -C3H5-CH=CH-CH3, -C2H4-CH=CH-C2H5, -CHz-
CH=CH-C3H7, -CH=CH-C4H9, -C3H5-C(CH3)=CH2, -C2H4-CH(CH3)-CH=CH2, -CHz-CH(CH3)-CH2—CH=CH2, -CH(CH3)-
C2Hs-CH=CH_, -C2H4-CH=C(CH3)2, -C2H4-C(CH3)=CH-CH3, -CHz-CH(CH3)-CH=CH-CH3, -CH(CH3)-CH2—CH=CH-
CH3, -CHz-CH=CH-CH(CH3)2, -CHz-CH=C(CH3)-C2H5, -CHz-C(CH3)=CH-C2H5, -CH(C H3)-CH=CH-C2H5, -CH=CH-
CHz-CH(CH3)2, -CH=CH-CH(CH3)-C2H5, -CH=C(CH3)-C3H7, -C(CH3)=CH-C3H7, -CHz-CH(CH3)-C(CH3)=CH2, -
CH(CH3)-CH2—C(CH3)=CH2, -CH(CH3)-CH(CH3)-CH=CH2, - CHz-C(CH3)2—CH=CH2, -C(CH3)2-CH2—CH=CH2, -CHz-
C(CH3)=C(CHs), -CH(CH3)-CH=C(CHs)z, -C(CHs)-CH=CH-CHs, ~-CH(CH3)-C(CH3)=CH-CHs, -CH=C(CHs)-
CH(CH3)2, -C(CH3)=CH-CH(CH3)2, -C(CH3)=C(CH3)-C2H5, -CH=CH-C(CH3)3, -C(CH3)2—C(CH3)=CH2, -CH(C2H5)-
C(CH3)=CH2, -C(CH3) (C2H5)-CH=CH2, -CH(CH3)-C (C2H5)=CH2, -CHz-C(C3H7)=CH2, -CHz-C(C2H5)=CH-CH3, -
CH(C2H5)-CH=CH-CH3, -C(C4H9)=CH2, -C(C3H7)=CH-CH3, -C(C2H5)=CH-C2H5, -C(C2H5)=C(CH3)2, -C[C(CH3)3]=CH2,
-C[CH(CH3)(C2H5)]=CH2, -C[CHz-CH(CH3)2]=CH2, -C2H4-CH=CH-CH=CH2, -CHz-CH=CH-CH2-CH=CH2, -CH=CH-
C2H4-CH=CH2, -CHz-CH=CH-CH=CH-CH3, -CH=CH-CH2-CH=CH-CH3, -CH=CH-CH=CH-C2H5, -CHz-CH=CH-
C(CHs3)=CHa, -CH,-CH=C(CHs)-CH=CH,, -CHx-C(CH3)=CH-CH=CH,, -CH(CHs)-CH=CH-CH=CH,, -CH=CH-CH,-
C(CH3)=CHz, -CH=CH-CH(CH3)}-CH=CH,, -CH=C(CH3)}-CH2-CH=CH,, -C(CHs)=CH-CH,-CH=CH,, -CH=CH-
CH=C(CHa)2, -CH=CH-C(CH3)=CH-CHs, -CH=C(CH3)-CH=CH-CHs, -C(CH3)=CH-CH=CH-CH3s, -CH=C(CH3)-
C(CHs)=CHa, -C(CHs)=CH-C(CH3)=CHy, -C(CH3)=C(CHs)-CH=CHj, y -CH=CH-CH=CH-CH=CHs.

[0130] Se prefieren -CH=CH2, -CHz-CH=CH2, -C(CH3)=CH2, -CH=CH-CH3, -C2H4-CH=CH2, -CHz-CH=CH-CH3.
Especialmente preferidos son -CH=CH,, -CH,-CH=CHa, y -CH=CH-CHs.

[0131] Como se usa en el presente documento, el término "alquinilo C,-C¢" se refiere a -C=CH, -C=C-CHj3, -CHz-
C=CH, -C2H4-C=CH, -CHz-C=C-CH3, -C=C-C2H5, -C3H5-C=CH, -C2H4-C=C3CH3, -CHz-C=C2H5, -C=C-C3H7, -
CH(CHs;)-C=CH, -CH>-CH(CHj3)-C=CH, -CH(CHs;)-CH>-C=CH, -CH(CHz3)-C=C-CHj3, -C4Hs-C=CH, -C3Hg-C=C-CHg, -
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C2H4-C=C-C2H5, -CHz-C=C-C3H7, -C=C-C4H9, -C2H4-CH(CH3)-C=CH, -CHz-CH(CH3)-CH2 -C=CH, -CH(CH3)-C2H4-
C=CH, -CH2>-CH(CH3)-C=C-CHs, -CH(CH3)-CH2>-C=C-CH3, -CH(CH3)-C=C-C;Hs, -CH,-C=C-CH(CH3);, -C=C-
CH(CH3)-C2H5, -C=C-CH2-CH(CH3)2, -C=C-C(CH3)3, -CH(C2H5)-C=C-CH3, -C(CH3)2—C=C-CH3, -CH(C2H5)-CH2-
C=CH, -CH2-CH (C.Hs)-C=CH, -C(CHs)>-CH>-C=CH, -CH,-C(CHj3),-C=CH, -CH(CHs)-CH(CH3)-C=CH, -CH(CsH)-
C=CH, -C(CHs3)(C2Hs)-C=CH, -C=C-C=CH, -CH,-C=CC=CH, -C=C-C=C-CHgs, -CH(C=CH),, -C2H4-C=C-C=CH, -CH.-
C=C-CH2-C=CH, -C=C-C3Hs-C=CH, -CH>-C=C-C=C-CH3, -C=C-CH,-C=C-CHs;, -C=CCC-C3Hs, -C=C-CH(CHs3)-
C=CH, -CH(CH3)-C=C-C=CH, -CH(C=CH)-CH>-C=CH, -C(C=CH)2-CHs, -CH>-CH(C=CH),, -CH(C=CH)-C=C-CHs.
Los preferidos son -C=CH y -C=C-CHs.

[0132] EI término "alcoxilo C1.¢" se refiere a "alquil C1-Cg-O-".

[0133] El término "alcoxilo C1.12" se refiere a "alquil C4-C12-O-".

[0134] EI término "aminoalquil C+." se refiere a "alquil Hx-C1-Ce-".

[0135] EI término "alqueniloxi C,-C¢" se refiere a "alquenil C2-Cs-O-".

[0136] El término "alquilcarbonil C1¢" se refiere a "alquil C4-Cs-CO-". También se conoce como "acilo".

[0137] EI término "alquilcarbonil C4.12" se refiere a "alquil C4-C42-CO-". También se conoce como "acilo".

[0138] El término "alcoxicarbonil C1.¢" se refiere a "alquil C1-Cs-O-CO-".

[0139] EI término "alcoxicarbonil C1.12" se refiere a "alquil C4-C12-O-CO-".

[0140] EI término "alcanoiloxi C4-Cs" se refiere a "alquil C1-C-CO-O-".

[0141] EI término "alquiltio C+." se refiere a "alquil C4-Cs-S-".

[0142] EI término "alquilsulfoniloxi C1¢" se refiere a "alquil C4-Cs-SO2-O-".

[0143] EI término "alquilcarbonilamino C1.¢" se refiere a "alquil C4-Cg-CO-NH-".

[0144] EI término "alquilamino C+" se refiere a "alquil C1-Ce-NH-".

[0145] EI término "(C+.-)2alquilamino” se refiere a un grupo dialquilamino como "[alquil C4-Cg][alquil C4-Cg]N-".

[0146] El término "alquilaminocarbonil C+.5" se refiere a "alquil C4-Cs-NH-CO-"

[0147] EI término "(C4-)2alquilaminocarbonil" se refiere a un grupo dialquilaminocarbonil como "[alquil C4-Ce][alquil
C1-Cs]N-CO-".

[0148] EI término "amino-alquilaminocarbonil C1¢" se refiere a "HzaN-[alquilenilo C4-Cg]-NH-CO-".
[0149] EI término "alquil C4s-amino-alquilaminocarbonil C1.¢" se refiere a "alquil C1.6-HN-[alquilenilo C1-Cg]-NH-CO-".

[0150] EI término "(C1.-)2alquil-amino-C4¢-alquilaminocarbonil” se refiere a "[alquil C4-Cs][alquil C4-Cg]N-[alquilenil
C1-Cg]-NH-CO-".

[0151] EI término "aril" se refiere a fenil, toluil, fenil sustituido y toluil sustituido.
El término "arilxi" se refiere a "aril-O-".

El término "arilcarbonil" se refiere a "aril-CO-".

El término "arilxicarbonil" se refiere a "aril-O-CO-".

[0152] EI término "heteroaril" se refiere a grupos heteroaromaticos sustituidos o no sustituidos que tienen de 4 a 9
atomos en el anillo, de los cuales 1 a 4 de los cuales se seleccionan de O, N y/o S. Los grupos "heteroaril" preferidos
tienen 1 o 2 heteroatomos en un anillo aromatico de 5 o 6 miembros. Se incluyen sistemas de anillos mono y
biciclicos. Los grupos "heteroaril" tipicos son piridil, furil, tienil, pirrolil, oxazolil, tiazolil, imidazolil, isoxazolil, isotiazolil,
oxadiazolil, piridazinil, pirimidil, pirazinil, 1,3,5-triazinil, 1,2,3-triazolil, 1,3,4-tiadiazolil, indolizinil, indolil, isoindolil,
benzo[b]furil, benzo[b]tienil, indazolil, bencimidazolil, benzotiazolil, purinil, quinolizinil, quinolil, isoquinolil, quinazilinil,
quinoxalinil, 1,8-naftiridinil, tetrahidroquinolil, benzooxazolil, crom-2-onil, indazolil, y similares.

[0153] EI término "heteroarilxi" se refiere a "heteroaril-O-".

El término "heteroarilcarbonil” se refiere a "heteroaril-CO-".
El término "heteroarilxicarbonil" se refiere a "heteroaril-O-CO-".
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[0154] EI término "sustituido" se refiere a grupos en los que uno o mas atomos de hidrogeno estan reemplazados
por uno o mas de los siguientes sustituyentes: -OH, -OCHs;, -OC;Hs, -OC3Hy, -O-ciclo-CsHs, -OCH (CHjs),, -OCH2Ph,
-F, -C|, -COCH3, -COC2H5, -COC3H7, -CO-CiC|O—C3H5, -COCH (CH3)2, -COOH, -CONHz, -NHz, -NHCH3, -NHC2H5, -
NHC3H7, -NH-CiC|O—C3H5, -NHCH(CH3)2, -N(CH3)2, -N(C2H5)2, -N(C3H7)2, -N(CiC|O-C3H5)2, -N[CH(CH3)2]2, -SO3H, -
OCF3, -OC2F5, CiC|0-C3H5, -CH3, -C2H5, -C3H7, -CH(CH3)2, -CH=CH2, -CHz-CH=CH2, -C=CH y/O -C=C-CH3.

[0155] En el caso de que la estructura general (I) represente monémeros o bloques de construccion para sintetizar
los oligo-nucledtidos antisentido de la presente invencién, los grupos terminales Y e IL' se seleccionan
independientemente entre si de hidrégeno, azido, halégeno, ciano, nitro, hidroxi, PG-O-, AG-O-, mercapto, PG-S-,
AG-S-, alquiltio Ci., amino, PG-N(RH)-, AG-N(RH)-, mono o di(alquil Cis)amino, alcoxi Cis opcionalmente
sustituido, alquil Cis opcionalmente sustituido, alquenilo Cys opcionalmente sustituido, alqueniloxi Cy.
opcionalmente sustituido, alqueniloxi C,.s opcionalmente sustituido, alquinil C,., alquiniloxi C,s opcionalmente
sustituido, monofosfato, monotiofosfato, difosfato, trifosfato de ditiofosfato, tritiofosfato, carboxi, sulfono, hidroximetil,
PG-O-CHy-, AG-O-CHy-, aminometil, PG-N(RH)-CH2-, AG-N(R")-CH,-, carboximetil, sulfonometil, donde PG es un
grupo de proteccion para -OH, -SH y -NH(R"), respectivamente, AG es un grupo de activaciéon para -OH, -SH y -
NH(R"), respectivamente, y RM se selecciona a partir de hidrégeno y alquil C..

[0156] Los grupos de protecciéon PG de los sustituyentes hidroxi comprenden tritilo sustituido, tal como 4,4'-
dimetoxitritlo  (DMT), 4-monometoxitritlo  (MMT),  9-(9-fenil)xantenil ~ (pixil) opcionalmente  sustituido,
metoxitetrahidropiranil sustituido opcionalmente (mthp), sillo como trimetilsililo (TMS), triisopropilsililo (TIPS), terc-
butildimetilsililo (TBDMS), trietilsililo y fenildimetilsilil, terc-butiléteres, acetales (incluidos dos grupos hidroxi), acil tal
como acetil o acetilos sustituidos por halégeno, p. €j. cloroacetil o fluoroacetil, isobutiril, pivaloil, benzoil y benzoilos
sustituidos, metoximetil (MOM), éteres de bencil o éteres de bencil sustituidos tales como 2,6-diclorobencil (2,6-
Cl,Bzl). Alternativamente, cuando Y o IL’ es hidroxil, pueden protegerse mediante la unién a un soporte solido
opcionalmente a través de un enlazador.

[0157] Cuando Y o IL' es un grupo amino, los ejemplos ilustrativos de los grupos de proteccion amino son
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), terc-butiloxicarbonil (BOC), trifluoroacetil, aliloxicarbonil (asignacion o AOC),
bencilxicarbonil (Z o Cbz), bencilxicarbonil sustituido tal como 2-cloro bencilxicarbonil (2-ClZ), monometoxitritil
(MMT), dimetoxitritil (DMT), ftaloil, y 9-(9-fenil)xantenil (pixil).

[0158] La ley representa un grupo de activacion para -OH, -SH y -NH(R"), respectivamente. Dichos grupos de
activacion se seleccionan, por ejemplo, entre O-fosforamidita opcionalmente sustituida, O-fosforiltriéster
opcionalmente sustituido, O-fosfordiéster opcionalmente sustituido, H-fosfonato opcionalmente sustituido y O-
fosfonato opcionalmente sustituido.

[0159] En el presente contexto, el término "fosforamidita" significa un grupo de féormula -P(OR*)-N(RY)., en donde R*
designa un grupo alquil opcionalmente sustituido, por ejemplo, metil, 2-cianoetil o bencil y cada uno de RY designa
grupos alquil opcionalmente sustituidos, por ejemplo, etil o isopropil, o el grupo -N(RY), forma un grupo morfolino (-
N(CH2CH);0). R* preferiblemente designa 2-cianoetil y los dos RY son preferiblemente idénticos y designan
isopropilo. Por lo tanto, una fosforamidita especialmente relevante es N,N-diisopropil-O-(2-cianoetil)-fosforamidita.

Monoémeros de LNA o bloques de construccion de LNA
[0160] Los mondémeros de LNA o bloques de construccion de LNA utilizados como materiales de partida en la

sintesis de oligonucledtidos antisentido de la presente invencion son preferiblemente nucledsidos de LNA de las
siguientes formulas generale:
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[0161] Los bloques de construccion de LNA se proporcionan normalmente como fosforamiditas de LNA con las
cuatro nucleobases diferentes: adenina (A), guanina (G), 5-metil-citosina (C*) y timina (T). Los oligonucledtidos
antisentido de la presente invencion que contienen unidades de LNA se sintetizan mediante quimica estandar de
fosforamidita. En los bloques de construccion del LNA se protegen las nucleobases. Un grupo protector preferido
para el grupo amino de la base de purina es un grupo benzoil (Bz), indicado como ABZ. Un grupo protector preferido
para el grupo amino de la base de 5-metilpirimidinona es un grupo benzoil (Bz), indicado como C*®2. Un grupo
protector preferido para el grupo amino de la base de purinona es un grupo dimetilformamidina (DMF), una
dietiiformamidina (DEF), una dipropilformamidina (DPF), una dibutilformamidina (DBF), o un grupo iso-butiril (-CO-
CH(CHs)), indicado como GPMF, GPEF, GPPF GPPP GPBF g GBY, Por lo tanto, el grupo -NDMF se refiere a -N=CH-
N(CHs)2. DMT se refiere a 4,4'-dimetoxitritilo.

[0162] Por lo tanto, LNA-T se refiere a 5-O-(4,4'-dimetoxitritil)-3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropil)-fosforamidita-timidina
LNA. LNA-C*BZ se refiere a 5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-3’-0-(2-cianoetil-N,N-diisopropil fosforamidita-4-N-benzoil-5-metil-
2'-citidina LNA. LNA-ABZ se refiere a 5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-3'-O-(2-cianoetil-N,N-di-isopropil fosforamidita-6-N-
benzoil-2’-adenosina LNA. LNA-GPMF se refiere a 5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-3'-O-(2-cianoetil-N,N-di-isopropil)-
fosforamidita-2-N-dimetilformamidina-2'-guanosina LNA. LNA-G®B" se refiere a 5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)-3’-O-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita-2-N-butiril-2'-guanosina LNA.

Grupos terminales

[0163] En el caso de que Y represente el grupo 5'-terminal de un oligonucleétido antisentido de la presente
invencion, el residuo Y también se denomina Y®'y representa: -OH, -O-C1-alquil, -S-C+6-alquil, -O-Cs.g-fenil, -O-Cs.
10-bencil, -NH-C1.6-alquil, -N(C1.s-alquil)z, -O-Cos.alquenil, -S-C.-alquenil, -NH-C.-alquenil, -N(Cz.¢-alquenil),, -O-
Cas-alquinil, -S-Css-alquinil, - NH-Cas-alquinil, -N(Cz.s-alquinil),, -O-C1.¢-alquilenil-O-C1.s-alquil, -O-[C1.s-alquilenil-
O]Jm-alquil C4, -O-CO-alquil C4, -O-CO-alquenilo Cy, -O-CO-alquinilo Caz.s, -OS(O)-alquil C1.6, -O-SO2-alquil C1.6, -
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0-S0,-0O-alquil Cy6, -O-P(O)(0O-)2, -O-P(O)(O")(0O-alquil C1.6), -O-P(O)(O-alquil C1.6)2, -O-P(O)(S-)2, -O-P(O)(S-alquil
Ci6)2, -O-P(0O)(S)(O-alquil Cis), -O-P(O)(O)(NH-alquil Cis), -O-P(O)(O-Cis-alquil)(NH-alquil Cis), -O-P(O)(O-
)IN(alquil Ci)2], -O-P(0)(0-alquil Cy.6)[N(alquil C1.6)2], -O-P(O)(O)(BHs-), -O-P(O)(O-alquil C1.6)(BHs-), -O-P(O)(O-
)(O-C1.6-alquilenil-O-C4.¢-alquil), -O-P(O)(O-C+--alquilenil-O-C4.s-alquil), -O-P(0)(O)(O-C1.¢-alquilenil-S-alquil C1.), -
O-P(O)(O-alquilenil C1.6-S-alquil C1)2, -O-P(O)(O)(OCH.CH20-alquil Ci.6), -O-P(O)(OCH,CH,0O-alquil Ci)2, -O-
P(O)(O")(OCH2CH2S-alquil Ci.6), -O-P(O)(OCH2CH,S-alquil C1.6)2, -O-P(O)(O-) OC3HsOH, -O-P(0O)(S)OC3HsOH, -
OP(S)(S)OC3HgOH, en donde el alquil C1.6, alquenilo Cys, C26-alquinil, -O-Cs.o-fenil o -O-Cr.1o-bencil pueden estar
ademas sustituidos con -F, -OH, alquil C1.4, alquenilo C24 y/o alquinilo C>.4 donde m se selecciona entre 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9010,

[0164] Mas preferidos son: -OCHs, -OCzHs, -OC3Hy, -O-ciclo-CsHs, -OCH(CHa)z, -OC(CHzs)s, -OCsHg, -OPh, -OCH_-
Ph, -O-COCHjs, -O-COC;Hs, -O-COC3Hyz, -O-CO-ciclo-CsHs, -O-COCH(CHj3)2, -OCF3, -O-S(O)CHas, -O-S(0)C2Hs, -O-
S(O)C3H7, -O-S(O)-CiC|O—C3H5, -0-302CH3, -0-302C2H5, -0-302C3H7, -O-SOz-CiC|O-C3H5, -O-SOz-OCH3, -O-SOz-
OC;Hs, -O-SO»-0OC3Hy, -O-S0O,-O-ciclo-C3Hs, -O(CH2)N[(CH2),OH], -O(CH3).N[(CH2)n-H], -O-P(O)(O")OC3HsOH, -O-
P(O)(S)OC3HsOH,

aun mas preferidos son: -OCHs;, -OC;Hs, -OCH,CH,OCH3 (también conocidos como MOE), -OCH2CH2-N(CHs).
(también conocido como DMAOE), -O[(CH2),O]mCHs, -O(CH2),OCHa, -O(CH2),NH2, -O(CH2),N(CHj3),,, -O-P(O)(O-
)OC3HsOH, -O-P(0)(S)OC3HsOH,

donde n se seleccionaentre 1, 2, 3,4,50

506y
donde m se selecciona entre 1, 2, 3,4,5,6,7

,7,8,9010,

[0165] En el caso de que IL’ represente el grupo 3'-terminal de un oligonucledtido antisentido de la presente
invencion, el residuo IL' también se denomina IL? y representa: -OH, -O-alquil C1., -S-alquil C1.s, -O-Cg.o-fenil, -O-Cs.
10-bencil, -NH-C1.-alquil, -N(C1.6-alquil)z, -O-Cz6-alquenil, -S-Cys-alquenil, -NH-Cz.¢-alquenil, -N(Cz¢-alquenil),, -O-
Cz6-alquinil, -S-Cay.6.alquinil, -NH-Cz6-alquinil, -N(alquinilo Czs)2, -O-alquilenil C4-O-alquil C1.6, -O-[alquilenil Ci.¢-
O]Jm-alquil C1.6, -O-CO-alquil C1., -O-CO-Cze-alquenil, -O-CO-Cy.¢-alquinil, -O-S(O)-C1.s-alquil, -O-SO,-C1.¢-alquil, -O-
S02-0-C1e-alquil, -O-P(0)(O")2, -O-P(O)(O")(O-alquil Cis), -O-P(O)(O-alquil Cis)2, -O-P(O)(S?)2, -O-P(O)(S-Ci6-
alquil)2, -O-P(O)(S)(O-alquil Cis), -O-P(O)(O’)(NH-alquil Cis), -O-P(O)(O-alquil Ci¢)(NH-alquil Cis), -O-P(O)(O"
)IN(alquil C1.6)2], -O-P(O)(0O-C1.6)-alquil)[N(alquil C1.6)2], -O-P(O)(O")(BHs-), -O-P(O)(O-alquil C16)(BH3-), -O-P(O)(O"
)(O-alquilenil C1.6-O-alquil C1.), -O-P(O)(O-alquilenil C1.6-O-alquil C1.6)2, -O-P(O)(O")(O-C1.6-alquenil-S-alquil C4s), -
0O-P(0)(0O-C1.6-alquilenilo-S-C1-alquil)2, -O-P(0)(O")(OCH2CH;0-alquil C1.6), -O-P(O)(OCH2CH20-alquil Ci)2, -O-
P(O)(O")(OCH2CH:S-alquil C1.6), -O-P(O)(OCH2CH2S-alquil C1-)2, -O-P(0O)(0")OC3HsOH, -O-P(0)(S)OC3HsOH,

en donde el alquil C1,, alquenil Ca., alquinil Cz., -O-Csg-fenil o -O-Cy7.1o-bencil puede ser sustituido adicionalmente
por -F, -OH, C44-alquil, alquenil C,.4 y/o alquinil C,.4, donde m se seleccionade 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,90 10,

Mas preferidos son: -OCHa, -OCzHs, -OC3Hy, -O-ciclo-CsHs, -OCH(CHj3)2, -OC(CHs)s, -OC4Hg, -OPh, -OCH,-Ph, -O-
COCHjs, -O-COC3Hs, -O-COC3H7, -O-CO-ciclo-CsHs, -O-COCH(CHs)2, -OCF3, -O-S(O)CHs, -O-S(O)CzHs, -O-
S(O)C3H7, -O-S(O)-CiC|O-C3H5, -0-302CH3, -0-302C2H5, -0-302C3H7, -O-SOz-CiC|O-C3H5, -O-SOz-OCH3, -O-SOZ
OC;Hs, -O-S02-0C3Hy7, -O-S0O,-0O-ciclo-CzHs, -O(CHz2)nN[(CH2),OH], -O(CH2)sN[(CH>),-H], -O-P(0O)(O)OC3HsOH, -O-
P(O)(S) OC3HsOH,

aun mas preferidos son: -OCHs;, -OC;Hs, -OCH,CH,OCH3 (también conocidos como MOE), -OCH2CH2-N(CHs).
(también conocido como DMAOE), -O[(CH2),O]mCHs, -O(CH2),OCHs, -O(CH2),NH2, -O(CH>),N(CHs)2, -O-P(O)(O-
)OC3HeOH, -O-P(0)(S)OC3HsOH,
donde n se selecciona entre 1, 2, 3, 4,

506;
donde m se selecciona entre 1, 2, 3,4, 5,6

y
,7,8,9010,
LNA preferidos

[0166] En realizaciones preferidas, las unidades de LNA usadas en los oligonucleétidos antisentido de la presente
invencion preferiblemente tienen la estructura de férmula general (11):

(1)
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[0167] El resto -C(R®RP)-X- representa preferiblemente -C(R#RP)-O-, -C(R?RP)-NR°-, -C(RRP)-S-, y -C(R2Rb)-
C(R2R)-O-, en donde los sustituyentes R?, RP y R® tienen los significados que se definen en el presente documento
y son preferiblemente alquil C1.s y mas preferiblemente alquil C1.4, Mas preferiblemente, -C(R?RP)-X- se selecciona
de -CH2-0O-, -CH2-S-, -CH2-NH-, -CH2>-N(CHj3)-, -CH2-CH2-O-, 0 CH2-CH2-S-, y mas preferiblemente -CH2-O-, -CH,-S-
, -CH2-CH»-O-, o -CH,-CH>-S-, y aun mas preferiblemente -CH,-O-, - CH,-S-, o -CH>-CH2-O-, y aun mas
preferiblemente -CH;-O- o -CH,-S-, y lo mas preferiblemente -CH,-O-.

[0168] Todos los centros quirales y los sustituyentes asimétricos (si los hay) pueden estar en R o en orientacion S.
Por ejemplo, dos isémeros estereoquimicos ejemplares son las isoformas beta-D y alfa-L como se muestra a
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continuacion:

IL*

Férmula (11A) Férmula (11B)

[0169] Las unidades de LNA preferidas se seleccionan de la férmula general (b') a (b®):

Y Y Y.
1% O nw S | N \
-
p-D-oxi-LNA (b') p-D-tio-LNA (b%) p-D-amino-LNA (b’)
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~ o B
P i N
L Ny
- 0]
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a-L-oxj-LNA (b%) B-D-ENA (b°)
v Ty
o_ B N o_ 8
o l\ L N\
: H CH,4
B-D-(NH)-LNA (b%) B-D-(NCH3)-LNA (b")
Ty Ty
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o\ Lo\
B-D-(ONH)-LNA (b%) B-D-(ONCH;)-LNA (b%)
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[0170] El término "tio-LNA" comprende un nucleétido bloqueado en el que X en la formula general (Il) se selecciona
entre -S- 0 -CH»-S-. Tio-LNA puede estar en configuracion tanto beta-D como alfa-L.

[0171] El término "amino-LNA" comprende un nucleétido bloqueado en el que X en la formula general (ll) se
selecciona de -NH-, -N(R)-, -CH2-NH-, y -CH2-N(R)-, donde R se selecciona entre hidrégeno y alquil C4.4, amino-LNA
puede estar en configuracion tanto beta-D como alfa-L.

[0172] EI término "oxi-LNA" comprende un nucledtido bloqueado en el que X en la férmula general (ll) es -O-. Oxi-
LNA puede estar en configuracion tanto beta-D como alfa-L.

[0173] EI término "ENA" comprende un nucleétido bloqueado en el que X en la férmula general (II) es -CH»-O-
(donde el atomo de oxigeno de -CH,-O- esta unido a la posicion 2’ en relacion con la base B). R? y RP son
independientemente entre si hidrogeno o metilo.

[0174] En realizaciones ejemplares preferidas, el LNA se selecciona de beta-D-oxi-LNA, alfa-L-oxi-LNA, beta-D-
amino-LNA y beta-D-tio-LNA, en particular beta-D-oxi-LNA.

[0175] Aun mas preferidos son los siguientes oligonucleotidos antisentido (Tabla 1):
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SP |L Seq ID Secuencia, 5°-3’

No.
89 |17(102a GCGAGTGACTCACTCAA
90 |15(103a CGAGTGACTCACTCA
90 |16[{104a GCGAGTGACTCACTCA
90 |17(105a CGCGAGTGACTCACTCA
91 |14{106a CGAGTGACTCACTC
91 |16[{107a CGCGAGTGACTCACTC
91 |17(108a GCGCGAGTGACTCACTC
92 |14{109a GCGAGTGACTCACT
92 |16(110a GCGCGAGTGACTCACT
92 17(111a CGCGCGAGTGACTCACT
93 |[12[112a CGAGTGACTCAC
93 |13(113a GCGAGTGACTCAC
93 |14{114a CGCGAGTGACTCAC
93 |16[{115a CGCGCGAGTGACTCAC
93 |[17(116a GCGCGCGAGTGACTCAC
94 |13(117a CGCGAGTGACTCA
94 |14{118a GCGCGAGTGACTCA
94 |15(119a CGCGCGAGTGACTCA
94 |16(120a GCGCGCGAGTGACTCA
94 17(121a TGCGCGCGAGTGACTCA
95 |14{122a CGCGCGAGTGACTC
95 |16(123a TGCGCGCGAGTGACTC
95 [17(124a GTGCGCGCGAGTGACTC
96 |13[125a CGCGCGAGTGACT
97 |14{126a TGCGCGCGAGTGAC
97 |16(127a CGTGCGCGCGAGTGAC
98 |13[(128a TGCGCGCGAGTGA
107[16|129a GTCGTCGCTCCGTGCG
108[15|130a GTCGTCGCTCCGTGC
108[17|131a GTGTCGTCGCTCCGTGC
109[13|132a TCGTCGCTCCGTG
10915|133a TGTCGTCGCTCCGTG
110[12|134a TCGTCGCTCCGT
110[13|135a GTCGTCGCTCCGT
110[14|136a TGTCGTCGCTCCGT
110[15|137a GTGTCGTCGCTCCGT
110[16|138a GGTGTCGTCGCTCCGT
351|16({139a CGTCATAGACCGAGCC
351|12(140a ATAGACCGAGCC
354|16(141a GCTCGTCATAGACCGA
354|13(142a CGTCATAGACCGA
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(continua)

SP |L Seq ID Secuencia, 5°-3’

No.
355|14[143a CTCGTCATAGACCG
355|15[144a GCTCGTCATAGACCG
356|14(145a GCTCGTCATAGACC
381|17|146a CAGCCCCCGACCCATGG
382|16[147a CAGCCCCCGACCCATG
383|14/148a AGCCCCCGACCCAT
384|14/149a CAGCCCCCGACCCA
422/17|150a CGCGTCCACAGGACGAT
425/14|151a CGCGTCCACAGGAC
429/15|152a CGATACGCGTCCACA
431/13|153a CGATACGCGTCCA
431/16|154a TGGCGATACGCGTCCA
432/12|155a CGATACGCGTCC
432/13|156a GCGATACGCGTCC
432(17|157a GCTGGCGATACGCGTCC
433/15|158a CTGGCGATACGCGTC
433/12|159a GCGATACGCGTC
433/16|160a GCTGGCGATACGCGTC
433/14|161a TGGCGATACGCGTC
434/13|162a TGGCGATACGCGT
434/14|163a CTGGCGATACGCGT
434/12|164a GGCGATACGCGT
435/13|165a CTGGCGATACGCG
435/12|166a TGGCGATACGCG
437|17|167a ATCGTGCTGGCGATACG
449/16|168a CGTGCGGTGGGATCGT
449/17|169a ACGTGCGGTGGGATCGT
450(17|170a AACGTGCGGTGGGATCG
452/15|171a AACGTGCGGTGGGAT
452(17|172a TGAACGTGCGGTGGGAT
459(17|173a CGACTTCTGAACGTGCG
941|17|174a TTAACGCGGTAGCAGTA
941|16[175a TAACGCGGTAGCAGTA
942|17|176a GTTAACGCGGTAGCAGT
943|15(177a TTAACGCGGTAGCAG
944|13/178a TAACGCGGTAGCA
945|12(179a TAACGCGGTAGC
945|13/180a TTAACGCGGTAGC
946|12(181a TTAACGCGGTAG
946|13/182a GTTAACGCGGTAG
946|15(183a CGGTTAACGCGGTAG
946|16[184a CCGGTTAACGCGGTAG
947|14/185a CGGTTAACGCGGTA
947|13/186a GGTTAACGCGGTA
947|15[187a CCGGTTAACGCGGTA
947|16/188a GCCGGTTAACGCGGTA
947|17|189a TGCCGGTTAACGCGGTA
948|13[190a CGGTTAACGCGGT
949|13[191a CCGGTTAACGCGG
949|14/192a GCCGGTTAACGCGG
949|15[193a TGCCGGTTAACGCGG
950|13[194a GCCGGTTAACGCG
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(continua)
SP L Seq ID No. Secuencia, 5’-3’
950 15 | 195a CTGCCGGTTAACGCG
950 16 | 196a GCTGCCGGTTAACGCG
1387 | 16 | 197a ATGCCGCGTCAGGTAC
1392 | 13 | 198a ACATGCCGCGTCA
1393 | 16 | 199a GATGACATGCCGCGTC
1394 | 12 | 200a GACATGCCGCGT
1394 | 15 | 201a GATGACATGCCGCGT
1395 | 13 | 202a ATGACATGCCGCG
1805 | 17 | 203a TCCCGCACCTTGGAACC
1851 | 16 | 204a CGATCTCTCAACACGT
1851 | 17 | 205a TCGATCTCTCAACACGT
1852 | 15 | 206a CGATCTCTCAACACG
1852 | 16 | 207a TCGATCTCTCAACACG
1852 | 17 | 208a CTCGATCTCTCAACACG
2064 | 16 | 209a GTAGTGTTTAGGGAGC
2072 | 16 | 210a GCTATTTGGTAGTGTT
2284 | 15 | 211a AGCTTATCCTATGAC
2285 | 14 | 212a AGCTTATCCTATGA
2355 | 17 | 213a CAGGCATTAATAAAGTG
4120 | 16 | 214a CTAGGCGCCTCTATGC
4121 | 14 | 215a TAGGCGCCTCTATG
4121 | 15 | 216a CTAGGCGCCTCTATG
4122 | 13 | 217a TAGGCGCCTCTAT
4217 | 16 | 218a CATGAATGGACCAGTA
SP: posicion de inicio o nucleétido de inicio en Seq. ID No. 2
L: longitud de la secuencia

[0176] Los oligonucledtidos antisentido como se describen en el presente documento, tales como los
oligonucledtidos antisentido de las Tablas 1 a 3 y especialmente los oligonucledtidos antisentido de las Tablas 4 a 9,
consisten en nucleodtidos, preferiblemente nucleétidos de ADN, que son unidades no de LNA (también denominadas
aqui nucledtidos no LNA) asi como unidades LNA (también denominadas aqui nucledtidos LNA). Aunque no se
indica explicitamente, los oligonucledtidos antisentido de las secuencias Seq. ID No.s 102a-218a de la Tabla 1
comprenden de 2 a 4 nucleétidos de LNA (unidades de LNA) en el extremo 3’ y de 2 a 4 nucledtidos de LNA
(unidades de LNA) en el extremo 5'. Aunque no se indica explicitamente, la "C" en la Tabla 2 que se refiere a las
unidades de LNA contiene preferiblemente 5-metilcitosina (C*) como nucleobase.

[0177] Eso significa, siempre y cuando no se indique explicitamente, los oligonucleétidos antisentido de la presente
invencion o como se describe en este documento mediante la letra codigo A, C, G, T y U pueden contener cualquier
enlace internucleotidico, cualquier grupo final y cualquier nucleobase. como se describe en el presente documento.
Ademas, los oligonucleétidos antisentido de la presente invencion o como se desvelan en el presente documento
son separadores de espacio de cualquier estructura de interferencia como se desvela en el presente documento con
al menos una unidad de LNA en el extremo 3’ y al menos una unidad de LNA en el extremo 5'. Ademas, cualquier
unidad de LNA como se describe en el presente documento puede usarse dentro de los oligonucleétidos antisentido
de la presente invencion o como se describe en el presente documento. Asi, por ejemplo, el oligonucleétido
antisentido GCTCGTCATAGAC-CGA (Seq. ID No. 13) o CGATACGCGTCCACAG (Seq. ID No. 14) o
GTAGTGTTTAGGGAGC (Seq. ID No. 15) o GCTATTTGGTAGGGTT (Seq. ID No. 16) o CATGAATGGACCAGTA
(Seq. ID No. 17) o AGGCATTAATAAAGTG (Seq. ID No. 18) contiene al menos una unidad LNA en el extremo 5’ y
al menos una unidad LNA en el extremo 3', cualquier nucleobase, cualquier grupo de extremo 3’, cualquier grupo
terminal 5’, cualquier estructura gapmero y cualquier enlace internucleotidico como se describe en este documento y
cubre también sales e isdbmeros dpticos de ese oligonucledtido antisentido.

[0178] El uso de unidades LNA se prefiere especialmente en el terminal 3’ y el extremo 5' terminal. Por lo tanto, se
prefiere si los Ultimos 1 - 5 nucledtidos en el extremo terminal 3’ y también los Ultimos 1 - 5 nucledtidos en el extremo
terminal 5' especialmente de las secuencias descritas en el presente documento y en particular de Seq. ID No.s
102a - 218a de la Tabla 1 son unidades LNA (también denominadas nucledtidos LNA), mientras que entre las
unidades 1 - 5 LNA en los extremos 3’ y 5' 2 - 14, preferiblemente 3 - 12, mas preferiblemente 4 - 10, mas
preferiblemente 5 - 9, aun mas preferiblemente 6 - 8, estan presentes unidades no de LNA (también denominadas
nucledtidos no LNA). Este tipo de oligonucleétidos antisentido se denominan separadores y se describen con mas
detalle a continuacion. Mas preferidos son 2 - 5 nucleétidos de LNA en el extremo 3’ y 2 - 5 nucledtidos de LNA en el
extremo 5' o 1 - 4 nucledtidos de LNA en el extremo 3’ y 1 - 4 nucledtidos de LNA en el extremo 5' y ain mas
preferidos son 2 - 4 nucledtidos de LNA en el extremo 3’ y 2 - 4 nucledtidos de LNA en el extremo 5' de los
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oligonucledtidos antisentido con un numero de preferiblemente 4 - 10, mas preferiblemente 5 - 9, ain mas
preferiblemente 6 - 8 unidades no de LNA entre las unidades de LNA en los extremos 3’y 5'.

[0179] Ademas, como enlaces internucleotidicos entre las unidades LNA y entre las unidades LNA y las unidades no
de LNA, se prefiere el uso de fosforotioatos o fosforoditioatos y preferiblemente fosforotioatos.

[0180] Por lo tanto, mas preferidos son oligonucleétidos antisentido en los que mas del 50%, preferiblemente mas
del 60%, mas preferiblemente mas del 70%, aun mas preferiblemente mas del 80%, y mas preferiblemente mas del
90% de los enlaces internucleotidicos son fosforotioatos o fosfatos y mas preferiblemente enlaces de fosforotioato y
en donde los ultimos 1 - 4 o0 2 - 5 nucledtidos en el extremo 3’ son unidades de LNA y los uUltimos 1 -402-5
nucledtidos en el extremo 5' son unidades de LNA y entre las unidades LNA en los extremos de una secuencia de 6
- 14 nucledtidos, preferiblemente 7 - 12, preferiblemente 8 - 11, mas preferiblemente 8 - 10 estan presentes que son
unidades no de LNA, preferiblemente unidades de ADN. Ademas, se prefiere que estos oligonucledtidos antisentido
en forma de gapmeros consisten en un total de 12 a 20, preferiblemente de 12 a 18 nucledtidos.

Gapmeros

[0181] Los oligonucledtidos antisentido de la invencién pueden consistir en secuencias de nucleétidos que
comprenden tanto nucleétidos de ADN que no son unidades de LNA como nucleotidos de LNA, y pueden estar
dispuestos en forma de gapmero.

[0182] Por lo tanto, los oligonucledtidos antisentido de la presente invencién son preferiblemente gapmeros de
huecos. Un gapmero consiste en una parte media de unidades de nucleétidos de ADN que no estan bloqueadas, por
lo que son unidades no de LNA. Los nucleétidos de ADN de esta parte media podrian estar vinculados entre si por
los enlaces internucleotidicos (IL) como se describe en el presente documento, que preferiblemente pueden ser
grupos fosfato, grupos fosforotioato o grupos fosforoditioato y que pueden contener analogos de nucleobases tales
como 5-propinil citosina, 7-metilguanina, 7-metiladenina, 2-aminoadenina, 2-tiotimina, 2-tiocitosina o 5-metilcitosina.
Las unidades de ADN o los nucledtidos de ADN no son estructuras de pentosa biciclicas. La parte media de las
unidades no de LNA esta flanqueada en el extremo 3’ y el extremo 5' por secuencias que consisten en unidades
LNA. Asi, los gapmeros tienen la férmula general:

secuencia LNA 1 - secuencia no LNA - secuencia LNA 2 o regién A - region B - region C

[0183] La parte media del oligonucleétido antisentido que consiste en unidades de nucleétidos de ADN que no son
unidades de LNA es, cuando se forma en un duplex con el ARN diana complementario, capaz de reclutar RNasa.
Las unidades de nucleédtidos terminales 3’ y 5' son unidades de LNA que estan preferiblemente en configuracion
alfa-L, siendo particularmente preferidos los beta-D-oxi-LNA y los LNA alfa-L-oxi.

[0184] Por lo tanto, un gapmero es un oligonucleétido antisentido que comprende un tramo contiguo de nucleétidos
de ADN que es capaz de reclutar una RNasa, tal como RNasaH, tal como una regién de al menos 6 o 7 nucledtidos
de ADN que no son unidades de LNA, denominados aqui parte media o regién B, en donde la region B esta
flanqueada tanto en 5 como en 3' por regiones de analogos de nucledtidos que aumentan la afinidad que son
unidades de LNA, tales como entre 1 - 6 unidades de LNA 5’ y 3' al tramo contiguo de nucleétidos de ADN que es
capaz de reclutar RNasa: estas regiones flanqueantes se denominan regiones A y C, respectivamente.

[0185] Preferiblemente, el gapmero comprende una secuencia (poli)nucleotidica de formula (5 a 3'), A-B-C, u
opcionalmente A-B-C-D o D-A-B-C, en donde; la region A (region 5’) consta de al menos un analogo de nucleoétido,
tal como al menos una unidad de LNA, tal como entre 1-6 unidades de LNA, y la regiéon B consiste de al menos cinco
nucleétidos de ADN consecutivos que no son unidades de LNA y que son capaces de reclutar RNasa (cuando se
forman en un duplex con una molécula de ARN complementaria, como la diana del ARNm), y la regién C (region 3’)
consiste en al menos un analogo de nucledtido, como al menos una unidad LNA, como entre 1y 6 unidades de LNA,
y la region D, cuando esta presente, consta de 1, 2 o 3 unidades de nucledtidos de ADN que son unidades no de
LNA.

En algunas realizaciones, la region A consta de 1, 2, 3, 4, 5 o 6 unidades de LNA, como entre 2 y 5 unidades de
LNA, como 3 o 4 unidades de LNA; y/o la region C consta de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 unidades de LNA, como entre 2y 5
unidades de LNA, como 3 o 4 unidades de LNA. En algunas realizaciones, B consiste en 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12
nucleétidos de ADN consecutivos que son capaces de reclutar ARNasa, o entre 6-10, o entre 7-9, tal como 8
nucledtidos consecutivos que son capaces de reclutar RNasa. En algunas realizaciones, la region B consiste en al
menos una unidad de nucleétido de ADN, tal como 1-12 unidades de nucleétido de ADN, preferiblemente entre 4-12
unidades de nucleétido de ADN, mas preferiblemente entre 6-10 unidades de nucleétido de ADN, adn mas preferida
tal como entre 7 - 10 unidades de nucleétidos de ADN, y lo mas preferiblemente 8, 9 o 10 unidades de nucledtidos
de ADN que no son unidades de LNA.

En algunas realizaciones, la region A consiste en 3 0 4 LNA, la region B consiste en 7, 8, 9 o 10 unidades de
nucleotidos de ADN, y la region C consiste en 3 o0 4 unidades de LNA. Tales disefios incluyen (A-B-C): 1-7-2, 2-7-1,
2-7-2, 3-7-1, 3-7-2, 1-7-3, 2-7-3, 3-7-3, 2-7-4, 3-7-4, 4-7-2, 4-7-3, 4-7-4, 1-8-1, 1-8-2, 2-8-1, 2-8-2, 1-8-3, 3-8-1, 3-8-3,
2-8-3, 3-8-2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-8-4, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2, 3-9-3, 1-9-3, 3-9-1
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4-9-1, 1-9-4, 4-9-2, 2-9-4, 4-9-3, 3-9-4, 4-9-4, 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1, 2-10-2, 2-10-3, 3-10-2,
3-10-3, 2-10-4, 4-10-2, 3-10-4, 4-10-3, 4-10-4, 1-11-1, 1-11-2, 2-11-1, 2-11-2, 1-11-3, 3-11-1, 2-11-2, 2-11-3, 3-11-2,
3-11-3, 2-11-4, 4-11-2, 3-11-4, 4-11-3, 4-11-4, y puede incluir ademas la region D, que puede tener una o 2 unidades
de nucleétidos de ADN, que son unidades no de LNA.

Se describen disefios de gapmero adicionales en el documento WO02004/046160A y se incorporan aqui como
referencia. La solicitud provisional de EE. UU., 60/977409, se refiere a oligonucleétido antisentido gapmero 'mas
corto', que también son adecuados para la presente invencion.

[0186] En algunas realizaciones, el oligonucleétido antisentido consiste en una secuencia de nucleétidos contigua de
un total de 10, 11, 12, 13 o 14 unidades de nucledtidos (unidades de LNA y unidades no de LNA juntas), en donde la
secuencia de nucledtidos contigua es de férmula (5 - 3'), A-B-C, u opcionalmente A-B-C-D o D-A-B-C, en donde A
consiste en 1, 2 o 3 unidades LNA, y B consiste en 7, 8 o 9 unidades de nucleétidos de ADN contiguas que son
unidades no de LNA y que son capaces de reclutar RNasa cuando se forma en un duplex con una molécula de ARN
complementaria (como una diana de ARNm), y C consiste en 1, 2 o 3 unidades de LNA. Cuando esta presente, D
consiste en una sola unidad de nucleétidos de ADN que es una unidad no LNA.

[0187] En algunas realizaciones, A consiste en 1 unidad de LNA. En algunas realizaciones, A consiste en 2
unidades de LNA. En algunas realizaciones A consiste en 3 unidades de LNA. En algunas realizaciones, C consiste
en 1 unidad de LNA. En algunas realizaciones, C consiste en 2 unidades de LNA. En algunas realizaciones, C
consiste en 3 unidades de LNA. En algunas realizaciones, B consiste en 7 unidades de nuclettidos de ADN que son
unidades no de LNA. En algunas realizaciones, B consiste en 8 unidades de nucleétidos de ADN. En algunas
realizaciones, B consiste en 9 unidades de nucledtidos de ADN. En algunas realizaciones, B consiste en 1 - 9
unidades de nucleétidos de ADN, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 unidades de nucleétidos de ADN. Las unidades de
nucledtidos de ADN son siempre unidades no de LNA. En algunas realizaciones, B comprende 1, 2 o 3 unidades de
LNA que estan preferiblemente en la configuracion alfa-L y que son mas preferiblemente unidades de LNA alfa-L-oxi.
En algunas realizaciones, el nimero de nucleotidos presentes en A-B-C se selecciona del grupo que consiste en
(unidades LNA - region B - unidades LNA y mas preferiblemente unidades de LNA alfa-L-oxi (region A) - region B -
(region C) unidades LNA alfa-L-oxi): 1-8-1, 1-8-2, 2-8-1, 2-8-2, 1-8-3, 3-8-1, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-
8-4, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2, 3-9-3, 1-9-3, 3-9-1, 4-9-1, 1-9-4, 4-9-2, 2-9-4, 4-9-3,
3-9-4, 4-9-4, 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1, 2-10-2, 2-10-3, 3-10-2, 3-10-3, 2-10-4, 4-10-2, 3-10-4, 4-
10-3, 4-10-4, 1-11-1, 1-11-2, 2-11-1, 2-11-2, 1-11-3, 3-11-1, 2-11-2, 2-11-3, 3-11-2, 3-11-3, 2-11-4, 4-11-2, 3-11-4, 4-
11-3, 4-11-4. En otras realizaciones preferidas, el nimero de nucleétidos en A-B-C se selecciona del grupo que
consiste en: 3-8-3, 4-8-2, 2-8-4, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 3-9-3, 4-9-2, 2-9-4, 4-9-3, 3-9-4, 4-9-4, 3-10-3, 2-10-4, 4-10-2, 3-
10-4, 4-10-3, 4-10-4, 2-11-4, 4-11-2, 3-11-4, 4-11-3 y aun mas preferidos son: 3-8-3, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 3-9-3, 4-9-3,
3-9-4, 4-9-4, 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 4-10-4, 3-11-4, y 4-11-3.

[0188] También se prefieren los enlaces fosforotioato, fosfato o fosforoditioato y especialmente los enlaces
internucleotidicos fosforotioato, en particular para la regién abierta B. Los enlaces fosforotioato, fosfato o
fosforoditioato y especialmente los enlaces internucleotidicos fosforotioato también se pueden usar para las regiones
flanqueantes (A y C, y para enlazar A o C a D, y dentro de la regién D, si esta presente).

[0189] Las regiones A, B y C, sin embargo, pueden comprender enlaces internucleotidicos distintos de fosforotioato
o fosforititioato, tales como enlaces fosfodiéster, particularmente, por ejemplo, cuando el uso de analogos de
nucledtidos protege los enlaces internucleotidicos dentro de las regiones A y C de degradacion de endo-nucleasas,
como cuando las regiones A y C constan de unidades de LNA.

Los enlaces internucleotidicos en el oligonucledtido antisentido pueden ser fosfodiéster, fosforotioato, fosfo-roditioato
o boranofosfato para permitir la escisiéon de ARNasa H de RNasa. Se prefiere el fosforotioato o fosforoditio, por una
mejor resistencia a las nucleasas y otras razones, tales como la facilidad de fabricacién. En un aspecto del
oligébmero de la invencion, las unidades de LNA y/o las unidades no de LNA estan unidas entre si por medio de
grupos fosforotioato.

Se reconoce que la inclusidon de enlaces fosfodiéster, como uno o dos enlaces, en un oligonucledtido antisentido de
fosforotioato, particularmente entre o adyacentes a unidades de LNA (tipicamente en la region A y C) puede
modificar la biodisponibilidad y/o bio-distribucién de un oligonucleétido antisentido (ver documento
WO2008/053314A). En algunas realizaciones, tales como en las secuencias de los oligonucledtidos antisentido
descritos en el presente documento y cuando son adecuados y no estan especificamente indicados, todos los
grupos de enlaces internucleotidicos restantes son grupos fosfodiéster o grupos fosforotioato, o una mezcla de los
mismos.

En algunas realizaciones, todos los grupos de enlace internucleotidicos son grupos fosforotioato. Cuando se hace
referencia a secuencias de oligonucledtidos antisentido gapmero especificas, tales como las proporcionadas en el
presente documento, se entendera que, en diversas realizaciones, cuando los enlaces son enlaces fosforotioato,
pueden usarse enlaces alternativos, tales como los descritos en el presente documento, por ejemplo fosfato
(también se pueden usar enlaces denominados fosfodiéster, en particular para enlaces entre analogos de
nucledtidos, como las unidades de LNA. Del mismo modo, cuando se hace referencia a secuencias de
oligonucledtidos antisentido gapmero especificas, como las proporcionadas en el presente documento, cuando los
residuos de C se anotan como citosina modificada con 5-metil, en varias realizaciones, una o mas de las C
presentes en el oligdmero pueden ser residuos C no modificados.
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Leyenda

[0190] Como se usa en el presente documento, las abreviaturas b, d, s, ss tienen el siguiente significado:

b unidad LNA o nucleédtido LNA (cualquiera seleccionado de b' - b7)

b’ B-D-oxi-LNA

b2 B-D-tio-LNA

b3 B-D-amino-LNA

b* a-L-oxi-LNA

b5 B-D-ENA

b6 B-D-(NH)-LNA

b? B-D-(NCHs)-LNA

d 2-deoxi, que significa unidades de 2-desoxirribosa (por ejemplo, formula B3 o B5 con R = -H)
c* metil-C (5-metilcitosina); [por consiguiente, dC* es 5-metil-2'-desoxicitidina)

A* 2-aminoadenina [por consiguiente, dA* es 2-amino-2'-desoxiadenosina]

s el enlace internucleotidico es un grupo fosforotioato (-O-P(O)(S")-O-)

ss el enlace internucleotidico es un grupo fosforoditioato (-OP(S)(S")-O-)

/5SpC3/ -OP(0)(0O")OC3HsOH en el grupo 5'-terminal de un oligonucleétido antisentido
/3SpC3/ -O-P(0)(0O)OC3HsOH en el grupo 3'-terminal de un oligonucleétido antisentido
/5SpC3s/ -O-P(0O)(S)OC3HsOH en el grupo 5'-terminal de un oligonucleétido antisentido
/3SpC3s/ -O-P(0O)(S)OC3HsOH en el grupo 3'-terminal de un oligonucleétido antisentido

los nucledtidos en negrita son nucledtidos de LNA
los nucledétidos que no en negrita son nucledtidos no de LNA

Secuencias de gapmero

[0191] Se prefieren especialmente los siguientes oligonucledtidos antisentido en forma de aglomerantes como se
enumeran en la Tabla 2 a la Tabla 9 y mas preferiblemente en la Tabla 4 a 9.
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Tabla 2
sP L | SeqlDNo. Secuencia, 53"
89 17 102 GbsCbsGbsAbsdGsdTsdGsdAsdCedTsdCsdAsdCsTbeChsAbsAb
a0 15 103b CbsGbsAbsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsdAsdCsThsChsAb
a0 16 104b GbsCbsGbsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsdAsdCsTbsChsAb
a0 17 105b CbsGbsCbsGbsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsdAsCbsThsCbsAb
91 14 1060 CbsGbsAbsdGsdTsdGsdAsdCedTsdCsdAsCbsThsCh
a1 16 107b CbsGbsCbsdGsdAsdGsdTsdGedAsdCsdTsdCsdAsCbsTbhsCh
a1 17 108b GbsCbsGbsCbsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsAbsChsThsCh
92 14 1096 GbsCbsGbsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsAbsCbsTh
a2 16 110b GbsCbsGbsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsAbsChsTh
az 17 111b CbsGbsCbsGbsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsChsAbsCbsTh
a3 12 112b CbsGbsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsdCsAbsCh
93 13 113b GbsCbsGbsdAsdGsdTsdGaedAsdCsdTsdCsAbsCh
a3 14 114b CbsGbsCbsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsChsAbsChb
a3 16 115b CbsGbsCbsdGsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsdTsChsAbsChb
23 17 116k GbsCbsGbsCbsdGsdCsdGedAsdGedTedGedAsdCsThsCbsAbsCh
94 13 17b CbsGbsCbsdGsdAsdGedTsdGsdAsdCsdTsChsAb
94 14 118b GbsCbsGbsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsThbsCbsAb
94 15 119b CbsGbsCbsdGsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsdCsThbsChsAb
94 16 1200 GbsCbsGbsdCsdGsdCsdGsdAsdGedTsdGsdAsdCsThbeChsAb
94 17 121b TbsGbsCbsGbsdCsdGsdCsdGedAsdGed TsdGedAsCbsThsCbhsAb
a5 14 122b CbsGbsCbsdGsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsCbsThsChb
a5 16 123b TbsGbsCbsdGsdCsdGsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsCbsThsCh
a5 17 124b GbsTbsGbsCbsdGedCsdGedCedGedAsdGedTedGaAbsCbsThsCh
96 13 125b CbsGbsCbsdGsdCsdGsdAsdGsdTsdGsdAsChsTh
a7 14 126b TbsGbsCbsdGsdCsdGsdCsdGsdAsdGsdTsGbsAbsCh
a7 16 127b CbeGbsTbsdGedCedGedCedGedCedGedAsdGedTsGbesAbsCh
98 13 128b TbsGbsCbsdGsdCsdGsdCsdGsdAsdGsdTsGbsAb
107 | 16 129b GbsTbsCbsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsdGsdTsGbsChsGhb
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(continua)
108 15 130b GbsTbsCbsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsdGsThsGbsChb
108 17 131b GbsTbhsGbsTbhsdCsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsGbsThsGbsCh
109 13 132b TbsCbsGbsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsdGsThsGhb
109 15 133b TbhsGhsThsdCsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsGbsThsGh
110 12 134b ThsCbsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsGbsTh
110 13 135b GbsTbsCbsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsdCsGbsTh
110 14 136b ThsGbsThsdCsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsCbhsGbsTh
110 15 137b GbsTbsGbsdTsdCsdGsd TsdCsdGsdCsdTsdCsCbsGbsTh
110 16 138b GbsGbsThsdGsdTsdCsdGsdTsdCsdGsdCsdTsdCsChsGbsTh
351 16 1390 CbsGbsTbsdCsdAsdTsdAsdGsdAsdCsdCsdGsdAsGbsCbsCh
351 12 140b AbsTbsdAsdGsdAsdCsdCsdGsdAsdGsChsCh
354 16 141b GbsChbsTbsdCsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsdCsCbsGbsAb
354 13 142b CbsGbsTbsdCsdAsdTsdAsdGsdAsdCsdCsGbsAb
355 14 143b CbsTbsdCsdGsdTsdCsdAsd TsdAsdGsdAsCbsChsGb
355 14 143¢ CbsThsCbsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsdCsCbsGh
355 14 143d CbsTbsCbsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsChsChsGhb
355 15 144b GbsCbsTbsdCsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsCbsCbsGb
356 14 145b GbsCbsTbhsdCsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsAbsCbsCh
381 17 146b ChbsAbsGbsCbsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAbsThsGbsGhb
382 16 147b CbsAbsGbsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAbsTbsGb
382 16 147¢c CbsAbsGbsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAsTsG
382 16 147d CbsAbsGbsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsChsAbsTbsGb
382 16 147e CbsAbsGbsCbsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAbsThsGb
382 16 147f CbsAbsGbsCbsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsCbsAbsThsGb
383 14 148b AbsGhsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsCbsAbsTh
383 14 148¢ AbsGbsCbsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAbsTh
383 14 148d AbsGbsChbsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsChsAbsTh
384 14 149 CbsAbsGbsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsChsCbsAb
422 17 150b CbsGbsCbsGbsdTsdCsdCsdAsdCsdAsdGsdGsdAsCbhsGbsAbsTh
425 14 151b CbsGbsCbsdGsdTsdCsdCsdAsdCsdAsdGsGbsAbsCh
429 15 152b CbsGbsAbsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsdCsAbsChsAb
429 15 152¢ CbsGbsAbsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsCbsAbsCbsAb
429 15 152d CbsGbsAbsTbsdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsdCsAbsChsAb
432 12 155b CbsGbsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsChsCb
431 13 153b CbsGbsAbsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsChsAb
431 13 153¢ CbsGbsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsChsChbsAb
431 16 154b ThsGbsGbsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsChsChsAb
432 12 155¢ CbsGbsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsChb
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(continua)
432 12 155d CbsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsCbsCh
432 | 13 156b GbsCbsGbsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsdTsCbsCh
432 17 157b GbsCbsTbsGbsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGbsThsCbsCh
433 | 15 158b ChsTbhsGbsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGbsTbsChb
433 12 159b GbsCbsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsdGsThsCh
433 | 18 160b GbsCbsThsdGsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGbsThbsChb
433 | 14 161b TbsGbsGbsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGbsThsCh
434 12 164b GbsGbsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGhsTh
434 | 13 162b TbsGbsGbsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsdCsGbsTb
434 | 13 162¢ ThsGbsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsChsGbsTh
434 | 14 163b CbsTbsGhsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsCbsGbsTb
435 | 13 165b CbsTbsGbsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsChsGb
435 | 12 166b TbsGbsdGsdCsdGsdAsdTsdAsdCsdGsChsGh
437 | 17 167b AbsTbsChbsGbsdTsdGsdCsdTsdGsdGsdCsdGsdAsThsAbsCbsGh
449 16 168b ChbsGbsTbsdGsdCsdGsdGsdTsdGsdGsdGsdAsdTsChsGbsTh
449 17 169b AbsCbsGhsThsdGsdCsdGsdGsdTsdGsdGsdGsdAsThsCbsGhsTh
450 17 170b AbsAbsCbsGbsdTsdGsdCsdGsdGsdTsdGsdGsdGsAbsThsChsGh
452 | 15 171b AbsAbsChbsdGsdTsdGsdCsdCGsdGsdTsdGsdGsGbsAbsTh
452 17 172b TbsGbsAbsAbsdCsdGsdTsdGsdCsdGsdGsdTsdGsGbsGbsAbsTh
459 | 17 173b CbsGbsAbsCbsdTsdTsdCsdTsdGsdAsdAsdCsdGsThsGbsCbsGhb
941 17 174b TbsTbhsAbsAbsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsdGsdCsAbsGbsThsAb
941 16 175b TbsAbsAbsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsdCsdCsdAsCbsThsAb
942 | 17 176b GbsTbsTbsAbsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsdGsCbsAbsGbsTh
943 15 177b TbsTbsAbsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsdGsCbhsAbsGb
944 | 13 178b TbsAbsAbsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsdGsChsAb
945 12 179b TbsAbsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsGbsCh
945 | 13 180b ThsThsAbsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsdAsGbsCh
946 | 12 1810 TbsTbsdAsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsAbsGb
948 13 182b GbsTbsTbsdAsdAsdCsdGsdCsdGsdGsdTsAbsGhb
946 | 15 183b CbsGbsGbsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsdGsThsAbsGb
946 16 184b CbsCbsGbsdGsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsdGsTbsAbsGhb
947 | 14 185b CbsGbsGbsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsGhsThsAb
947 13 186b GbsGbsThsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsdGsThbsAb
947 | 15 187b ChsCbsGhsdGsdTsd TsdAsdAsdCsdGsdCsdGsGbsThsAb
947 | 16 188b GbsCbsCbsdGsdGsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsGbsThsAb
947 17 189 TbhsGbsChsCbsdGsdGsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsGbsGbsTbsAb
948 | 13 180b CbsGbsGbsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsdGsGbsTh
949 13 191b CbsCbsGbsdGsdTsdTsdAsdAsdCsdGsdCsGbsGb
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(continua)

949 | 14 192b GbsCbsCbsdGsdGsdTsd TsdAsdAsdCsdGsCbhsGbsGhb

949 15 193b ThsGbsCbsdCsdGsdGsdTsdTsdAsdAsdCsdGsCbhsGbsGb

950 | 13 194b GbsCbsCbsdGsdGsdTsd TsdAsdAsdCsdGsChsGb

950 15 195b CbsTbsGbsdCsdCsdGsdGsdTsdTsdAsdAsdCsGbsCbsGb

950 16 196b GbsCbsTbsdGsdCsdCsdGsdGsdTsdTsdAsdAsdCsGbsChsGh
1387 | 16 1970 AbsTbsGbsdCsdCsdGsdCsdGsdTsdCsdAsdGsdGsTbsAbsCh
1392 | 13 198b AbsCbsAbsdTsdGsdCsdCsdGsdCsdGsdTsChsAb

1393 | 16 199b GbsAbsTbsdGsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsdCsGbsThsChb
1383 | 16 199¢ GbsAbsThsdGsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsChsGbsThsCh
1393 | 16 199d GbsAbsTbsGbsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsdCsGbsTbsCh
1393 | 16 189% GbsAbsTbsGbsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsChsGbsTbsChb
1394 | 12 200b GbsAbsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsdCsGbsTh

1394 | 15 201b GbsAbsTbsdGsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsCbhsGbsTh
1385 | 13 202b AbsTbsGbsdAsdCsdAsdTsdGsdCsdCsdGsChsGb

1805 | 17 203b TbsCbsCbsCbsdGsdCsdAsdCsdCsdTsdTsdGsdGsAbsAbsCbsCh
1851 | 16 204b CbsGhsAbsdTsdCsdTsdCsdTsdCsdAsdAsdCsdAsChsGbsTh
1851 | 17 205b ThsCbsGbsAbsdTsdCsdTsdCsdTsdCsdAsdAsdCsAbsChsGbsTh
1852 | 15 206Db CbsGbsAbsdTsdCsdTsdCsdTsdCsdAsdAsdCsAbsCbsGb

1852 | 16 207b ThsCbsGbsdAsdTsdCsdTsdCsdTsdCsdAsdAsdCsAbsChsGh
1852 | 17 208b CbsThsCbsGbsdAsdTsdCsdTsdCsdTsdCsdAsdAsCbsAbsChbsGhb
2064 | 16 209b GbsThsdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAbsGbsCh
20864 | 16 209¢ GbsThbsAbsGbsdTsdGsd TsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAbsGbsChb
2064 | 16 209d GbsTbsAbsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAbsGhsCh
2064 | 16 20%e GbsTbsAbsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsdAsGbsCh
2064 | 18 209f GbsTbsAbsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsGbsAbsGbsCh
2064 | 16 209g GbsTbsAbsGbsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsGbsAbsGbsCh
20864 | 16 209h GbsTbsdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAbsGhsCh
2064 | 16 209i GbsTbsAbsGbsThsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsGbsAbsGbsCb
2064 | 16 209j GbsTbsAbsGbsdTsdGsd TsdTsdTsdAsdGsGhsGbsAbsGbsChb
2064 | 16 209k GbsTbsAbsGbsTbsdGsdTsdTsdTsdAsdGsGbsGbsAbsGbsCh
2072 | 186 210b GbsCbsdTsdAsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGbsThsTh
2072 | 16 210c GbsCbsThsdAsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsdGsThsTh
2072 | 16 210d GbsCbsTbsdAsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGbsThsTh
2072 | 16 210e GbsCbsTbsAbsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGbsThsTh
2072 | 16 210f GbsCbsThsdAsdTsdTsdTsdGsdGsd TsdAsdGsTbsGbsTbsTh
2072 | 16 2109 GbsCbsThsAbsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsThbsGbsThsTb
2284 | 15 211b AbsGbsCbsdTsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsdTsGbsAbsChb

2284 | 15 211¢ AbsGbsCbsdTsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsTbsGbsAbsCh

43




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2705066 T3

(continua)
2284 | 15 211d AbsGbsCbsTbsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsdTsGbsAbsCh
2285 | 14 212b AbsGbsdCsdTsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsTbsGbsAb
2285 | 14 212¢c AbsGbsCbsdTsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsdTsGbsAb
2285 | 14 212d AbsGbsCbsdTsdTsdAsdTsdCsdCsdTsdAsTbsGbsAb
2355 | 17 213b CbsAbsCGbsdGsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGbsThsGb
2355 | 17 213¢c CbsAbsCGbsGbsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGbsTbsGb
2355 | 17 213d CbsAbsCGbsdGsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsAbsGbsTbsGb
2355 | 17 213e CbsAbsCGbsGbsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsAbsGbsThsGb
4217 | 16 218d CbsAbsTbsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGbsThsAb
4217 | 16 218e CbsAbsTbsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAbsGbsThsAb
4217 | 16 218f CbsAbsTbsGbsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGbsTbsAb
4217 | 186 218g CbsAbsTbsGbsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAbsGbsTbhsAb
4120 | 16 214 CbsTbsAbsdGsdGsdCsdGsdCsdCsdTsdCsdTsdAsTbsGbsCh
4121 | 14 215b TbsAbsGbsdGsdCsdGsdCsdCsdTsdCsdTsAbsTbsGb
4121 | 15 216b CbsTbsAbsdGsdGsdCsdGsdCsdCsdTsdCsdTsAbsTbsGb
4122 | 13 217b TbsAbsGbsdGsdCsdGsdCsdCsdTsdCsdTsAbsTh
Tabla 3
sP L | SeqID Neo. Secuencia, 5'-3'
2064 | 16 209m GbsThsAbsGbsdTsdGedTsd TsdTsdAsdGedGedGsAbsGhbsC b
2064 | 16 209n GbasThsAbsdGedTsdG2dTsdTedTedAsdGedGedGsAbsGbasC b
2064 | 16 2090 GbsThsAbsdGedTedGedTsdTed TedAsdGedGedGedAsGbeC b
2084 | 16 209p GbsThsAbsdGsdTsdGedTsdTed TedAsdGedGeGbsAbsGbsC b
I 2084 | 16 208g L GbsThsAbsGbsdTsdGed TsdTsdTedAsdGsd G2 GbsAbsGhsC b
2084 | 16 209r GbaThsdAsdGedTsdGedTsd Ted TedAsdGsdGedGsAbsGhbsC'b
429 15 152a C*bsGbsAbsThedAsdC sd GedC sdGedTedC sdC sAbsC bsAb
4217 | 18 -218j C'bsAbsThedGsdAsdAsdTedGedGedAsdC sdC "sAbsGbsThsAb
2355 | 17 23 C*bsAbsGbsdGsdC sdAsdT sd TedAsdAsdTsdAsdAsAbeGbsThsGh
I 23585 | 17 213g . C'bsAbsGbsdGsdC sdAsdTed TedAsdAsd TsdAsdAzdAsGbETbaGb
432 12 1558 C*bsGbedlsdTedAsdC 2dGedC sdGed TeC"beC b
4217 | 16 218h C*bsAbsThesGbsdAsdAsdTedGedGedAsdC sdC s AbsGhsThsAb
2072 | 18 210h GbsC'bsThsAbsdTedTed TedGedGsd TsdAsdGsdTeGbsThsTh
. 2072 | 18 2100 , GbsC'bedTedAsdTed TedTsdGedGed TedAsdGedTsGbsTheTh
432 | 12 155f C'bsGbedAsdTedAsdC sdGed L sdGed TsdC s C™h
I 2072 | 16 210§ ‘ GbaC 'baThedAsdTadTedTedGedGadT 2dAsdGad TsdGsThbaTh
432 12 155g CbsdGedAsdTedAsd CredGedCredGed TeC bsC™b
431 13 1534 C'bzGbsAbsdTsdAsdC sdGsdC sdGedTedC sC'bsAb
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(continua)
429 | 15 152f C*bsGbsAbsdTsdAsdC*sdGsdC*sdGsd TsdC*sdC*sAbsC*bsAb
4217 | 16 218i C*bsAbsTbsGbsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC*sdC*sdAsGbsThsAb
1393 | 18 199f GbsAbsTbsdGsdAsdC*sdAsdTsdGsdC*sdC*sdGsdC*sGbsThsC*b
2285 | 14 212e AbsGbsC*bsdTsdTsdAsdTsdC*sdC*sdTsdAsdTsGbsAb
355 | 14 143e C*bsThsdC*sdGsdTsdC*sdAsdTsdAsdGsdAsC*bsC*bsGhb
2072 | 16 210k GbsC*bsTbsdAsdTsd Tsd TsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGbsThsTh
1393 | 16 199¢g GbsAbsTbhsdGsdAsdC*sdAsdTsdGsdC*sdC*sdGsC*hsGbsThsC*b
2385 | 17 213h C*bsAbsGbsGbsdC*sdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsAbsGbsThsGb
429 15 152¢ C*bsGbsAbsdTsdAsdC*sdGsdC*sdGsd TsdC*sC*bsAbsC*bsAb
2285 | 14 212f AbsGbsC*bsdTsdTsdAsdTsdC*sdC*sdTsdAsThsGbsAb
385 | 14 143f C*bsThsC*bsdGsdTsdC*sdAsdTsdAsdGsdAsC*bsC*bsGhb
1393 | 16 19%h GbsAbsThsGbsdAsdC*sdAsdTsdGsdC*sdC*sdGsC*bsGbsThsC*b
1393 | 16 198i GbsAbsTbsGbsdAsdC*sdAsdTsdGsdC*sdC*sdGsdC*sGbsThsC*b
4217 | 16 218k C*bsAbsTbsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC*sdC sdAsGbsThsAb
2285 | 14 212¢g AbsGbsdC*sdTsdTsdAsdTsdC*sdC*sdTsdAsTbsGbsAb
434 13 162d ThsGbsGbsdC sdGsdAsd TsdAsdC*sdGsdC*sGbsTh
383 14 148e AbsGbsC*bsdC*sdC*sdC*sdC sdGsdAsdC*sdC*sdC*sAbsTb
431 13 153e C*bsGbsdAsdTsdAsdC*sdGsdC*sdGsd TsC*bsC*bsAb
2284 | 15 211e AbsGbsC*hsdTsdTsdAsdTsdC*sdC*sdTsdAsdTsGbsAbsC*b
355 | 14 143g C*bsTbsC*bsdGsdTsdC*sdAsdTsdAsdGsdAsdC*sC*bsGhb
2284 | 15 214f AbsGbsC*bsdTsdTsdAsdTsdC*sdC*sdTsdAsThsGbsAbsC*b
383 | 14 148f AbsGbsC*bsdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sC*bsAbsTb
383 | 14 148g AbsGbsdC*sdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sC*bsAbsThb
382 | 16 147g C*bsAbsGbsdC*sdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sdC*sAbsThsGb
2072 | 16 210m GbsC*bsThsdAsdTsd TsdTsdGsdGsdTsdAsdGsThsGbsThsTh
2072 | 18 210n GbsC*bsThsAbsdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsThsGbsTbhsTh
434 13 162e ThsGbsdGsdC*sdGsdAsdTsdAsdC sdGsC*bsGhbsTh
2284 | 15 211g AbsGbsC*bsThsdTsdAsdTsdC*sdC*sd TsdAsdTsGbsAbsC*b
382 | 16 147h C*bsAbsGbsdC*sdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sC*bsAbsTbsGh
382 | 16 147i C*bsAbsGbsC*bsdC sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sdC*sAbsTbsGb
382 | 16 147] C*bsAbsGbsdC*sdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sdC*sAbsThsGb
2355 | 17 213i C*bsAbsGbsGbsdC*sdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGbsThsGb
382 | 16 147k C*bsAbsGbsC*bsdC*sdC*sdC*sdC*sdGsdAsdC*sdC*sC*bsAbsThsGb

Oligonucleétidos antisentido preferidos
[0192] A continuacion se describen oligonucleotidos antisentido preferidos de la presente invencion.

[0193] Por lo tanto, la presente divulgacion se dirige preferiblemente a un oligonucleétido antisentido en forma de un
dispositivo de separacion que consiste en de 10 a 28 nucleétidos, preferiblemente de 11 a 24 nucleétidos, mas
preferiblemente de 12 a 20, y ain mas preferiblemente de 13 a 19 o de 14 a 18 nucledtidos y de 1 a 5 de estos
nucledtidos en el extremo terminal 5’ y de 1 a 5 nucleétidos en el extremo terminal 3’ del oligonucleétido antisentido
son nucledtidos LNA y entre los nucledtidos LNA en el extremo terminal 5’ y el extremo terminal 3' esta presente una
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secuencia de al menos 6, preferiblemente 7 y mas preferiblemente 8 nucledtidos de ADN, y el oligonucledtido
antisentido es capaz de hibridacion con una region del gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que
codifica el TGF-R;, en donde el oligonucledtido antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N'-
GTCATAGA-N2-3' (Seq. ID No. 12) 0 5'-N3-rACGCGTCC-N*-3’ (Seq. ID No. 98) 0 5-N""-TGTTTAGG-N'2-3' (Seq. ID
No. 10) o 5 -NS-TTTGGTAG-N6-3' (Seq. ID No. 11) o 5-N’-AATGGACC-N&-3’ (Seq. ID No. 100) o 5-N°-
ATTAATAA-N-3' (Seq. ID No. 101), en donde

N' representa: CATGGCAGACCCCGCTGCTC-, ATGGCAGACCCCGCTGCTC-, TGGCAGACCCCGCTGCTC-,
GGCAGACCCCGCTGCTC-, GCAGACCCCGCTGCTC-, CAGACCCCGCTGCTC-, AGACCCCGCTGCTC-,
GACCCCGCTGCTC-, ACCCCGCTGCTC-, CCCCGCTGCTC-, CCCGCTGCTC-, CCGCTGCTC-, CGCTGCTC-,
GCT- GCTC-, CTGCTC-, TGCTC-, GCTC-, CTC-, TC-, 0 C~;

N2 representa: -C, -CC, -CCG, -CCGA, -CCGAG, -CCGAGC, -CCGAGCC, -CCGAGCCC, -CCGAGCCCC, -
CCGAGCCCCC, -CCGAGCCCCCA, -CCGAGCCCCCAG, -CCGAGCCCCCAGC, -CCGAGCCLCCCAGCG, -
CCGAGCCCCCAGCGC, -CCGAGCCCCCAGCGCA, -CCGAGCCCCCAGCGCAG, -CCGAGCCCCCAGCGCAGC, -
CCGAGCCCCCAGCGCAGCG, 0 -CCGAGCCCCCAGCGCAGCGG;

N3 representa: GGTGGGATCGTGCTGGCGAT-, GTGGGATCGTGCTGGCGAT-, TGGGATCGTGCTGGCGAT-,
GGGATCGTGCTGGCGAT-, GGATCGTGCTGGCGAT-, GATCGTGCTGGCGAT-, ATCGTGCTGGCGAT-,
TCGTGCTGGCGAT-, CGTGCTGGCGAT-, GTGCTGGCGAT-, TGCTGGCGAT-, GCTGGCGAT-, CTGGCGAT-,
TGGCGAT-, GGCGAT-, GCGAT-, CGAT-, GAT-, AT-,0 T-;

N* representa: -ACAGGACGATGTGCAGCGGC, -ACAGGACGATGTGCAGCGG, -ACAGGACGATGTGCAGCG, -
ACAGGACGATGTGCAGC, -ACAGGACGATGTGCAG, -ACAGGACGATGTGCA, -ACAGGACGATGTGC, -
ACAGGACGATGTG, -ACAGGACGATGT, -ACAGGACGATG, -ACAGGACGAT, -ACAGGACGA, -ACAGGACG, -
ACAGGAC, -ACAGGA, -ACAGG, -ACAG, -ACA, -AC, o0 -A;

N5 representa: GCCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CCAGCCTGCCCCA-
GAAGAGCTA-, CAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, AGCCTGCCCCAGAAGAGCTA-, GCCTGCCCCAGAAGAGCTA-
, CCTGCCCCAGAAGAGCTA-, CTGCCCCAGAAGAGCTA-, TGCCCCAGAAGAGCTA-, GCCCCAGAAGAGCTA-,
CCCCAGAAGAGCTA-, CCCAGAAGAGCTA-, CCAGAAGAGCTA-, CAGAAGAGCTA-, AGAAGAGCTA-,
GAAGAGCTA-, AAGAGCTA-, AGAGCTA-, GAGCTA-, AGCTA-, GCTA-, CTA-, TA-, 0 A-;

N6 representa: -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGAA, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGA, -
TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGG, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAG, -TGTTTAGGGAGCCGTCTTCA, -
TGTTTAGGGAGCCGTCTTC, -TGTTTAGGGAGCCGTCTT, -TGTTTAGGGAGCCGTCT, -TGTTTAGGGAGCCGTC,
-TGTTTAGGGAGCCGT, -TGTTTAGGGAGCCG, -TGTTTAGGGAGCC, -TGTTTAGGGAGC, -TGTTTAGGGAG, -
TGTTTAGGGA, -TGTTTAGGG, -TGTTTAGG, -TGTTTAG, -TGTTTA, -TGTTT, -TGTT, -TGT, -TG, o -T;

N’ representa: TGAATCTTGAATATCTCATG-, GAATCTTGAATATCTCATG-, AATCTTGAATATCTCATG-,
ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,
TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-,
TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-;

N8 representa: -~AGTATTCTAGAAACTCACCA, -AGTATTCTAGAAACTCACC, -AGTATTCTAGAAACTCAC, -
AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -
AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o0 -A;

N® representa: ATTCATATTTATATACAGGC-, TTCATATTTATATACAGGC-, TCATATTTATATACAGGC-,
CATATTTATATACAGGC-, ATATTTATATACAGGC-, TATTTATATACAGGC-, ATTTATATACAGGC-,
TTTATATACAGGC-, TTATATACAGGC-, TATATACAGGC-, ATATACAGGC-, TATACAGGC-, ATACAGGC-,
TACAGGC-, ACAGGC-, CAG- GC-, AGGC-, GGC-, GC-, 0 C-;

N0 representa: -AGTGCAAATGTTATTGGCTA, -AGTGCAAATGTTATTGGCT, -AGTGCAAATGTTATTGGC, -
AGTGCAAATGTTATTGG, -AGTGCAAATGTTATTG, -AGTGCAAATGTTATT, -AGTGCAAATGTTAT, -
AGTGCAAATGTTA, -AGTGCAAATGTT, -AGTGCAAATGT, -AGTGCAAATG, -AGTGCAAAT, -AGTGCAAA, -
AGTGCAA, -AGTGCA, -AGT- GC, -AGTG, -AGT, -AG, o -A;

N™ representa: TGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, GCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-,
CCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, CCCAGAAGAGCTATTTGGTAG-, CCAGAAGAGCTATTTGGTAG-,
CAGAAGAGCTATTTGG- TAG-, AGAAGAGCTATTTGGTAG-, GAAGAGCTATTTGGTAG-,
AAGAGCTATTTGGTAG-, AGAGCTATTTGGTAG-, GAGCTATTTGGTAG-, AGCTATTTGGTAG-,
GCTATTTGGTAG-, CTATTTGGTAG-, TATTTGGTAG-, ATTTGGTAG-, TTTGGTAG-, TTGGTAG-, TGGTAG-,
GGTAG-, GTAG-, TAG-, AG- 0 G-,

N2 representa: -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTCC, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTC, -GAGCCGTCTTCAG-
GAATCTTCT, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTTC, -GAGCCGTCTTCAGGAATCTT, -GAGCCGTCTTCAGGAATCT, -
GAGCCGTCTTCAGGAATC, -GAGCCGTCTTCAGGAAT, -GAGCCGTCTTCAGGAA, -GAGCCGTCTTCAGGA, -
GAGCCGTCTTCAGG, -GAGCCGTCTTCAG, -GAGCCGTCTTCA, -GAGCCGTCTTC, -GAGCCGTCTT, -
GAGCCGTCT, -GAGCCGTC, -GAGCCGT, -GAGCCG, -GAGCC, -GAGC, -GAG, -GA, o -G;

o en donde N' a N'? representan cualquiera de las listas limitadas de residuos como se describe en el presente
documento, y sales e isémeros 6pticos del oligonucledtido antisentido.

[0194] Por otra parte, la presente invencion se dirige preferiblemente a un oligonucledtido antisentido en forma de un
hueco que consta de 10 a 28 nucledtidos, preferiblemente de 11 a 24 nucledtidos, mas preferiblemente de 12 a 20, y
aun mas preferiblemente de 13 a 19 o de 14 a 18 nucledtidos y 1 a 5 de estos nucledtidos en el extremo terminal 5’ y
1 a 5 nucledtidos en el extremo terminal 3' del oligonucledtido antisentido son nucleétidos LNA y entre los
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nucledtidos LNA en el extremo terminal 5 y el terminal 3' finaliza una secuencia de al menos 6, preferiblemente 7 y
mas preferiblemente 8 nucledtidos de ADN, y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar con una region del
gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde el oligonucleétido
antisentido esta representado por la siguiente secuencia 5'-N’-AATGGACC-N2-3' (Seq. ID No. 100), en donde

N’ representa: ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,
TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-,
TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G~;

N8 representa: -AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC,
-AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o0 -A;

y sales e isdmeros Opticos del oligonucledtido antisentido.

[0195] N7 y/o N8 también pueden representar cualquiera de las listas limitadas adicionales de residuos 3’ y 5' como
se describe en este documento. Oligonucledtidos antisentido de gapmero especialmente preferidos que se incluyen
en la férmula general S6:

5'-N"-AATGGACC-N&-3’ (Seq. ID No. 100) S6

son los siguientes:

TATCTCATGAATGGACCA  (Seq. ID No. 439)
ATCTCATGAATGGACCAG  (Seq. ID No. 440)
TCTCATGAATGGACCAGT  (Seq. ID No.441)
CTCATGAATGGACCAGTA  (Seq. D No.442)
TCATGAATGGACCAGTAT  (Seq. ID No. 443)
CATGAATGGACCAGTATT  (Seq. ID No. 444)
ATGAATGGACCAGTATTC  (Seq. ID No. 445)
TGAATGGACCAGTATTCT  (Seq. D No. 446)
GAATGGACCAGTATTCTA  (Seq. D No. 447)
ATCTCATGAATGGACCA {Seq. ID No. 448)
TCTCATGAATGGACCAG (Seq. ID No. 449)
CTCATGAATGGACCAGT {Seq. ID No. 450)
TCATGAATGGACCAGTA {Seq. ID No. 451)
CATGAATGGACCAGTAT (Seq. ID No. 452)
ATGAATGGACCAGTATT {Seq. ID No. 453)
TGAATGGACCAGTATTC {Seq. ID No. 454)
GAATGGACCAGTATTCT (Seq. 1D No. 455)

TCTCATGAATGGACCA (Seq. iD No. 456)
CTCATGAATGGACCAG (Seq. ID No. 457)
TCATGAATGGACCAGT (Seq. ID No. 458)
CATGAATGGACCAGTA (Seq. 1D No. 459)
ATGAATGGACCAGTAT (Seq. ID No. 460)
TGAATGGACCAGTATT (Seq. ID No. 461)
GAATGGACCAGTATTC (Seq. ID No. 462)
CTCATGAATGGACCA (Seq. ID No. 463)
TCATGAATGGACCAG (Seq. ID No. 464)
CATGAATGGACCAGT (Seq. ID No. 465)
ATGAATGGACCAGTA (Seq. 1D No. 466)
TGAATGGACCAGTAT (Seq. 1D No. 467)
GAATGGACCAGTATT (Seq. 1D No. 468)
TCATGAATGGACCA (Seq. ID No. 469)
CATGAATGGACCAG (Seq. ID No. 470)
ATGAATGGACCAGT (Seq. 1D No. 471)
TGAATGGACCAGTA (Seq. ID No. 472)
GAATGGACCAGTAT (Seq. ID No. 473)

[0196] Los oligonucledtidos antisentido de formula S6 en forma de gapmeros (segmento 1 de LNA - segmento de
ADN - segmento 2 de LNA) contienen un segmento de LNA en el extremo terminal 5 que consta de 2 a 5,
preferiblemente de 2 a 4 unidades de LNA y contiene un segmento de LNA en el extremo terminal 3’ que consta de 2
a 5, preferiblemente de 2 a 4 unidades de LNA y entre los dos segmentos de LNA un segmento de ADN que
consiste de 6 a 14, preferiblemente de 7 a 12 y mas preferiblemente de 8 a 11 unidades de ADN.

[0197] Los oligonucleotidos antisentido de formula S6 contienen los nucleétidos de LNA (unidades de LNA) tal como

se describe en el presente documento, especialmente estos descritos en el capitulo "Locked Nucleic Acids (LNA®)"
y, preferiblemente, se describen en el capitulo "LNA preferidos". Las unidades de LNA y las unidades de ADN
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pueden comprender nucleobases estandar, como adenina (A), citosina (C), guanina (G), timina (T) y uracilo (U), pero
también pueden contener nucleobases modificadas como se describe en el capitulo “Nucleobases”. Los
oligonucledtidos antisentido de formula S6 o los segmentos de LNA y el segmento de ADN del oligonucleétido
antisentido pueden contener cualquier enlace internucleotidico como se describe en el presente documento y
especialmente estos descritos en el capitulo "Enlaces de nucleédtidos (IL)". Los oligonucleétidos antisentido de
férmula S6 también pueden contener opcionalmente grupos terminales en el extremo terminal 3’ y/o el extremo
terminal 5' y especialmente estos descritos en el capitulo "Grupos terminales".

[0198] Los experimentos han demostrado que las nucleobases modificadas no aumentan o cambian
considerablemente la actividad de los oligonucledtidos antisentido de la invencion con respecto a las indicaciones
neurolégicas y oncolégicas probadas. Se ha demostrado que las nucleobases 5-metilcitosina o 2-aminoadenina
aumentan aun mas la actividad de los oligonucledtidos antisentido de féormula S6, especialmente si se usa 5-
metilcitosina en los nucleétidos de LNA solo o en los nucleétidos de LNA y en los nucleétidos de ADN y/o si se usa
2-aminoadenina en los nucledtidos de ADN y no en los nucledtidos de LNA.

[0199] La estructura gapmero preferida de los oligonucleétidos antisentido de formula S6 es la siguiente: 3-8-3, 4-8-
2, 2-8-4, 3-8-4, 4-8-3, 4 -8-4, 3-9-3, 4-9-2, 2-9-4, 4-9-3, 3-9-4, 4-9-4, 3-10-3, 2-10-4, 4-10-2, 3-10-4, 4-10-3, 4-10-4, 2-
11-4, 4-11-2, 3-11-4, 4-11-3 y alin mas preferido: 3-8-3, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 3-9-3, 4-9-3, 3-9-4, 4-9 -4, 3-10-3, 3-10-
4, 4-10-3, 4-10-4, 3-11-4 y 4-11-3.

[0200] Como unidades de LNA para los oligonucleétidos antisentido de formula S$6, especialmente B-D-oxi-LNA (b?),
B-D-tio-LNA (b?), a-L-oxi-LNA (b*), B-D-ENA (b®), B-D-(NH)-LNA (b®), B-D-(NCH3)-LNA (b7), B-D-(ONH)-LNA (b®) y B-
D-(ONCH3)-LNA (b%) se prefieren. Los experimentos han demostrado que todas estas unidades LNA b', b2, b*, b5,
b8, b7, b8 y b® se pueden sintetizar con el esfuerzo requerido y conducen a oligonucleotidos antisentido de estabilidad
y actividad comparables. Sin embargo, en base a los ejemplos, las unidades de LNA b', b2, b* b®, by b’ son mas
preferidas. Aun mas preferidas son las unidades de LNA b', b?, b*, b8 y b7, e incluso mas preferidas son las unidades
de LNA b" y b* y las mas preferidas también en relacion con la complejidad de la sintesis quimica es la B-D-oxi LNA
(b").

[0201] Hasta ahora no se pudo encontrar ninguin grupo terminal 3’ especial o grupo terminal 5' que haya cambiado o
aumentado de manera notable la estabilidad o la actividad de las indicaciones oncolégicas o neurolégicas, de modo
que los grupos finales 3’ y 5' son posibles pero no se prefieren explicitamente.

[0202] Son posibles varios puentes internucleotidicos o enlaces internucleotidicos. En las formulas descritas en el
presente documento, el enlace internucleotidico IL esta representado por -IL-Y-. Por lo tanto, IL = -IL-Y- = -X"-
P(=X")(X-)-Y-, en donde IL se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en: -O-P(0)(0")-O-, -O-P(O)(S")-O-,
-O-P(S)(S)-0O-, -S-P(0)(0)-0-, -S-P(0)(S')-0-, -O-P(0)(O")-S-, -O-P(0)(S")-S-, -S-P(0)(0)-S-, -0-P(O)(CHz3)-O-, -O-
P(O)(OCHj3)-O-, -O-P(O)(NH(CH3))-O-, -O-P(O)[N(CHs3)2]-O-, -O-P(O)(BH3-)-O-, -O-P(O)(OCH2CH20CHz3)-O-, -O-
P(O)(OCH2CH2SCHj3)-0-, -O-P(0)(O)-N(CHs)-, -N(CHs)-P(0)(O")-O-. Se prefieren los enlaces internucleotidicos IL
seleccionados de -O-P(0)(0")-O-, -O-P(0)(S)-0-, -O-P(S)(S)-0-, -S-P(0)(0")-O-, -S-P(0)(S)-O-, -O-P(0)(O)-S-, -
O-P(O)(S)-S-, -S-P(0)(O)-S-, -O-P(0)(OCHa)-0O-, -O-P(O)(NH(CH3))-O-, -O-P(O)[N(CHj3),]-O-, -O-
P(O)(OCH2CH;0CHj3)-0O-, y una seleccion mas preferida de -O-P(0)(O)-O-, -O-P(O)(S)-O-, -O-P(S)(S)-O-, -S-
P(O)(O")-0O-, -S-P(0)(S)-0O-, -O-P(0)(O")-S-, -O-P(0O)(S")-S-, -S-P(0)(O")-S-, y ain mas preferido seleccionado de -O-
P(0)(O")-0O-, -O-P(0)(S7)-0O-, -O-P(S)(S)-O-, y lo mas preferiblemente seleccionado de -O-P(0O)(0O")-O- y -O-P(O)(S-)-
O-.

[0203] Por lo tanto, la presente invencion se dirige preferiblemente a un oligonucleétido antisentido en forma de un
hueco que consta de 10 a 28 nucledtidos, preferiblemente de 11 a 24 nucledtidos, mas preferiblemente de 12 a 20, y
aun mas preferiblemente de 13 a 19 o de 14 a 18 nucledtidos y 1 a 5 de estos nucledtidos en el extremo terminal 5’ y
1 a 5 nucledtidos en el extremo terminal 3' del oligonucledtido antisentido son nucleétidos LNA y entre los
nucledtidos LNA en el extremo terminal 5 y el terminal 3' finaliza una secuencia de al menos 6, preferiblemente 7 y
mas preferiblemente 8 nucledtidos de ADN, y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar con una region del
gen que codifica el TGF-R; o con una region del ARNm que codifica el TGF-Ry, donde el oligonucledtido antisentido
esta representado por la siguiente secuencia 5'-N"-AATGGACC-N2-3' (Seq. ID No. 100), en donde

N’ representa: ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,
TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-, TCT-
CATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-,0G-; y

N representa: -AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC,
-AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, 0 -A; y

los nucledtidos de LNA se seleccionan de B-D-oxi-LNA (b'), B-D-tio-LNA (b?), a-L-oxi-LNA (b*), B-D-ENA (b%), B-D-
(NH)-LNA (b®), B-D-(NCH3)-LNA (b7), B-D-(ONH)-LNA (b®) y B-D-(ONCH3)-LNA (b®); y preferiblemente de B-D-oxi-
LNA (b"), B-D-tio-LNA (b?), a-L-oxi-LNA (b*), B-D-(NH)-LNA (b®), y B-D-(NCHs)-LNA (b7); y

los enlaces internucleotidicos se seleccionan de -O-P(0)(O)-O-, -O-P(0O)(S°)-O-, -O-P(S)(S")-0O-, -S-P(0)(O")-0O-, -S-
P(O)(S)-O0-, -0O-P(O)(O)-S-, -O-P(O)S)-S-, -S-P(O)O)S-, -O-P(O)(CH3)-O-, -O-P(O)(OCH3)-O-, -O-
P(O)(NH(CHj3))-O-, -O-P(O)[N(CHs3)2]-O-, -O-P(O)(BH3-)-O-, -O-P(0)(OCH>CH,0CHj3)-O-, -O-P(O)(OCH2CH2SCHa)-
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O-, -O-P(0)(0)-N(CHa)-, -N(CH3)-P(0)(O")-O-;

y preferiblemente de -O-P(0)(0")-0O-, -O-P(0)(S°)-O-, -O-P(S)(S")-O-, -S-P(0)(O)-0-, -S-P(0)(S°)-O-, -O-P(0)(O")-S-,
-O-P(0)(S°)-S-, -S-P(0)(O)-S-;

y sales e isémeros opticos del oligonucledtido antisentido. Tales oligonucleétidos antisentido preferidos pueden no
contener ningun extremo terminal 3’ y 5' modificado o pueden no contener ningun grupo terminal 3' y 5' y pueden
contener nucleobase modificada como 5-metilcitosina y/o 2-aminoadenina.

[0204] Mas preferiblemente, N7 representa: CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-, TGAATATCTCATG-,
GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-, TCTCATG-, CTCATG-,
TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, 0 G-; ¥

N& representa: -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -
AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG,
o -A.

[0205] Todavia mas preferido, la presente invencion se dirige a un oligonucleétido antisentido en forma de un
dispositivo de separacion que consta de 11 a 24 nucledtidos, mas preferiblemente de 12 a 20, y aun mas
preferiblemente de 13 a 19 o de 14 a 18 nucledtidos y de 2 a 5 de estos nucledtidos en el extremo terminal 5’y 2 a 5
nucledtidos en el extremo terminal 3' del oligonucledtido antisentido son nucleotidos LNA y entre los nucledtidos LNA
en el extremo terminal 5 y el extremo terminal 3' una secuencia de al menos 7, preferiblemente al menos 8
nucleétidos de ADN estan presentes, y el oligonucleétido antisentido es capaz de hibridar con una region del gen
que codifica el TGF-R; o con una regién del ARNm que codifica el TGF-R;, en donde el oligonucledtido antisentido
esta representado por la siguiente secuencia 5'-N"-AATGGACC-N2-3' (Seq. ID No. 100), en donde

N7 representa: GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-, TCTCATG-, CT-
CATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-, o G-; preferiblemente N’ representa: ATATCTCATG-, TATCTCATG-,
ATCTCATG-, TCTCATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG-,0 G-; ¥

N& representa: -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -AGTATTC, -
AG- TATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o -A; preferiblemente N® representa: -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -
AGTATTCT, -AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o -A; y los nucleétidos de LNA se seleccionan de
B-D-oxi-LNA (b"), B-D-tio-LNA (b?), a-L-oxi-LNA (b*), B-D-(NH)-LNA (b®) y B-D-(NCHs)-LNA (b7); y

los enlaces internucleotidicos se seleccionan de -O-P(0)(O)-O-, -O-P(0O)(S")-O-, -O-P(S)(S")-0O-, -S-P(0)(O")-0-, -S-
P(0)(S)-0O-, -O-P(0)(O)-S-, -O-P(0)(S)-S-, -S-P(0)(O")-S-; y preferiblemente seleccionados de fosfato, fosforotioato
y fosforoditioato;

y sales e isémeros opticos del oligonucledtido antisentido. Tales oligonucleétidos antisentido preferidos pueden no
contener ningun extremo terminal 3’ y 5' modificado o pueden no contener ningun grupo terminal 3' y 5' y pueden
contener nucleobase modificada como 5-metilcitosina y/o 2-aminoadenina.

[0206] Se prefieren especialmente los oligonucledtidos antisentido gapmero de Seq. ID No. 439 a Seq. ID No. 473
que contiene un segmento de 2 a 5, preferiblemente de 2 a 4 y mas preferiblemente de 3 a 4 unidades de LNA en el
extremo 3’ y un segmento de 2 a 5, preferiblemente de 2 a 4 y mas preferiblemente de 3 a 4 unidades de LNA en el
extremo 5’ y un segmento de al menos 6, preferiblemente 7 y mas preferiblemente 8 unidades de ADN entre los dos
segmentos de unidades de LNA, en donde las unidades de LNA se seleccionan de B-D-oxi-LNA (b'), B-D-tio-LNA
(b?), a-L-oxi-LNA (b*), B-D-(NH)-LNA (b%) y B-D-(NCHj3)-LNA (b7) y los enlaces internucleotidicos se seleccionan a
partir de fosfato, fosforotioato y fosforoditioato. Dichos oligonucleétidos antisentido preferidos no pueden contener
ningun extremo terminal 3’ y 5' modificado o pueden no contener ninglin grupo terminal 3’ y 5' y pueden contener
nucleobase como la 5-metilcitosina en las unidades de LNA, preferiblemente todas las unidades de LNA y/o 2-
aminoadenina en algunas o todas las unidades de ADN y/o 5-metilcitosina en algunas o todas las unidades de ADN.

[0207] También se prefieren especialmente los oligonucledtidos antisentido de la Tabla 8 (Seq. ID No. 219a a 231b).
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Tabla 4-9

ad¥aqLgdDVP, DPOPYPDLOPLPYE, YU DedLady BEZT | Gl | LLEF
LAV, L8, QD5YPS IPSIPS, YPSOPSDPSNPSYPSYRSOPS, qL1s, qy PEZZ | SL | LiLEZF
19Y LPOPYPOPOPYPOROP LEYEYPOP LP Y IEZT | 5L | LIEF
| QV'SS L PSSDPSSYPSS)PSSOPSSYPSSOPSSOPSs | PSSy PSSy PSSOPSs qLss, gy QEZZ | Gl | LLEF
\9V's, 415,995, Vs, DPOPYPOPOR LPYPS, qvs, 995, q1s, gy egzz | 5L | L1Z¥ |
pAL88, QD88 qySSOPSSOPSSYPSSOPSSOPSS | PSSy PSSy PSSOPSs, q1ss,qy Bzzz | v1 | sizv |
70157095z0Ys0PSOPSYPSOPSOPSMPSYES, WPSz0908,01SzaY wzz | v | sz |
JALSDPS, YPS, DPS, DPS, YPSOPSOPS LPS, YRS, YPSORSLPS, qy ozzz | 1 | sizv |
yALSyaD=qYs, DPSOPSYPSDPSOPS LPSYPS, YPSyqDSyq 1Syay pzzz | ¥l | sizv |
191,99, 9Y,9.20P, VPOPOP LPYE. YPOP, AL, aY ozzz | v1 | sizv |
161,99, QVs, JPSOPSYPSOPSOPS LPSYP, AV, 49, 4L, Y 0ZZZ | FlL | BLEF
V918,998 qY's, 4, DSOPSYPSDPSDPS LPSYPS, s, DS, q18, gy BZZZ | ¥l | BLEF
1018, 995, qVs, 4,25 IPSYPSOPSDPS LS, YPSYRSOPs, gL nze | £1 | 8Lz
L ALSEPSYPSOPS, DPSYPSOPSOPS LPSYPS, YRS, 998, qL BLZZ | £l | BLEF
LA18,qOSYPs, DPSOPS, VRSO PSOPS LPSYPS, 9Ys, 98,91 PLZZ | €1 | BLEF
L4185, 998, qYs, JPSOPSYPSOPSOPS LS, qys,qvs, 995, ql LZT | E£L | BLEF
161,99, 9Y DPDPYPOPOPNP, AV, 4,99, 9L qLZZ | €1 | BLEF
1015,995 qYSIPSOPSYPSOPSOPSLPS, qvs, 9vs, 995,91 BLZZ | €L | BLEF
1 A9SYPS,DPS, DPS, YPSOPSOPS LPS, YPS, YPS 408, q1 80ZZ | ZL | GLEF
1995, QY5 0Ps, JPSYPSOPSDPS L PSYPS, YPSOPS, gL POZZ | EL | GLEF
LODS, s, DPSOPSYPSOPSOPS | PSYPS, qy's, 098, ql 90ZZ | ZL | BLEF
199,9Y,9.20PYPOPOPLPYR, 0Y, 99,91 q0ZZ | ZL | GLEF
,4D8, qV's, 4,050PsyPSOPSOPS | PSYPs, qv's, 098 a1 e0zz | z1 | 6Lzv |
1 9¥,9.20PYPSROP 1Y, 9V, 99 a1z | oL | ozzv |
1AY'S, 4, DSDPSYPSOPSOPS LPSYPS , qvs, 99 BELE | 0L | OZT¥
-5 ‘Elouenoes | oNqgibes | ds
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(continua)

avs

,4LS,q9S qySOPSOPSYPSOPSOPSLPSYPSYPSOPS,q1S,qv's,d.0/s¢0dse/ 18le | 9L Ller
LAVS, 418,998, Vs, OPs.OPVYPOPOPLPYPYROPS 418, 0VS$, 9.0 $8iC | 9l Ligy
LAV AL 9D, AV OPORPYPOPOPLPYPYPOPLALLAY 9.0 igle al FA YA
LAVYS 418,098 QS DPSOPSYPSHPSOPS | PSYPSYPSHPRS ALS, aVS 0.0 0812 9l Licy
1AVS | G1S, 998, qVsDPS, DPSYPSDPSDHPE | PSYPSYPSOHPS 418, qvs, 0.0 bgiz 91 | 12
VS 4LS, 998 qVS. DPS,. 0P8, VPSOPSOPS LPS, VPS8, VPSDPS, 418,4vs, 9.0 dgiz al Licy
LAVSLALS L DS qYSOPSOPS, VPSDPSOPS L PS, VPS8, VPSHPS 4181 4Vs 4.0 ogic 9l Licy
LAVL4LL 99D 9YS, OPS, OPSYPSDPSOHPS | PSYPSYRSOP,L 0L 9V UxD ugiLe 9l LiCy
LAVYS ALS 998 qVYs, 0Ps, OPSYPSOPSOPS | PSYPSYPEDPS, 418,4vs, 9,0 wgiz 9l Licy
LAVSLALS, 4O8, qVSOPSDPSYRSOPSOPS LPSYPSYPSDPRS 418, 0Ve 4.0 qgic gl Liey
LAVS QLS DS QYSOPSOPSNPSOPSOPSNPSYPSYPSOPSNPS, 4y 1 84,0 1egie al FA YA
29VS,0LS,49SYPSOPSOPSYPSDPSOPS L PSYRSYPS,49s,418,4vs, 0.0 @egie gl Licy
VS0 1SgaDSeqVIPIOPYRPOPOP LPVYPYPO PS4 1SedVSyU.D pegig gl Licy
1AV AL, 99D, 9VSOPSDOPS. YPSOPSOPS LPS. VPS8, VPSOPL AL, OV 1 4.0 Jeglg gl Ligy
AVLALL99D,.9VS. 0P8, OPSYPSDPSOPSMNPSYPSYPSOPL UL OV L 9D qegie 9l iy
A eeglz | 9L | Llzb
LGOS, qYSSOPSSOPSSYPSSOPSSOPSS | PSSYPSSYPSSOPSS, (1S, qVSS, 4.0

LAVS, 915,998, 9VS,0PS,OPSYPSOPSOPS LPSYPSYPSOPS, 4LS,aVS, 4.0 281z | 9L | lizy
Z0VSz0.1S;09S70YSOPSOPSYPSOPSOPS LPSYPSYPSOPSz41S7aVS74.0 AgLz | 9L | Liz¥
aves i€zz | sL | lizy

L4 LSSOPSSYPSSOPSSOPSS, YPSSOPSSOPSSMPSSYPSSYPSSOPSS, 1SS, qV .
VAVS LPSDPSYPS, OPS,OPSYPSOPSOPsS LPsYPs s, qOs, 41s, ay yeee Gl iy
AV SHULSOPSYPEDPSOPSYPSOPSDHPS L PSYPSYPS a0 sy dissdy beze gl Licy
LAY 91,99, 9VYS,. PS8, OPSYPSOPSOPS LPSYPSYPSOP, g1, ay €< | Sl LTy
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(continua)

VLAY L AOVPOPOPYROPDPLRYRYPOR POV LU.D ez L [1%44
a1s

VS, 415,99S,qvS,0PS.OPS.YPSOPSOPS L PS,¥PS,YPSOPS,4LS,avs,ds0 Svee | LL ) siey

19LS . aVvs gLs 498 Qs OPS, DPSYPSOPSOPSNPSYPSYPSOPSNPSYPS 0.0 Py | LI | 8icy

L ALS . aVS A1 SOPSYPSDPSOPSYPSOPSOPS | PSYPSYPS D8, 418, 9Vvs, 9.0 opTT | LI | 9ley

z9LSzUVS 418408 AVYSDPSOPSYPSOPSOPS [ PSYPSYPSOPS41L8z0VSzU.0 ayee Ll gy

1918 aVS, 018,998 qysOPSOPSYPSOPSOPS LPSYPS, qys 498,418, 9vs,9,.0 eyce | 1L | 9lev

LAVE L QLS L DSYPSDPSDPSYPSOPSOPS L PSYPSYPSOPS 418 ays 4.0 gLz | 91 | Ligy

AV ALOPYPOPOPYPOPOPLPYPVYPyADy I LsdV 9.0 begLz | 91 | sizy

PAVSLALSOPSYPS, DPSOPSYPSOPSDPS LPSYPS VPSaD%, 4 LSpaVvSy U, degiz | 91 | Zizv

L9VS 418,998, VPSOPSOPSYPSOPSOPSNPS, VPS,. VPSOPS,;418,9vs,; 9.0 oeglLg | 91 | Ligy

9qVSgd1SeqOSYPSOPSOPSYPSOPSOPS LPSYPSY DSOS 1S54V 59D uegLe | 94 | Ligy
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Composiciones farmacéuticas

[0208] Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencidon se administran preferiblemente en forma de sus
sales farmacéuticamente activas, opcionalmente usando portadores, excipientes, adyuvantes, disolventes o
diluyentes farmacéuticamente aceptables sustancialmente no toxicos. Los medicamentos de la presente invencion
se preparan en un vehiculo o diluyente sélido o liquido convencional y un adyuvante convencional de fabricacion
farmacéutica a un nivel de dosificacion adecuado de una manera conocida. Las preparaciones y formulaciones
preferidas son en forma administrable que es adecuada para infusion o inyecciéon (intratecal,
intracerebebroventricular, intracraneal, intravenosa, intraparenquimatica, intratumoral, intra o extraocular,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea), administracion local en el cerebro, inhalacidon, administracion local en un
tumor solido o aplicacion oral. Sin embargo, también son posibles otras formas de aplicacion tales como la absorcién
a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (mucosa oral, revestimientos epiteliales rectales y vaginales,
mucosa nasofaringea, mucosa intestinal), rectal, transdérmica, tépica, intradérmica, intragastrica, intracutanea,
intravaginal, intravasalmente, intrabucalmente, de forma espontanea, sublingual, o cualquier otro medio disponible
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dentro de las técnicas farmacéuticas.

Las formulaciones administrables, por ejemplo, incluyen formulaciones liquidas inyectables, formulaciones
retardantes, polvos especialmente para inhalacion, pildoras, tabletas, comprimidos de pelicula, tabletas recubiertas,
granulos dispersables, grageas, geles, jarabes, suspensiones, emulsiones, capsulas y depositos. Otras
formulaciones galénicas administrables también son posibles como una inyeccién continua a través de una bomba
implantable o un catéter en el cerebro.

[0209] Como se usa en el presente documento, el término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier
vehiculo que no interfiera con la eficacia de la actividad biolégica de los oligonucledtidos antisentido como
ingrediente activo en la formulacion y que no sea toxico para el huésped al que se administra. Ejemplos de vehiculos
farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato,
agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones
estériles, etc. Tales vehiculos pueden formularse por métodos convencionales y el compuesto activo se puede
administrar al sujeto en una dosis efectiva.

Una "dosis efectiva" se refiere a una cantidad del oligonucleétido antisentido como ingrediente activo que es
suficiente para afectar el curso y la gravedad de la enfermedad, lo que lleva a la reducciéon o remision de dicha
patologia. Una "dosis efectiva" util para tratar y/o prevenir estas enfermedades o trastornos puede determinarse
usando métodos conocidos por los expertos en la técnica. Ademas, los oligonucleétidos antisentido de la presente
invencion pueden mezclarse y administrarse junto con liposomas, agentes formadores de complejos, moléculas
dirigidas a receptores, disolventes, conservantes y/o diluyentes.

[0210] Se prefieren preparaciones farmacéuticas en forma de soluciones de infusién o matrices sélidas para la
liberacion continua del ingrediente activo, especialmente para infusién continua para administracion intratecal,
administracion intracerebroventricular o administracion intracraneal de al menos un oligonucledtido antisentido de la
presente invencion. También se prefieren las preparaciones farmacéuticas en forma de soluciones o matrices
sélidas adecuadas para la administracién local en el cerebro. Para las enfermedades fibréticas del pulmén, las
formulaciones para inhalaciéon son especialmente preferidas.

[0211] Una solucion estéril lista para usar comprende, por ejemplo, al menos un oligonucleétido antisentido a una
concentracion que varia de 1 a 10 mg/ml, preferiblemente de 5 a 10 mg/ml y un agente isoténico seleccionado, por
ejemplo, entre azucares como sacarosa, lactosa, manitol o sorbitol. También se puede incluir un agente tampodn
adecuado, para controlar el pH de la solucion de 6 a 8 (preferiblemente 7 - 8). Otro ingrediente opcional de la
formulacion puede ser un surfactante no iénico, como Tween 20 o Tween 80.

[0212] Un polvo liofilizado estéril para reconstitucién para uso comprende al menos un oligonucleétido antisentido, y
opcionalmente un agente de carga (por ejemplo, manitol, trehalosa, sorbitol, glicina) y/o un crioprotector (por
ejemplo, trehalosa, manitol). El disolvente para la reconstitucion puede ser agua para compuestos inyectables, con o
sin una sal amortiguadora para controlar el pH de 6 a 8,

[0213] Las preparaciones de aerosol adecuadas para inhalacion pueden incluir soluciones y soélidos en forma de
polvo, que pueden estar en combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como gas comprimido
inerte, por ejemplo, nitrégeno.

[0214] Una composicion farmacéutica particularmente preferida es una preparacion liofilizada adecuada para
administracion por inhalacién o para administracion intravenosa. Para preparar la preparacion liofilizada preferida, al
menos un oligonucledtido antisentido de la invencion se solubiliza en una solucién de manitol del 4 al 5% (p/v) y la
solucion se liofiliza. La soluciéon de manitol también se puede preparar en una soluciéon tampén adecuada como se
describe anteriormente.

[0215] Otros ejemplos de crio/lioprotectores adecuados (también denominados agentes de carga o estabilizantes)
incluyen albumina libre de tiol, inmunoglobulinas, polialquilenéxidos (por ejemplo, PEG, polipropilenglicoles),
trehalosa, glucosa, sacarosa, sorbitol, dextrano, maltosa, rafinosa, estaquiosa y otros sacaridos (véase, por ejemplo,
el documento WO 97/29782), mientras que el manitol se utiliza preferiblemente. Estos se pueden usar en cantidades
convencionales en técnicas de liofilizacién convencionales. Los métodos de liofilizacion son bien conocidos en la
técnica de preparacion de formulaciones farmacéuticas.

[0216] Para la administracion por inhalacion, el diametro de particula de la preparacion liofilizada esta
preferiblemente entre 2 y 5 ym, mas preferiblemente entre 3 y 4 ym. La preparacion liofilizada es particularmente
adecuada para la administracién usando un inhalador, por ejemplo el inhalador OPTINEB® o VENTA-NEB® (NEBU-
TEC, Elsenfeld, Alemania). El producto liofilizado puede rehidratarse en agua destilada estéril o en cualquier otro
liquido adecuado para administracion por inhalacion. Alternativamente, para administracion intravenosa, el producto
liofilizado puede rehidratarse en agua destilada estéril o en cualquier otro liquido adecuado para administracion
intravenosa.

[0217] Después de la rehidratacion para administracion en agua destilada estéril u otro liquido adecuado, la
preparacion liofilizada debe tener la osmolalidad fisioldgica aproximada del tejido diana para la preparacion del
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péptido rehidratado, es decir, sangre para administracion intravenosa o tejido pulmonar para administracion por
inhalacioén. Por lo tanto, se prefiere que la formulacién rehidratada sea sustancialmente isoténica.

[0218] La concentracion de dosificacion preferida para administracion intravenosa, oral o inhalacion esta entre 10 y
2000 ymol/ml, y mas preferiblemente esta entre 200 y 800 ymol/ml.

[0219] Para la administracion oral en forma de tabletas o capsulas, al menos un oligonucleétido antisentido se
puede combinar con cualquier vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable no téxico oral, como lactosa, almidén,
sacarosa, celulosa, estearato de magnesio, fosfato dicalcico, sulfato calcico, talco, manitol, alcohol etilico (formas
liquidas) y similares. Ademas, cuando se desee o sea necesario, también se pueden incorporar en la mezcla
aglomerantes, lubricantes, agentes desintegrantes y agentes colorantes adecuados. Los polvos y comprimidos
pueden comprender de aproximadamente 5 a aproximadamente 95 por ciento de composicién inventiva.

[0220] Los aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azlUcares naturales, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas tales como goma arabiga, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol y ceras. Entre
los lubricantes que se pueden mencionar para uso en estas formas de dosificacion, acido bérico, benzoato de sodio,
acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. Los desintegrantes incluyen almidén, metilcelulosa, goma guar y
similares.

[0221] Adicionalmente, las composiciones de la presente invenciéon pueden formularse en forma de liberacion
sostenida para proporcionar la liberacion controlada a velocidad de al menos un oligonucleétido antisentido para
optimizar los efectos terapéuticos. Las formas de dosificacion adecuadas para liberacion sostenida incluyen matrices
biodegradables implantables para liberacion sostenida que contienen al menos un oligonucleétido antisentido,
comprimidos en capas que contienen capas de velocidades de desintegracion variables o matrices poliméricas de
liberacién controlada impregnadas con al menos un oligonucleétido antisentido.

[0222] Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Como ejemplo, se
pueden mencionar soluciones de agua o agua-propilenglicol para inyecciones parenterales o adicion de
edulcorantes y opacificantes para soluciones orales, suspensiones y emulsiones.

[0223] Los diluyentes adecuados son sustancias que usualmente constituyen la mayor parte de la composicién o
forma de dosificacion. Los diluyentes adecuados incluyen azulcares tales como lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol,
almidones derivados de trigo, arroz de maiz y patata, y celulosas tales como celulosa microcristalina. La cantidad de
diluyentes en la composicion puede variar desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 95% en peso
de la composicion total, preferiblemente desde aproximadamente el 25% hasta aproximadamente el 75% en peso.

[0224] EI término desintegrantes se refiere a los materiales agregados a la composicién para ayudar a que se rompa
(se desintegre) y libere los medicamentos. Los desintegrantes adecuados incluyen almidones, almidones
modificados "solubles en agua fria" tales como carboximetil almidon de sodio, gomas naturales y sintéticas tales
como haba de langosta, karaya, guar, tragacanto y agar, derivados de celulosa tales como metilcelulosa y
carboximetilcelulosa de sodio, celulosa microcristalina y reticulados. Celulosas microcristalinas tales como
croscarmelosa sodica, alginatos tales como acido alginico y alginato sddico, arcillas tales como bentonitas y mezclas
efervescentes. La cantidad de desintegrante en la composicion puede variar de aproximadamente 1 a
aproximadamente 40% en peso de la composicion, preferiblemente de 2 a aproximadamente 30% en peso de la
composicion, mas preferiblemente de aproximadamente 3 a 20% en peso de la composicion, y la mayoria
preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 10% en peso.

[0225] Los aglutinantes caracterizan sustancias que unen o "pegan” polvos entre si y los hacen cohesivos formando
granulos, sirviendo asi como el "adhesivo" en la formulacion. Los aglutinantes agregan resistencia cohesiva ya
disponible en los diluyentes o agentes de carga. Los aglutinantes adecuados incluyen azucares tales como
sacarosa, almidones derivados de trigo, arroz de maiz y patata; gomas naturales como la acacia, la gelatina y el
tragacanto; derivados de algas marinas tales como acido alginico, alginato de sodio y alginato de calcio amonico;
materiales celuldsicos tales como metilcelulosa y carboximetilcelulosa sodica e hidroxipropilmetilcelulosa;
polivinilpirrolidona; e inorganicos como el silicato de magnesio y aluminio. La cantidad de aglutinante en la
composicion puede variar desde aproximadamente 1 a 30% en peso de la composicion, preferiblemente desde
aproximadamente 2 a aproximadamente 20% en peso de la composicién, mas preferiblemente desde
aproximadamente 3 a aproximadamente 10% en peso, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 3 a
aproximadamente 6% en peso.

[0226] Lubricante se refiere a una sustancia agregada a la forma de dosificacion para permitir que la tableta, los
granulos, etc., una vez comprimidos, se liberen del molde o la matriz al reducir la friccion o el desgaste. Los
lubricantes adecuados incluyen estearatos metdlicos, tales como estearato de magnesio, estearato de calcio o
estearato de potasio, acido estearico; ceras de alto punto de fusion; y lubricantes solubles en agua, tales como
cloruro de sodio, benzoato de sodio, acetato de sodio, oleato de sodio, polietilenglicoles y D,L-leucina.

[0227] Los lubricantes se agregan generalmente en el ultimo paso antes de la compresion, ya que deben estar
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presentes en las superficies de los granulos y entre ellos y las partes de la prensa de tabletas. La cantidad de
lubricante en la composiciéon puede variar de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 15% en peso de la
composicion, preferiblemente de 0,2 a aproximadamente 5% en peso de la composicion, mas preferiblemente de
aproximadamente 0,3 a aproximadamente 3%, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 hasta
aproximadamente el 1,5% en peso de la composicion.

[0228] Los glidentes son materiales que evitan el apelmazamiento y mejoran las caracteristicas de flujo de las
granulaciones, de modo que el flujo es suave y uniforme. Los glidentes adecuados incluyen diéxido de silicio y talco.
La cantidad de deslizamiento en la composicién puede variar de aproximadamente 0,01 a 10% en peso de la
composicion, preferiblemente de 0,1% a aproximadamente 7% en peso de la composicion total, mas preferiblemente
de aproximadamente 0,2 a 5% en peso, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2%
€en peso.

[0229] En las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento, los oligonucleétidos antisentido se
incorporan preferiblemente en forma de sus sales y, opcionalmente, junto con otros componentes que aumentan la
estabilidad de los oligonucleétidos antisentido, aumentan el reclutamiento de la ARNasa H, aumentan las
propiedades de busqueda de dianas, mejorar la captacion celular y similares. Para alcanzar estos objetivos, los
oligonucledtidos antisentido pueden modificarse quimicamente en lugar de o ademas del uso de los componentes
adicionales utiles para lograr estos propdsitos. De este modo, los oligonucledtidos antisentido de la invencion
pueden unirse quimicamente a restos o componentes que mejoran la actividad, distribucion celular o captacion
celular, etc. de los oligonucledtidos antisentido. Tales restos incluyen restos lipidicos tales como un resto de
colesterol, acido cdlico, un tioéter, hexil-S-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, por ejemplo, residuos de
dodecandiol o undecil, un fosfolipido tal como dihexadecil-rac-glicerol o trietimonmonio-1,2-di-O-hexadecil-rac-
glicero-3H-fosfonato, una cadena de poliamina o polietilenglicol, o acido acético adamantino, un resto palmitil, o un
resto de octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol. La presente invencion también incluye oligonucleétidos
antisentido que son compuestos quimicos. Los oligonucledtidos antisentido "quiméricos" en el contexto de esta
invencion son oligonucledtidos antisentido, que contienen dos o mas regiones quimicamente distintas, una es la
secuencia de oligonucledtidos como se describe en el presente documento que estd conectada a un resto o
componente para aumentar la captacion celular, aumentando la resistencia a la degradacion de nucleasa,
aumentando la afinidad de union para el acido nucleico diana, aumentando el reclutamiento de la ARNasa H y asi
sucesivamente. Por ejemplo, la regioén o resto o componente adicional del oligonucledtido antisentido puede servir
como un sustrato para enzimas capaces de romper ARN: hibridos de ADN o moléculas de ARN:ARN. A modo de
ejemplo, la RNasa H es una endoribonucleasa celular que escinde la cadena de ARN de un duplex de ARN:ADN. La
activacion de la ARNasa H, por lo tanto, da como resultado la escisién de la diana de ARN que es el ARNm que
codifica el TGF-Ry, lo que aumenta considerablemente la eficacia de la inhibicién de oligonucleétidos antisentido de
la expresion génica. En consecuencia, a menudo se pueden obtener resultados comparables con oligonucleétidos
mas cortos cuando se usan oligonucledtidos quiméricos.

Indicaciones

[0230] La presente divulgacion se refiere al uso de oligonucledtidos antisentido descritos en el presente documento
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, neurotrauma, enfermedades
neurovasculares y neuroinflamatorias, incluyendo trastornos postinfecciosos e inflamatorios del sistema nervioso
central (CNS).

Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion son especialmente Utiles para promover la regeneracion y
la reconexién funcional de las vias nerviosas dafiadas y/o para el tratamiento y la compensacion de la disminucion
inducida por la edad en la renovacién de células madre neuronales.

[0231] Por lo tanto, otro aspecto de la presente divulgacion se refiere al uso de un oligonucleétido antisentido como
se describe en el presente documento para promover la regeneracion de tejido neuronal mediante la reactivacion de
la neurogénesis, permitiendo la diferenciacion y migracion neuronal, e induciendo la integracion de nuevas neuronas
en circuitos neuronales funcionales y anatémicos.

[0232] Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere al uso de un oligonucledtido antisentido como se
describe en el presente documento para promover la regeneracion y la reparacion clinica (estructural) en pacientes
con dafo al sistema nervioso o dafio a otros sistemas de érganos inducidos por fibrosis o pérdida del recambio de
células madre.

Ademas, los oligonucledtidos antisentido son Utiles para la compensacion y el tratamiento de las disminuciones en la
renovacion de células madre neuronales inducidas por la edad, la inflamacién o un defecto genético.

Los oligonucledtidos antisentido de la presente invencion inhiben la expresion de TGF-R; y, en consecuencia, se
usan para el tratamiento de enfermedades asociadas con niveles de TGF-R; y/o TGF-R; regulados o aumentados.

[0233] Por lo tanto, otro aspecto de la presente divulgacion se refiere al uso de oligonucleétidos antisentido en la
profilaxis y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, trastornos neuroinflamatorios, trastornos
traumaticos o postraumaticos, trastornos vasculares o mas precisamente neurovasculares, trastornos hipoxicos,
trastornos del sistema nervioso central postinfeccioso, enfermedades fibroticas, enfermedades hiperproliferativas,
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cancer, tumores, presbiacus y presbicia.

[0234] EI término "enfermedad neurodegenerativa" o "enfermedad neuroldgica" o "trastorno neuroinflamatorio” se
refiere a cualquier enfermedad, trastorno o condicién que afecte el sistema nervioso central o periférico, incluido el
TDAH, las complicaciones neuroldgicas del SIDA, la ausencia de Septum Pellucidum, afasia epileptiforme adquirida,
encefalomielitis diseminada aguda, adrenoleucodistrofia, agenesia del cuerpo calloso, agnosia, sindrome de Aicardi,
enfermedad de Alexander, enfermedad de Alpers, hemiplejia alternante, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral
amiotrofica (ALS), anencefalia, aneurisma, sindrome de Angelman, angiomatosis, anoxia, afasia, apraxia, quistes
aracnoideos, aracnoiditis, malformacion de Arnold-Chiari, malformaciéon arteriovenosa, aspartamo, sindrome de
Asperger, ataxia telangiectasia, ataxia, trastorno de hiperactividad, autismo, trastorno de la personalidad, y
Enfermedad de Batten, enfermedad de Behcet, paralisis de Bell, blefarospasmo esencial benigno, amiotrofia focal
benigna, hipertension intracraneal benigna, sindrome de Bernhardt-Roth, enfermedad de Binswanger,
blefaroespasmo, sindrome de Bloch-Sulzberger, lesiones en el parto del plexo braquial, lesiones del plexo braquial,
sindrome de Bradbury-Eggleston, aneurisma cerebral, lesiéon cerebral, tumores cerebrales y espinales, sindrome de
Brown-Sequard, atrofia muscular bulbospinal, enfermedad de Canavan, sindrome del tdnel carpiano, causalgia,
cavernomas, angioma cavernoso, malformacion cavernosa, sindrome de la médula cervical central, sindrome del
corddn central, sindrome de dolor central, trastornos cefélicos, degeneracion cerebelosa, hipoplasia cerebelosa,
aneurisma cerebral, arteriosclerosis cerebral, atrofia cerebral, beriberi cerebral, gigantismo cerebral, hipoxia cerebral,
paralisis cerebral, sindrome cerebro-oculo-facio-esquelético, trastorno de Charcot-Marie-Tooth, malformaciéon de
Chiari, corea, coreoacantocitosis, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), intolerancia ortostatica
cronica, dolor crénico, sindrome de Cockayne tipo Il, sindrome de Coffin Lowry, coma, incluso estado vegetativo
persistente, sindrome de dolor regional complejo, diplegia facial congénita, miastenia congénita, miopatia congénita,
malformaciones cavernosas vasculares congénitas, degeneracion corticobasal, arteritis craneal, craneosinostosis,
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, trastornos de trauma cumulativo, sindrome de Cushing, enfermedad de cuerpo de
inclusion citocéntrica, infeccion por citomegalovirus, sindrome de "ojos y pies danzantes", Sindrome de Dandy-
Walker, Enfermedad de Dawson, Sindrome de De Morsier, Paralisis de Dejerine-Klumpke, Demencia multiinfarto,
Demencia subcortical, Demencia con cuerpos de Lewy, dermatomiositis, dispraxia del desarrollo, Sindrome de
Devic, neuropatia diabética, esclerosis difusa, sindrome de Dravet, disautonomia, disgrafia, dislexia, disfagia,
dispraxia, distonias, encefalopatia epiléptica infantil temprana, Sindrome de Silla Vacia, encephalitis lethargica,
encefalitis y meningitis, encefaloceles, encefalopatia, angiomatosis encefalotrigémina, epilepsia, paralisis de Erb,
Erb-Duchenne y paralisis de Dejerine-Klumpke, Enfermedad de Fabry, Sindrome de Fahr, desmayo, disautonomia
familiar, hemangioma familiar, parasitos idiopaticos familiares e independientes, paralisis espastica familiar,
convulsiones febriles (ataques cefalegales febriles). Sindrome del lactante flacido, Ataxia de Friedreich, Enfermedad
de Gaucher, Sindrome de Gerstmann, Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, arteritis de células gigantes,
enfermedad de inclusion de células gigantes, leucodistrofia de células globoides, neuralgia glosofaringea, sindrome
de Guillain-Barré, mielopatia asociada a HTLV-1, enfermedad de Hallervorden-Spatz, lesiéon de cabeza, hemicrania
continua, cefalea, espasmo hemifacial, hemiplegia alterans, neurocirugia hereditaria paraplejia espastica,
polineuritiformis heredopathia atactica, herpes zoster 6ticus, herpes zéster, sindrome de Hirayama, holoprosecefalia,
enfermedad de Huntington, hidranencefalia, presion de hidrocefalia normal, hidrocefalia (en particular hidrocefalia
inducida por TGFp), hidromielia, hipercortisolismo, hipersomnia, hipertonia, hipotonia, encefalomielitis inmuno-
mediada, miositis por cuerpos de inclusién, incontinencia pigmentaria, hipotonia infantil, enfermedad por
almacenamiento de acido fitanico infantil, enfermedad de refsum infantil, espasmos infantiles, miopatia inflamatoria,
lipodistrofia intestinal, lipodistrofia intestinal, quistes intracraneales, hipertension intracraneal, Sindrome de Isaac,
Sindrome de Joubert, Sindrome de Kearns-Sayre, Enfermedad de Kennedy, sindrome de Kinsbourne, Sindrome de
Kleine-Levin, Sindrome de Klippel Feil, Sindrome de Klippel-Trenaunay (KTS), Sindrome de Kliver-Bucy, Sindrome
amnésico de Korsakoff, Enfermedad de Krabbe, Enfermedad de Kugelberg-Welander, Kuru, Sindrome Miasténico de
Lambert-Eaton, Enfermedad de Kugelberg y Berlin, atrapamiento lateral del nervio cutaneo femoral lateral, sindrome
medular lateral, problemas de aprendizaje, enfermedad de Leigh, sindrome de Lennox-Gastaut, sindrome de Lesch-
Nyhan, leucodistrofia, sindrome de Levine-Critchley, demencia con cuerpos de Lewy, lisencefalia, sindrome de Lou
Gehrig, enfermedad de Lou Gehrig, secuelas neurologicas de lupus, Enfermedad de Lyme-Complicaciones
neurolégicas, Enfermedad de Machado-Joseph, Macorrefalia, Mega-lencefalia, Sindrome de Melkersson-Rosenthal,
Meningitis, Enfermedad de Menkes, meralgia parestésica, leucodistrofia metacromica, microcefalia, migrafa,
Sindrome de Miller Fisher, mini apoplejias, miopatias mitocondriales, sindrome de Mobius, amiotrofia monomélica,
enfermedades de las neuronas motoras, enfermedad de Moyamoya, mucolipidosis, mucopolisacaridosis, demencia
multi-infarto, neuropatia motora multifocal, esclerosis multiple (MS), atrofia multisistémica (MSA-C y MSA-P), atrofia
multisistémica con hipotension ortostatica, distrofia muscular, miastenia congénita, miastenia gravis, esclerosis
difusa mielinoclastica, encefalopatia mioclonica de infantes, mioclonia, miopatia congénita, miopatia tirrotoxica,
miopatia, miotonia congénita, miotonia, narcolepsia, neuroacantocitosis, neurodegeneracion con acumulacion de
hierro en el cerebro, neuroterapia, neurofibromatosis, sindrome maligno neuroléptico, complicaciones neuroldgicas
del SIDA, manifestaciones neurolégicas de enfermedad de Pompe, neuromielitis optica, neuromiotonia,
lipofuscinosis neuronal ceroidea, trastornos de la migracion neuronal, neuropatia hereditaria, neurosarcoidosis,
neurotoxicidad, nevus cavernosus, sindrome de Niemann-Pick, sindrome de O'Sullivan-McLeod, neuralgia occipital,
secuencia de disrafismo espinal oculto, Sindrome de Ohtahara, atrofia olivopontocerebelosa, opsoclono mioclono,
hipotension ortostatica, sindrome de uso excesivo, dolor crénico, sindromes paraneoplasicos, parestesia,
enfermedad de Parkinson, parotioconia congénita, coreoatetosis paroxistica, hemiclinia paroxistica, Parry-Romberg,
Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, Sindrome de Pena Shokeir I, quistes perineurales, paralisis periddica,
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neuropatia periférica, leucomalacia periventricular, estado vegetativo persistente, trastornos de desarrollo
pervasivos, enfermedad por almacenamiento de acido fitanico, enfermedad de Pick, sindrome de Piriformis, tumores
hipofisarios, polimiositis, enfermedad de Pompe, porencefalia, sindrome de la polio, neuralgia postherpética,
encefalomicelitis postinfectiva, encefalitis celiaca postinfecciosa, parasitos de la piel, neoplasia pospéptica, sindrome
de taquicardia postural, esclerosis lateral primaria, enfermedades pridnicas, atrofia hemifacial progresiva, ataxia
locomotora progresiva, leucoencefalopatia multifocal progresiva, poliodistrofia esclerosante progresiva, paralisis
supranuclear progresiva, pseudotumor cerebri, reaccion dependiente de piridoxina y sensible a piridoxina, Sindrome
de Ramsay Hunt tipo |, sindrome de Ramsay Hunt tipo Il, encefalitis de Rasmussen y otras epilepsias autoinmunes,
sindrome de distrofia simpatica refleja, enfermedad de refsum infantil, enfermedad de refsum, trastornos por
movimientos repetitivos, lesiones por estrés repetitivo, sindrome de piernas inquietas, mielopatia asociada a
retrovirus, Sindrome de Rett, Sindrome de Reye, Sindrome de Riley-Day, Cefalea solar, quistes de la raiz nerviosa
sacra, Baile de San Vito, Enfermedad de la glandula salival, Enfermedad de Sandhoff, Enfermedad de Schilder,
esquizencefalia, trastornos convulsivos, displasia septodptica, epilepsia mioclénica grave SMEI), sindrome del bebé
sacudido, culebrilla, sindrome de Shy-Drager, sindrome de Sjogren, apnea del suefio, enfermedad del suefio,
sindrome de Soto, espasticidad, espina bifida, infarto de la médula espinal, lesiéon de la médula espinal, tumores de
la médula espinal, atrofia muscular espinal, atrofia espinocerebelosa, sindrome de Steele-Richardson-Olszewski,
sindrome de Stiff-Person, degeneracion estriatonigral, accidente cerebrovascular, sindrome de Sturge-Weber,
panencefalitis esclerosante subaguda, encefalopatia arteriosclerética subcortical, trastornos de deglucion, corea de
Sydenham, sincope, esclerosis espinal sifilitica, siringohidromielia, siringomielia, lupus eritematoso sistémico, tabes
dorsalis, tardive dyskinesia, quistes de tarlov, enfermedad de Tay-Sachs, arteritis temporal, sindrome de la médula
espinal anclada, enfermedad de Thomsen, sindrome de salida toracica, miopatia tirotdxica, tic douloureux, paralisis
de Todd, sindrome de Tourette, ataque isquémico transitorio, encefalopatia espongiforme transmisible, mielitis
sistémica, lesion cerebral traumatica, trémulo, neuralgia hemostatica, paraparesia espastica tropical, esclerosis
tuberosa, tumor eréctil vascular, vasculitis incluyendo arteritis temporal, Enfermedad de Von Economo, Enfermedad
de Von Hippel-Lindau (VHL), Enfermedad de Von Recklinghausen, Sindrome de Wallenberg, Enfermedad de
Werdnig-Hoffinan, Sindrome de Wernicke-Korsakoff, Sindrome de West, Sindrome de Whipple, Sindrome de
Williams, Enfermedad de Wilson, Atrofia muscular espinal y bulbar vinculada, y sindrome de Zellweger.

[0235] Los ejemplos preferidos de enfermedades neurodegenerativas y trastornos neuroinflamatorios se seleccionan
del grupo que comprende o que consiste en:

Enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ), nueva variante de la
enfermedad de Creutzfeldt Jakobs (enfermedad nvcJD), enfermedad de Hallervorden Spatz, enfermedad de
Huntington, atrofia multisistémica, demencia, demencia frontotemporal, trastornos de la neurona motora de multiples
antecedentes espontaneos o genéticos, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), atrofia muscular espinal, atrofias
espinocerebelosas (SCA), esquizofrenia, ftrastornos afectivos, depresibn mayor, meningoencefalitis,
meningoencefalitis bacteriana, meningoencefalitis viral, trastornos autoinmunes del SNC, esclerosis multiple (EM),
isquemia aguda/hipoxica, Traumatismo del SNC y la médula espinal, traumatismo craneal y espinal, lesiones
cerebrales, arteriosclerosis, aterosclerosis, demencia microangiopatica, enfermedad de Binswanger (leucoaraiosis),
degeneracion retiniana, degeneracion coclear, degeneracion macular, sordera coclear, demencia relacionada con el
SIDA, demencia relacionada con el SIDA, demencia relacionada con el SIDA, Sindrome de temblor/ataxia asociada
con X fragil (FXTAS), Paralisis supranuclear progresiva (PSP), degeneracion estriatonigral (SND), degeneracion
olivopontocereocerebellear (OPCD), sindrome de Shy Drager (SDS), déficits de memoria dependientes de la edad,
trastornos neurodepeloppmentales asociados con demencia, sindrome de Down, sinucleinopatias, trastornos de
repeticion de trinucleétidos como Enfermedad de Huntington, traumatismo, enfermedades vasculares, inflamaciones
vasculares, envejecimiento del SNC. También se puede abordar la disminucion dependiente de la edad de la
renovacion de células madre.

[0236] Los ejemplos particularmente referidos de enfermedades neurodegenerativas y trastornos neuroinflamatorios
se seleccionan del grupo que comprende o que consiste en:

Enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), hidrocefalia (en particular hidrocefalia inducida por TGF@), SNC y traumatismo de la médula espinal, como
traumatismo de la médula espinal, traumatismo craneal y vertebral, traumatismo cerebral, degeneracion retiniana,
degeneracion macular, sordera coclear, demencia relacionada con el SIDA, trastornos por repeticion de
trinucledtidos como la enfermedad de Huntington y envejecimiento del SNC.

[0237] Los oligonucledtidos antisentido también son utiles para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades
fibréticas. La fibrosis o enfermedad fibrética es la formacion de tejido fibroso conectivo en exceso en un érgano o
tejido en un proceso reparativo o reactivo. Esto puede ser un estado reactivo, benigno o patolégico. En respuesta a
una lesion, esto se denomina cicatrizacion y si la fibrosis surge de una sola linea celular, se denomina fibroma.
Fisiolégicamente, esto actla depositando matriz extracelular, que puede destruir la arquitectura y la funcién del
organo o tejido subyacente. La fibrosis se puede usar para describir el estado patolégico de la deposiciéon excesiva
del tejido fibroso, asi como el proceso de deposicion del tejido conectivo en la curacion. La fibrosis es un proceso
que involucra a las células estimuladas para formar tejido conectivo, incluido el colageno y los glicosaminoglicanos.
Posteriormente, los macrofagos y el tejido dafiado entre la liberacion de intersticio TGF-B. TGF-f estimula la
proliferacion y activacion de los fibroblastos que depositan tejido conectivo. Reducir los niveles de TGF-(3 previene y
disminuye la formacion de tejido conectivo.
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[0238] Ejemplos para enfermedades fibréticas son

Pulmones: « fibrosis pulmonar
« fibrosis pulmonar idiopatica (se desconoce la causa idiopatica)
« fibrosis quistica
Higado: » cirrosis hepatica de origen multiple
Corazon: « fibrosis endomiocardica
* infarto de miocardio antiguo
« fibrosis auricular
Otro: « fibrosis mediastinica (tejido blando del mediastino)
* glaucoma (ojo, ocular)
* mielofibrosis (médula 6sea)
« fibrosis retroperitoneal (tejido blando del retroperitoneo)
« fibrosis masiva progresiva (pulmones); Una complicacion de la neumoconiosis de los carboneros
« fibrosis sistémica nefrogénica (piel)
» enfermedad de Crohn (intestino)
* queloide (piel)
» esclerodermia/esclerosis sistémica (piel, pulmones)
» artrofibrosis (rodilla, hombro, otras articulaciones)
» enfermedad de Peyronie (pene)
» contractura de Dupuytren (manos, dedos)
» algunas formas de capsulitis adhesiva (hombro)
* residuos después de eritematodos por Lupus.

[0239] Por lo tanto, otro aspecto de la presente descripcion se refiere al uso de un oligonucleétido para profilaxis y/o
el tratamiento o el uso de un oligonucledtido antisentido para la preparacion de una composicion farmacéutica para
la profilaxis y/o el tratamiento de la fibrosis pulmonar, la fibrosis quistica, la cirrosis hepatica, la fibrosis
endomiocardica, el infarto de miocardio antiguo, la fibrosis auricular, la fibrosis mediastinica, mielofibrosis, fibrosis
retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva, fibrosis sistémica nefrogénica, glaucoma, como el glaucoma primario de
angulo abierto, la enfermedad de Crohn, la queloide, la esclerosis sistémica, la artrofibrosis, la enfermedad de
Peyronie, la contractura de Dupuytren y los restos después de lupus eritematoso.

[0240] Asi otro aspecto de la presente descripcion se refiere al uso de un oligonucleétido antisentido para la
profilaxis y/o el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, cancer, tumores y sus metastasis o al uso de un
oligonucledtido antisentido para la preparacion de una composicion farmacéutica para la profilaxis y/o tratamiento de
enfermedades hiperproliferativas, cancer, tumores y sus metastasis.

Los ejemplos de enfermedades hiperproliferativas, cancer, tumores se seleccionan del grupo que comprende o
consiste en: adenocarcinoma, melanoma, leucemia aguda, neurinoma acustico, carcinoma ampular, carcinoma anal,
astrocitoma, carcinoma de células basales, cancer pancreatico, tumor desmoide, cancer de vejiga, carcinoma
bronquial, cancer de pulmén no microcitico (CPNM), cancer de mama, linfoma de Burkitt, cancer de cuerpo,
sindrome de CUP (carcinoma de origen primario desconocido), cancer colorrectal, cancer de intestino delgado,
tumores del intestino delgado, cancer de ovario, carcinoma endometrial, ependimoma, tipos de cancer epitelial,
tumores de Ewing, tumores gastrointestinales, cancer gastrico, cancer de vesicula biliar, carcinomas de vesicula
biliar, cancer de utero, cancer cervical, cérvix, glioblastomas, tumores ginecoldgicos, tumores de oidos, nariz y
garganta, neoplasias hematoldgicas, leucemia de células pilosas, leucemia uretral, cancer uretral, cancer de piel,
cancer de testiculo de la piel, tumores cerebrales (gliomas, por ejemplo, astrocitomas, oligodendrogliomas,
meduloblastomas, PNET, gliomas mixtos), metastasis cerebrales, cancer de testiculo, tumor de hipdfisis,
carcinoides, sarcoma de Kaposi, cancer de laringe, tumor de células germinales, cancer de hueso, carcinoma
colorrectal, tumores de cabeza y cuello (tumores de oido, nariz y garganta), carcinoma de colon, craneofaringiomas,
cancer de boca (cancer en el area de la boca y en los labios), cancer del sistema nervioso central, cancer de higado,
metastasis en el higado, leucemia, tumor de parpado, cancer de pulmén, cancer de ganglios linfaticos (de
Hodgkin/No Hodgkin), linfomas, cancer de estdémago, melanoma maligno, neoplasia maligna, tumores malignos
tracto gastrointestinal, carcinoma de mama, cancer rectal, meduloblastomas, melanoma, meningiomas, enfermedad
de Hodgkin, micosis fungoides, cancer nasal, neurinoma, neuroblastoma, cancer de rifidén, carcinomas de células
renales, linfomas no hodgkinianos, oligodendroglioma, carcinoma esofagico, carcinomas osteoliticos y carcinomas
osteoplasticos, osteosarcomas, carcinoma ovarial, carcinoma pancreatico, cancer de pene, plasmocitoma,
carcinoma de células escamosas de la cabeza y cuello (SCCHN), cancer de préstata, cancer de faringe, carcinoma
de recto, retinoblastoma, cancer de vagina, carcinoma de tiroides, enfermedad de Schneeberger, cancer de esdéfago,
espinalismos, linfoma de células T (micosis fungoides), timoma, carcinoma de tubo, tumores del ojo/oculares, cancer
de uretra, tumores uroldgicos, carcinoma urotelial, cancer de vulva, aparicion de verrugas, tumores de tejidos
blandos, sarcoma de tejidos blandos, tumor de Wilm, carcinoma cervical y cancer de lengua.

[0241] EI término "cancer" se refiere preferiblemente a un cancer seleccionado del grupo que consiste en o que
comprende cancer de pulmon, tal como carcinoma de pulmoén, cancer de higado tal como carcinoma hepatocelular,
melanoma o melanoma maligno, cancer de pancreas, tal como carcinoma epitelioide pancreatico o adenocarcinoma
pancreatico, cancer de colon, como el adenocarcinoma colorrectal, cancer gastrico o carcinoma gastrico, carcinoma
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de mama, astrocitoma maligno, cancer de prostata, carcinoma gastrico, leucemia, como leucemia mielégena aguda,
leucemia mieldgena croénica, leucemia mielégena croénica, leucemia monocitica, leucemia promielocitica, leucemia
linfocitica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica y leucemia linfoblastica aguda y linfoma, como el linfoma
histiocitico.

[0242] Para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, cancer, tumores y sus metastasis, los
oligonucledtidos antisentido se pueden administrar a intervalos regulares (intervalos de dosis, DI) de entre 3 dias y
dos semanas, como 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 dias, como aproximadamente 1 semana, como 6, 7 u 8 dias.
Adecuadamente se proporcionan al menos dos dosis con un periodo DI entre las dos dosis, como 3, 4, 5,6,7,8,90
10 dosis, cada una con un intervalo de dosis (DI) entre cada dosis del oligonucledtido antisentido. El periodo de DI
entre cada dosis puede ser el mismo, como entre 3 dias y semanas, tal como 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 dias,
aproximadamente 1 semana, tal como 6, 7 o 8 dias. Preferiblemente, cada dosis del oligonucledtido antisentido
puede estar entre aproximadamente 0,25 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, como aproximadamente 0,5 mg/kg,
aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg kg,
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg,
aproximadamente 9 mg/kg. En algunas realizaciones, cada dosis de oligonucleétido antisentido puede estar entre
aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, o aproximadamente 4 a aproximadamente 6 mg/kg o
aproximadamente 4 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg. En algunas realizaciones, cada uno de los oligonucleétidos
antisentido es al menos 2 mg/kg, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 mg/kg, tal como 6 mg/kg. En algunas realizaciones, el
régimen de dosificacion para el oligonucleétido antisentido se puede repetir después de un régimen de dosificacion
inicial, por ejemplo, después de un periodo de descanso en el que no se administra oligonucleétido antisentido. Por
ejemplo, el periodo de descanso puede durar mas de 2 semanas, como aproximadamente 3 semanas o
aproximadamente 4 semanas, o aproximadamente 5 semanas o aproximadamente 6 semanas. En algunas
realizaciones, el régimen de dosificacion para el oligonucleétido antisentido es una dosis semanal, repetida tres,
cuatro o cinco veces. Este régimen de dosificacion se puede repetir luego de un periodo de descanso, por ejemplo,
de aproximadamente 3 a 5 semanas, como aproximadamente 4 semanas. En algunas realizaciones, el
oligonucledtido antisentido se administra durante un primer régimen de dosificacion a intervalos de dosificacion
regulares (DI) de entre 4 y 13 dias para entre 2 a 10 administraciones.

La administracion del oligonucledtido antisentido se realiza tipicamente por administracion parenteral, tal como
administracion subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal.

Descripcion de figuras
[0243]

Fig. 1 muestra el efecto inhibitorio de los oligonucledtidos antisentido (ASO). EI ADN se transcribe al Pre-ARNm al
cual, en el nacleo de la célula, los oligonucledtidos antisentido (ASO) se pueden unir o hibridar con la secuencia
complementaria dentro de un exén (como lo representa el primer ASO del lado derecho y el primero). ASO desde el
lado izquierdo) o dentro de un intron (como se representa por el segundo ASO desde el lado derecho) o en una
asignacion que consiste en un area de un exén y un area de un intrén adyacente (como esta representado por el
segundo ASO en el lado izquierdo). Mediante la modificacion postranscripcional, es decir, el empalme, se forma el
ARNm al que la ASO puede unirse o hibridar en el citoplasma de la célula para inhibir la traduccién del ARNm en la
secuencia de la proteina. Por lo tanto, la ASO derriba el gen objetivo y la expresion de la proteina de forma selectiva.
Fig. 2 muestra una unidad de nucleésido (sin enlace internucleotidico) o unidad de nucleétido (con enlace
internucleotidico) que son unidades no de LNA y que pueden estar contenidas en los oligonucleétidos antisentido de
la presente invencion, especialmente en la regién B en el caso del oligonucleétido de la presente invencion es un
gapmero.

Fig. 3 muestra el TGF-beta y sus efectos sobre las células madre neurales, las células madre del cancer y los
tumores. TGFbeta inhibe la proliferacion de células madre neurales. Puede afectar la transicién a una célula madre
cancerosa, que podria escapar del control del crecimiento de TGF-beta. Mas tarde, en la progresién tumoral, el TGF-
beta actia como un oncogén; ademas promueve el crecimiento del tumor al promover la angiogénesis y la supresion
del sistema inmunoldgico. Ademas, promueve la migracion celular, lo que lleva a las células a metastasis.

Fig. 4 muestra el oligonucleétido antisentido de Seq ID No 218b en forma de un hueco que consta de 16 nucleétidos
con 3 unidades de LNA (C*b' y Ab' y Tb') en el extremo terminal 5’ y 4 unidades de LNA (Ab' y Gb' y Tb' y Ab")
en el extremo terminal 3’ y 9 nucledtidos de ADN (dG, dA, dA, dT, dG, dG, dA, dC, y dC) entre los segmentos de
LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la primera unidad de
LNA desde el extremo terminal 5’ .

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3’
4217 | 16 | 218b C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTb'sAb’

Fig. 5: El tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) conduce a la reduccion de la proteina pSmad2 intracelular.
Etiquetado con un anticuerpo contra pSmad2 (columna izquierda, roja) en células A549 (Fig. 5A) y ReNcell CX®
(Fig. 5B) después de transferencia gimnética con ASO Seq. ID No. 218b por 72 h o 96 h respectivamente. El ADN
nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizé mediante microscopia de
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fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software
CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

Fig. 6: El tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218c) conduce a la reduccion de la proteina pSmad2 intracelular.
Etiquetado con un anticuerpo contra pSmad2 (columna izquierda, roja) en células A549 (Fig. 6A) y ReNcell CX®
(Fig. 6B) después de la transferencia gimnoética con ASO Seq. ID No. 218c por 72 h o0 96 h respectivamente. El ADN
nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizé mediante microscopia de
fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con Image J Software y Corel DRAW®X7
Software. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c.

Fig. 7: En presencia de TGF-f1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) conduce a la regulacion a la baja
del ARNm de TGF-Ru. Potente regulacién a la baja del ARNm de TGF-R, después de la transferencia gimnética de
ASO especifica de TGF-R; en TGF-1 preincubado (48 h) A549 (Fig. 7A) y ReNcell CX® (Fig. 7B). Los ASO se
incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-1, respectivamente. Los niveles de expresion de
ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo
real y se normalizaron para controles no tratados. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-
B1, 6 = SEM, *p <0.05, **p <0,01 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Fig. 8: En presencia de TGF-f1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218c) conduce a la regulacion a la baja
del ARNm de TGF-Ru. Potente regulacién a la baja del ARNm de TGF-R, después de la transferencia gimnética de
ASO especifica de TGF-R; en TGF-1 pre-incubadas (48 h) A549 (Fig. 8A) y ReNcell CX® (Fig. 8B). Los ASO se
incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-1, respectivamente. Los niveles de expresion de
ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo
real y se normalizaron para controles no tratados. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-
B1, 6 = SEM, *p <0.05, **p <0,01 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Fig. 9 muestra el oligonucleétido antisentido de Seq ID No 209y en forma de un gapmero que consiste en 16
nucledtidos con 2 unidades de LNA (Gb' y Tb') en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (Ab' y Gb' y C*b")
en el extremo terminal 3’ y 11 nucledtidos de ADN (dA, dG, dT, dG, dT, dT, dT, dA, dG, dG, y dG) entre los
segmentos de LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la
ultima unidad de LNA del extremo terminal 5’.

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3’
2064 | 16 | 209y Gb'sTb'sdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b?

Fig. 10 muestra el oligonucledtido antisentido de Seq ID No 210q en forma de un hueco que consta de 16
nucleotidos con 4 unidades de LNA (Gb' y C*b' y Tb' y Ab") en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (Gb' y
Tb' y Tb') en el extremo terminal 3' y 9 nucledtidos de ADN (dT, dT, dT, dG, dG, dT, dA, dG, y dTs) entre los
segmentos de LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la
segunda unidad de LNA desde el extremo terminal 5'.

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3’
2072 | 16 | 210q Gb'sC*b'sTb'sAb'sdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGb'sTh'sTh'

La Fig. 11: En presencia de TGF-$1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) conduce a la regulacion a la
baja del ARNm de CTGF. Potente regulacién a la baja del ARNm de CTGF después de la transferencia gimnética
de ASO especifica de TGF-R; en células TGF-B1 preincubadas (48 h) A549 (Fig. 11A) y ReNcell CX® (Fig. 11B).
Los ASO se incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-B1, respectivamente. Los niveles de
expresion de ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR
cuantitativa en tiempo real y se normalizaron para controles no tratados. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID
No. 218b, E = TGF-f1, 6 = SEM, *p <0.05, **p <0,01 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de
"Tukey".

Fig. 12: En presencia de TGF-B1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) conduce a la reduccion de la
proteina celular CTGF. La expresion de la proteina CTGF se redujo después de la transferencia gimnética de ASO
especifico a TGF-R; en TGF-B1 preincubado (48 h) A549 (Fig. 12A) y ReNcell CX® (Fig. 12B). Los ASO se
incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-B1, respectivamente. Las células se marcaron con un
anticuerpo contra CTGF (columna izquierda, roja). EI ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El
examen de las células se realizé6 mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes
se analizaron con el software Image J y el software CoreIDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID.
218b, E = TGF-31.

Fig. 13: En presencia de TGF-81, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) conduce a una reduccion
intracelular de la proteina pSmad2. La expresion de la proteina pSmad2 se redujo después de la transferencia
gimnética de TGF-R; ASO especifica en TGF-1 preincubado (48 h) A549 (Fig. 13A) y ReNcell CX® (Fig. 13B). Los
ASO se incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-B1, respectivamente. Las células se marcaron
con un anticuerpo contra pSmad2 (columna izquierda, roja). El ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central,
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azul). El examen de las células se realizd mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las
imagenes se analizaron con el software Image J y el software Core DRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C =
Seq. ID. 218b, E = TGF-31.

Fig. 14: En presencia de TGF-B1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218c) conduce a la regulacion a la baja
del ARNm de CTGF. Potente regulacion a la baja del ARNm de CTGF después de la transferencia gimnotica de
ASO especifica de TGF-R; en células TGF-31 preincubadas (48 h) A549 (Fig. 14A) y ReNcell CX® (Fig. 14B). Los
ASO se incubaron durante 72 horas o0 96 horas en presencia de TGF-1, respectivamente. Los niveles de expresion
de ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en
tiempo real y se normalizaron para controles no tratados. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218¢c, E
= TGF-B1, 6 = SEM, *p <0,05, **p <0,01 en referencia a A, las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
Ordinario de una via seguido de comparaciones post hoc de "Dunnett". Note las diferentes escalas.

Fig. 15: En presencia de TGF-B1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218c) conduce a la reduccion de la
proteina celular CTGF. La expresion de la proteina CTGF se redujo después de la transferencia gimnética de la
ASO especifica de TGF-R en las células A549 pre-incubadas con TGF-1 (48 h). Los ASO se incubaron durante 72
h en presencia de TGF-B1. Las células se marcaron con un anticuerpo contra CTGF (columna izquierda, roja). El
ADN nuclear se tifio con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizé mediante microscopia de
fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software
CoreIDRAW® X7, A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID. 218c, E = TGF-p1.

Fig. 16: En presencia de TGF-B1, el tratamiento con ASO (Seq. ID No. 218c) conduce a la reduccion de la
proteina pSmad2 intracelular. La expresion de la proteina pSmad2 se redujo después de la transferencia
gimnética de TGF-R; ASO especifica en TGF-1 preincubado (48 h) A549 (Fig. 16A) y ReNcell CX® (Fig. 16B). Los
ASO se incubaron durante 72 horas o 96 horas en presencia de TGF-B1, respectivamente. Las células se marcaron
con un anticuerpo contra pSmad2 (columna izquierda, roja). El ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central,
azul). El examen de las células se realizd mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las
imagenes se analizaron con el software Image J y el software CoreDRAW® X7, A = control no tratado, B = Ref.1, D
= Seq. ID. 218c, E = TGF-B1.

Fig. 17: el pretratamiento con ASO (Seq. ID No. 218b) y la posterior exposicion simultanea a TGF-f1
conducen a la reduccion de la proteina de membrana TGF-Ri. La proteina TGF-R; se redujo después de la
transferencia gimnética de la ASO especifica de TGF-R; seguida de la coexposicion de las células TGF-31 (48 h)
A549 (Fig. 17A) y ReNcell CX® (Fig. 17B). Los ASO se incubaron durante 72 h o 96 h, respectivamente, antes de la
coexposicion con TGF-B1 a 48 h. Las células se marcaron con un anticuerpo contra TGF-R; (columna izquierda,
roja). EI ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realiz6 mediante
microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el
software CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID. 218b, E = TGF-p1.

Fig. 18: el pretratamiento de ASO (Seq. ID No. 218b) y la posterior exposicion simultanea a TGF-B1 conducen
a una reduccion intracelular de la proteina pSmad3. La expresion de la proteina pSmad3 se redujo después de la
transferencia gimnética de la ASO especifica de TGF-R; seguida de la coexposicion de las células TGF-31 (48 h)
A549 (Fig. 18A) y ReNcell CX® (Fig. 18B). Los ASO se incubaron durante 72 h o 96 h, respectivamente, antes de la
coexposicion con TGF-B1 a 48 h. Las células se marcaron con un anticuerpo contra pSmad3 (columna izquierda,
roja). EI ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizd mediante
microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el
software CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID. 218b, E = TGF 1.

Fig. 19: ASO (Seq. ID No. 218b) mejora y TGF-B1 reduce la neurogénesis en células precursoras neurales
humanas ReNcell CX®. EIl ARNm de DCX del marcador de neurogénesis se regula al alza en las células ReNcell
CX® después de la transferencia gimnética repetida (2 x 96 h) de los ASO inventivos. Se reconocié una fuerte
reduccion de la expresion del ARNm de DCX después de una exposicion a TGF-B1 de 8 dias. Los niveles de ARNm
se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y
los controles normalizados a no tratados. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via
seguido de la comparacion multiple post-hoc de "Tukey". A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E =
TGF-B1, + = SEM, + p <0,05 en referencia a C 2,5 uyM, p <0,05 en referenciaa C 10 uM.

Fig. 20: ASO (Seq. ID No. 218b) mejora y TGF-f1 reduce la proliferacion en células precursoras neurales
humanas ReNcell CX®. La expresion de la proteina Ki67 del marcador de proliferacion aumenta en las células
ReNcell CX® después de la transferencia gimnotica repetida (2 x 96 h) de los ASO inventivos. La expresion reducida
de la proteina Ki67 se reconocié después de una exposicion a TGF-f1 de 8 dias. Las células se marcaron con un
anticuerpo contra Ki67 (columna izquierda, verde). El ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El
examen de las células se realiz6 mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes
se analizaron con el software Image J y el software CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID
No. 218b, E = TGF-B1.

Fig. 21: A pesar de las condiciones proliferativas, la ASO (Seq. ID No. 218b) mejora la diferenciacion en las
células humanas previas al cursor ReNcell CX®. Se observaron marcadores neurales NeuN (Fig. 23 A, columna
izquierda, roja) y Blll-tubulina (Fig. 23 B, columna izquierda, roja) en ReNcell CX®. El tratamiento con ASO se aplico
durante 4 dias iniciales en condiciones de proliferacion seguidas de 4 dias adicionales en condiciones de
proliferacion (+ EGF/FGF) o de diferenciacion (- EGF/FGF). EI ADN nuclear se tifié con DAPI (columna central, azul).
El examen de las células se realizd mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las
imagenes se analizaron con el software Image J y el software CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C =
Seq. ID No. 218b, E = TGF-B1, + EGF/FGF = proliferacion, - EGF/FGF = diferenciacion.
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Fig. 22: Rescate mediado por ASO (Seq. ID No. 218b) de la detencion de la proliferacion de células madre
neurales inducida por TGF-B. Se observo proliferacion de células ReNcell CX® de precursor neural humano con o
sin exposicion a TGF-B1 durante 7 dias, seguido de un tratamiento con ASO durante 8 dias. La regulacion al alza del
ARNm de GFAP (Fig. 24A), Ki67 (Fig. 24B) y DCX (Fig. 24C) 7 dias después de la incubacion previa con TGF-31
indica la recuperacion de la proliferacion de células madre. Los niveles de expresion de ARNm se cuantificaron en
relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y se normalizaron para
el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1, + = SEM, *p <0,05 en
referencia a A, Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las
comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

Fig. 23: ASO reduce la proliferacion de células humanas de cancer de pulmén (A549). La expresion de la
proteina Ki67 en el marcador de proliferacion disminuye en las células A549 después de la transferencia gimnotica
(72 h) de los ASO inventivos. Se reconocié la expresion reducida de la proteina Ki67 (columna izquierda, verde). El
ADN nuclear se tifio con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizé6 mediante microscopia de
fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software
CoreIDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1.

Fig. 24: ASO reduce la proliferacion de varias lineas celulares de tumores humanos. Las células HPAFII, K562,
MCF-7, Panc-1 y HTZ-19 se expusieron 4x 72 h a los ASO inventivos y se analizd la proliferacion mediante
microscopia optica (Nikon, TS-100® F LED). A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

Fig. 25: El tratamiento con ASO media los efectos antifibroticos neurales y mejora el estrés celular. Se
observaron células ReNcell CX® después de la preincubacion con TGF-$1 (48 h) seguido de transferencia gimnética
de ASO inventiva y coexposicion con tratamiento con TGF-B1 durante 96 h. Las células se marcaron con un
anticuerpo contra CTGF (Fig. 29A, columna izquierda, roja), FN (Fig. 29B, columna izquierda, verde) y faloidina
(actin-cytoskeleton, Fig. 29C, columna izquierda, roja). El ADN nuclear se tifié con DAPI (columna central, azul). El
examen de las células se realiz6 mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes
se analizaron con el software Image J y el software CoreDRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID
No. 218b, E = TGF-B1.

Fig. 26: El tratamiento con ASO media los efectos antifibroticos del tumor y mejora el estrés celular. Se
observaron células A549 después del tratamiento con TGF-B1 o transferencia gimnética de ASO inventiva (72 h).
Las células se marcaron con un anticuerpo contra FN (Fig. 30A, columna izquierda, verde), faloidina (citoesqueleto
de actina, Fig. 30B, columna izquierda, roja). EI ADN nuclear se tifid con DAPI (columna central, azul). El examen de
las células se realiz6 mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se
analizaron con el software Image J y el software Core DRAW® X7, A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No.
218b, E = TGF-p1.

Fig. 27: El tratamiento con ASO media los efectos antifibréticos del tumor. Se observaron células de cancer de
pulmén humano A549 después de la preincubacion con TGF-1 (48 h) seguido de transferencia gimnoética de ASO
inventiva y co-exposicion con tratamiento con TGF-B1 durante 72 h. Las células se marcaron con un anticuerpo
contra CTGF (Fig. 31A, columna izquierda, roja) y FN (Fig. 31B, columna izquierda, verde). EI ADN nuclear se tifid
con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizdé mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss
Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software Core DRAW® X7, A = control
sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1.

Fig. 28: El tratamiento con ASO media los efectos antifibréticos del tumor. Se observaron células de cancer de
pulmén humano A549 después de la preincubacion con TGF-1 (48 h) seguido de transferencia gimnoética de ASO
inventiva y co-exposicion con tratamiento con TGF-B1 durante 72 h. Las células se marcaron con un anticuerpo
contra CTGF (Fig. 32A, columna izquierda, roja) y FN (Fig. 32B, columna izquierda, verde). EI ADN nuclear se tifid
con DAPI (columna central, azul). El examen de las células se realizé mediante microscopia de fluorescencia (Zeiss
Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software Core DRAW® X7, A = control
no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-1.

La Fig. 29 muestra el oligonucledtido antisentido de Seq ID No 209x en forma de un hueco que consta de 16
nucledtidos con 2 unidades de LNA (Gb' y Tb') en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (Ab' y Gb' y C*b")
en el extremo terminal 3’ y 11 nucledtidos de ADN (dA, dG, dT, dG, dT, dT, dT, dA, dG, dG y dG) entre los
segmentos de LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato, la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la
Ultima unidad LNA del extremo terminal 5, y con -O-P(O)(S)OCsHsOH como grupos terminales en el extremo
terminal 5' y en el extremo terminal 3.

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3'
2064 | 16 | 209x /5SpC3s/Gb'sTh'sdAsdGsd TsdGsdTsdTsd TsdAsdGsdGsdGs

Ab'sGb'sC*b'/3SpC3s/

La Fig. 30 muestra el oligonucledtido antisentido de Seq ID No 152h en forma de un gapmero que consta de 15
nucleotidos con 4 unidades de LNA (C*b' y Gb' y Ab' y Tb") en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (Ab' y
C*b' y Ab') en el extremo terminal 3’ y 8 nucledtidos de ADN (dA, dC, dG, dC, dG, dT, dC y dC) entre los
segmentos de LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la
primera y segunda ultima unidad de LNA del extremo terminal 5’.
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SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3'
429 15 | 152h C*b'sGb'sAb'sTb'sdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsdCsAb'sC*b'sAb’

La Fig. 31 muestra el oligonucleétido antisentido de Seq ID No 143h en forma de un gapmero que consta de 14
nucledtidos con 2 unidades de LNA (C*b' y Tb's) en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (C*b' y C*b' y Gb')
en el extremo terminal 3' y 9 nucledtidos de ADN (dC, dG, dT, dC, dA, dT, dA, dG, y dA) entre los segmentos de
LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la primera, tercera
de la ultima y segunda unidad de LNA desde el extremo terminal 5’.

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3'
355 14 | 143h C*b'sTh'sdCsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsC*b'sC*b'sGb’

La Fig. 32 muestra el oligonucledtido antisentido de Seq ID No 213k en forma de un hueco que consta de 17
nucleotidos con 3 unidades de LNA (C*b' y Ab! y Gb') en el extremo terminal 5’ y 3 unidades de LNA (Gb'y Tb' y
Gb") en el extremo terminal 3' y 11 nucledtidos de ADN (dG, dC, dA, dT, dT, dA, dA, dT, dA, dA, y dA) entre los
segmentos de LNA, con enlaces(s) internucleotidico(s) de fosforotioato y la nucleobase 5-metilcitosina (C*) en la
primera unidad de LNA del extremo 5’ terminal.

SP L | SeqID No | Secuencia, 5'-3'
2355 | 17 | 213h C*b'sAb'sGb'sdGsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGb'sTb'sGb?

Ejemplos

Material y métodos

[0244] La mayoria de los oligonucledtidos antisentido, asi como los oligonucledtidos de control o de referencia
utilizados aqui, fueron sintetizados por EXIQON como oligonucleétidos personalizados de acuerdo con las
necesidades de los inventores/solicitantes. Los oligonucledtidos que tienen las siguientes secuencias se utilizaron
como referencias:

Ref.0 = dCsdAsdGsdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsdAsdTsdG (Seq. ID No. 147c);

Ref. 1 = Ab1sAb1sC*b1sdAsdCsdGsdTsdCsdTsdAsdTsdAsC*b1sGb1sC*b1 (Seq. ID No. 76);

Ref. 2 = C*b1sAb1sGb1sdCsdCsdCsdCsdCsdGsdAsdCsdCsdCsAb1sTb1sGb1 (Seq. ID No. 147m);

Ref. 3 = TTGAATATCTCATGAATGGA; con alas 2'-MOE (5 unidades 5 y 3') y enlaces de fosforotioato (Seq. ID
No. 80);

Ref. 4 =; CAGAAGAGCTATTTGGTAGT, con alas 2'-MOE (5 unidades 5’ y 3') y enlaces de fosforotioato (Seq. ID
No. 82);

Ref. 5 = TGGTAGTGTTTAGGGAGCCG (Seq. ID No. 85),

Ref. 6 = GTGCAGGGGAAAGATGAAAA (Seq. ID No. 344),

Ref. 7 = GAGCTCTTGAGGTCCCTGTG (Seq. ID No. 345),

Ref. 8 = AGCCTCTTTCCTCATGCAAA (Seq. ID No. 346),

Ref. 9 = CCTTCTCTGCTTGGTTCTGG (Seq. ID No. 347), y

Ref. 10 = GCCATGGAGTAGACATCGGT (Seq. ID No. 348).

Protocolos de procedimientos estandarizados

Cultivo de células:

[0245]
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Tabla 10: Se usaron las siguientes lineas celulares humanas para experimentos de oligonucleétidos

antisentido:
Descripcion Linea CO2- Medio
celular | Contenido
Melanoma HTZ-19 5% DMEM F12 (Gibco 31331-018) + 1% de mezcla dM
(Transferrina (30 mg/ml en agua 835 pl, AS no
esencial (100x) 10 ml, Selenito sédico (0,2 mg/ml)
en agua) 70 pl, 10 ml PBS), 1% P/S
Carcinoma de A549 5% F12 K de Kaighn + 10% FCS + 1% P/S
pulmoén
carcinoma HepG2 5% DMEM (Sigma D6429) + 10% FCS + 1% P/S
hepatocelular
carcinoma Hep3B 5% DMEM (Sigma D6429) + 10% FCS + 1% P/S
hepatocelular
Carcinoma Panc-1 5% DMEM (Sigma D6429) + 10% FCS + 1% P/S
epitelioide
pancreatico
adenocarcinoma HPAFII 5% DMEM (Sigma D5796) + 15% FCS, 1% P/S, 1%
pancreatico Antibiético/Antimicético, 1% Solucion de Vitamina
MEM, 1% de AS no esencial (100x)
adenocarcinoma BxPC-3 5% RPMI al 5% (Gibco A10491-01) + 10% FCS + 1%
pancreatico P/S + 1% Antibidtico/antimicético, 1% de soluciéon de
vitaminas MEM
cancer de pancreas L3.6pl 5% DMEM (Sigma D5796) + 15 % FCS, 1% P/S, 1%
metastasis en el Antibiético/Antimicético, 1% Vitamina, 1% no
higado esencial AS (100x)
adenocarcinoma HT-29 5% DMEM (Sigma D5796) + 15 % FCS, 1% P/S, 1%
colorrectal Antibiético/Antimicético, 1% Solucion de Vitamina
MEM, 1% no esencial AS (100x)
adenocarcinoma CaCo2 5% DMEM (Sigma D5796) + 20 % FCS + 1% P/S
epitelial colorrectal
carcinoma gastrico TMK-1 5% DMEM (Sigma D5796) + 10% FCS + 1% P/S, 1%
Antibiético/Antimicético, 1% Solucion de Vitamina
MEM
astrocitoma maligno HTZ- 5% DMEM (Sigma D6046) + 10% FCS + 1% P/S + 1%
243 no esencial AS + 1% Solucién de Vitamina MEM
carcinoma de mama MCF-7 5% DMEM (Sigma D6046) + 10 % FCS + 1% P/S
adenocarcinoma PC-3M 5% RPMI (Gibco #61870-010), 10 % FCS, 1% piruvato
prostatica sodico, 1% bicarbonato sodico, 1 % P/S
leucemia mielégena KG-1 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 %FCS + 1% P/S
aguda
leucemia mielégena K562 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 1% P/S
cronica
leucemia monocitica | THP-1 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 0,5 % P/S
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(continua)
Descripcion Linea CO2- Medio
celular Contenido
leucemia promielocitica HL60 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 0,5 %
P/S
leucemia linfocitica CEM- 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 0,5 %
C7H2 P/S
leucemia linfoblastica Pre- 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 0,5 %
aguda B697 P/S
linfoma histiocitico uoa37 5% RPMI (Gibco #61870-010) + 10 % FCS + 0,5 %
P/S
Células precursoras ReNcell 5% Medio de mantenimiento de células madre
neuronales de la regién CX neuronales ReNcell (Millipore #SCMO005) +
cerebral cortical humano FGF Basic humano + EGF humano +
Suplemento N2

[0246]

FCS (ATCC #30-2020)

Piruvato de sodio (Sigma #S8636)

Bicarbonato de sodio (Sigma #S8761-100ML)
Transferrina (Sigma #T8158-100MG)

Selenita Natrium (Sigma #S5261-10G)
Penicilina/estreptomicina (P/S)(Sigma-Aldrich #P4458)
Aminoacidos no esenciales (AS) 100x (Sigma #M7145)
Antibidtico/Antimicético (Sigma #A5955)

Solucion de vitamina MEM (Sigma #M6895)

PBS (Sigma #D8537)

FGF basico humano (Millipore #GF003)

EGF humano (Millipore #GF144)

Suplemento N-2 (Life Technologies #17502048)

Medio de mantenimiento de células madre neuronales ReNcell (Millipore #SCMO005)

Cultivando y diseminando células:

[0247] Después de eliminar el medio, las células se lavaron con PBS y se incubaron con acutasa (Sigma-Aldrich
P4458) (5 min, TA). Después de la incubacion, las células se lavaron y se agregé medio completo (3 ml, compafiia:
ver Tab.10 para las respectivas lineas celulares). Posteriormente, las células se transfirieron a una taza Eppendorf
de 5 ml y se centrifugaron (5 min, 1000 rpm, TA). Granulo de 1 botella T75 (Sarstedt #833,910,302) se resuspendid
en 2,5 ml de medio fresco. El nimero de células de la suspensién celular se determind con el contador de células
automatizado Luna-FLTM (Biozym 872040) mediante tincion con el kit de viabilidad del ensayo de naranja de
acridina/yoduro de propidio (Biozym 872045). El recubrimiento con laminina (Millipore CCO095) de las placas fue
necesario para la adhesion de las células ReNcell CX® antes de sembrar las células para experimentos en una
concentracién de 2 pg/cm?. La solucion de laminin-PBS se administro en la cantidad correspondiente directamente a
los pocillos y matraces y se incubd durante 1,5 horas a 37°C. Para los experimentos, las células se sembraron y se
recolectaron como se menciona en la parte del método del capitulo experimental respectivo. Después de la
incubacion durante la noche de las células a 37°C y 5% de CO», las células se trataron como se explica en la
descripcion experimental respectiva. Se administraron 500 ul de la suspension celular restante en una nueva botella
de T75 llena con 10 ml de medio completo fresco para el cultivo de células.

Andlisis de ARN

[0248] El ARN total para la sintesis de ADNCc se aislé usando el mini kit de ARN innuPREP® (Analytik Jena 845-KS-
2040250) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para sintetizar el ADNc, el contenido total de ARN se
determind utilizando un fotémetro (Eppendorf, BioPhotometer D30 #6133000907), diluido con agua libre de
nucleasas. Posteriormente, el ADNc de la primera cadena se preparé con el kit de sintesis de ADNc iScript™
(BioRad 170-8891) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Para el analisis de ARNm, la RT-PCR en
tiempo real se realizo utilizando un sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX96 Touch™ (BioRad 185-
5196).

Todos los pares de cebadores se estandarizaron para usar y se mezclaron con la solucion Mastermix lista para usar
(SsoAdvanced™ Universial SYBR® Green Supermix (BioRad 172-5271) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Guia rapida de BioRad Prime PCR). Pares para experimentos in vivo fueron adaptados de acuerdo a las
especies individuales.
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Tabla 11: Pares de cebadores utilizados para el analisis de ARNm

Par de cebador EmpresalEnsayo ID tGnico
CDKN1A Humano |BioRad |gHsaCID0014498
CDNK1B Humano |BioRad |gHsaCID0012509
CFLAR Humano BioRad |gHsaCID0038905
Col4A1 Humano BioRad |gHsaClD0010223
CTGF Humano BioRad |gHsaCED0002044
DCX Humano BioRad |gHsaCID0010869
FN1 Humano BioRad |gHsaCIlD0012349
GFAP Humano BioRad |gHsaCIlD0022307
GNB2L1 Humano |BioRad |gHsaCEP0057912
ID-2 Humano BioRad |gHsaCEDO0043637
MKi67 Humano BioRad |gHsaClD0011882
Nestin Humano BioRad |gHsaCEDO0044457
SERPINE1 Humano|BioRad |qHsaCED0043144
SOX2 Humano BioRad |gHsaCEDO0036871
TGF®-RIl Humano |BioRad |gHsaCID0016240
TP53 Humano BioRad |gHsaCID0013658

[0249] Como plantilla, se utilizd 1 pyl de ADNc respectivo. EI ARN que no se transcribié de manera inversa sirvid
como control negativo para la RT-PCR en tiempo real. Para la cuantificacion relativa de mantenimiento, se uso la
subunidad de la proteina beta-2 1 (GNB2L1) de la proteina de unién a nucledtidos de guanina. La RT-PCR en
tiempo real se realiz6 con el siguiente protocolo:

Tabla 12: Protocolo para RT-PCR en tiempo real.

Periodo de inicio 2 min(95 °C 1x
Desnaturalizaciéon [5s (95 °C 40x
Recocido, Extension[30 s |60 °C 40X
Curva de fusion 65 °C - 95 °C (0,5 °C gradiente)|1x

[0250] Posteriormente, se usé BioRad CFX Manager 3,1 para la cuantificacion del nivel de ARNm respectivo en
relacion con el ARNm de GNB2L1 y luego se normalizé a un control sin tratar.

Transferencia Western:

[0251] Para el andlisis de proteinas, se lisaron células/tejidos utilizando reactivo de extraccion de proteina de
mamifero M-PER®/reactivo de extraccion de proteina de tejido T-PER® (Thermo Scientific, #78501/#78510) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, respectivamente. Los geles de SDS-acrilamida (10%) se produjeron
utilizando el TGX Stain Free™ Fast Cast™ Acrylamide Kit (BioRad #161-0183) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras de proteinas (20 pl) se diluyeron 1:5 con Lammli-buffer (6,5 pl, Roti®-Load1, Roth K929,1),
se incubaron a 60°C durante 30 minutos y se cargaron en el gel con todo el volumen de soluciéon proteica. La
separacion de las proteinas se realizd6 mediante electroforesis utilizando PowerPac™ Basic Power Supply (Biorad
#164-5050SP) y una camara de electroforesis de células Tetra Mini-PROTEAN® (BioRad #165-8001-SP) (200 V, 45
min). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron utilizando el sistema de transferencia turbo Trans-
Blot® (BioRad 170-4155SP). Todos los materiales para la transferencia Western se incluyeron en el kit Trans-Blot®
Turbo RTA PVDF-Midi (BioRad #170-4273).

La membrana de PVDF para el procedimiento de transferencia se activé en metanol (Merck #1.06009.2511) y se
equilibré en tampodn de transferencia 1x. Después de la transferencia (25 V, 1 A, 30 min), las membranas se lavaron
(3%, 10 min, RT) con 1x TBS (Roth 10,60.1) que contenia 0,5 ml de Tween-20 (Roth 9127,1). Luego, las
membranas se bloquearon con BSA al 5% (Albumina-IgG libre, Roth 3737,3) diluida con TBS-T durante 1 hora a
temperatura ambiente, los anticuerpos primarios (diluidos en BSA al 0,5% en TBS-T, Tabla 13) se agregaron y se
incubaron a 4°C durante 2 dias. Los anticuerpos para experimentos in vivo fueron elegidos por la especificidad de la
especie en consecuencia.
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Tabla 13: Anticuerpos utilizados para el analisis de transferencia Western.

Anticuerpo primario Dilucion[Empresa N° de orden
Alfa-Tubulina HRP-enlazado (conejo)[1:2000 |Sefializacion celularjcs12351s
CollV (conejo) 1:1000 |Abcam ab6586
CTGF (conejo) 1:1000 |Genetex GTX-26992
FN (conejo) 1:250 |Proteintech 15613-1-AP

GAPDH XP HRP-enlazado (conejo) |1:1000 |Sefalizacion celular|cs8884s

Ki67 (conejo) 1:500 |Abcam ab15580

pAkt (conejo) 1:1000 |Senalizacion celular|cs4060s

pErk1/2 (conejo) 1:1000 |Senalizacion celular|cs4370s
pSmad2 (conejo) 1:500 |Sefalizacion celular|cs3104
TGF-®RII (conejo) 1:400 |Aviva ARP44743-T100

Dilucion[Empresa N° de orden
1:10000 |Senalizacion celular|cs#12351S

Anticuerpo secundario
Anti-conejo IgG, HRP-enlazado

[0252] En el siguiente paso, las membranas se lavaron en TBS-T (3x 10 min, RT) y se incubaron con el anticuerpo
secundario (1H, RT, Tabla 13). Después de la incubacion, las transferencias se lavaron con TBS-T, emergieron
utilizando el sustrato Luminata™Forte Western HRP (Millipore WBLUF0500) y las bandas se detectaron con un
analizador de imagen luminiscente (ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare). Posteriormente, las transferencias se
lavaron en TBS-T (3x 10min, RT) y se bloquearon con BSA al 5% diluido en TBS-T (1h, TA). Para comparacién con
el personal de mantenimiento, las membranas se incubaron con anti alfa tubulina conjugada con HRP (1:2000 en
BSA al 0,5%, 4°C, durante la noche). Al dia siguiente, las transferencias se obtuvieron utilizando Luminata™Forte
Western HRP Substrate (Millipore WBLUF0500) y se detectaron bandas con el analizador de imagen luminiscente.
Finalmente, las transferencias se lavaron con TBS-T (3x, 5 min) y se tifieron usando 1x solucién Roti®-Blue (Roth
A152.2) y se secaron a temperatura ambiente.

Inmunocitoquimica

[0253] Las células se trataron y se recogieron como se describié anteriormente. Después de la fijacion de las células
con Roti®-Histofix 4% (Roth P087,4) en 8 pocillos, se lavaron placas de portaobjetos de cultivo celular (6 min, TA)
tres veces con PBS. Después de bloquear las células durante 1 hora a temperatura ambiente con soluciéon de
bloqueo (Zytomed ZUCO007-100), las células se incubaron con los anticuerpos primarios respectivos enumerados en
la Tabla 14 y se incubaron a 4°C durante la noche.

Posteriormente, los portaobjetos de cultivo celular se lavaron tres veces con PBS después de la incubacion con
anticuerpo secundario (1 h, TA). Todas las diluciones de anticuerpos se prepararon con Anticuerpo-Diluyente
(Zytomed ZUCO025-100).

Tabla 14: Anticuerpos utilizados para la inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario Dilucion[Empresa N° de orden
CollV (conejo) 1:50 Abcam ab6586
CTGF (conejo) 1:50 Genetex GTX26992
®lll-Tubulina (conejo) 1:100 |[Sefalizacion celular|cs5568

FN (conejo) 1:50 Proteintech 15613-1-AP
Ki67 (conejo) 1:100 |Abcam ab15580
NeuN (conejo) 1:250 |Abcam Ab104225
Faloidina Alexa Fluor 555/1:20 Sefalizacion celularics8953
pSmad2 (conejo) 1:50 Sefializacion celular|cs3104s
pSmad3 (conejo) 1:50 Sefializacion celular|cs9520s
TGF-R; (conejo) 1:50 Millipore 06-227
Anticuerpo secundario |Dilucion|Empresa N° de orden
Alexa Fluor 488 1:750 |Life Technologies |A21441

Cy3 cabra-anti-conejo  [1:1000 |Life Technologies |A10520

[0254] Después de la incubacidon con anticuerpo secundario, las células se lavaron tres veces con PBS, los
cubreobjetos se separaron de la placa de cultivo celular y se montaron con VECTASHIELD® HardSet™ con DAPI
(Biozol #VEC-H-1500). Los portaobjetos se secaron durante la noche a 4°C antes de la microscopia de fluorescencia
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(Zeiss, Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el software Core DRAW® X7,

Experimentos in vivo

Ensayo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

[0255] Las PBMC se aislaron a partir de capas buffy correspondientes a 500 ml de unidades de transfusion de
sangre completa. Cada unidad se obtuvo de voluntarios sanos y se utilizé glucosa-citrato como anti-aglutinante. El
banco de sangre Suhl del Instituto de Medicina Transfusional de Alemania prepard y entregoé la sangre de la capa
leucocitaria. Cada donacion de sangre se monitorizé para detectar anticuerpos contra el VIH, anticuerpos contra el
VHC, antigeno HBs, TPHA, ARN del VIH y SPGT (ALAT). Solo las muestras de sangre con resultado negativo para
agentes infecciosos y con un valor SPGT normal se utilizaron para la separacion de leucocitos y eritrocitos mediante
centrifugacion a baja velocidad. El aislamiento de PBMC se realizé aproximadamente 40 h después de la donacion
de sangre por centrifugacion en gradiente usando Ficoll-Histopague® 1077 (Heraeus™ Multifuge™ 3 SR). Para el
ensayo de IFNa, las PBMC se sembraron a 100.000 células/96 pocillos en 100 pyl de medio completo mas aditivos
(RPMI1640, + L-Glu, + 10% FCS, + PHA-P (5 pg/ml), + IL-3 (10 pg/ml) y los compuestos de ensayo (5 ul) se
agregaron para incubacion directa (24 h, 37°C, 5% COg). Para el ensayo de TNFa, las PBMC se sembraron a
100.000 celulas/96 pocillos en 100 pl de medio completo sin aditivos (RPMI1640, + L-Glu, + 10% FCS) y se
agregaron compuestos de prueba (5 pl) para incubacion directa (24 h, 37°C, 5% CO3). ELISA (medida duplicada de
los sobrenadantes agrupados, 20 ul) para hulFNa (eBioscience, #BMS216INSTCE) se realizé de acuerdo con el
protocolo del fabricante. El ELISA (medicion duplicada de sobrenadantes combinados, 20 pl) para huTNFa
(eBioscience, BMS223INSTCE) se realizé de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Ensayo de ADNb

[0256] Los niveles de ARNm de TGF-R; se determinaron en el lisado de higado, rifién y pulmén mediante un ensayo
de ADND de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit QuantiGene®, Panomics/Affimetrix).

Inmunofluorescencia

[0257] La médula espinal y el tejido cerebral embebidos en parafina se cortaron en secciones de 5 ym (3-4
portaobjetos por placa de objeto). Las secciones de parafina se desparafinaron y se sometieron a un proceso de
calentamiento en tampoén de citrato (10 mM, 40 min) en un horno de microondas. Posteriormente, las secciones
desparafinadas se incubaron con H>O; al 0,3% (30 min, TA), se lavaron con PBS (10 min, TA) y se bloquearon con
solucién de bloqueo (Zytomed ZUCO007-100) durante 30 min. Después del bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente con solucion de bloqueo (Zytomed), los portaobjetos se incubaron con 150 ul de los anticuerpos primarios
respectivos y se incubaron a 4°C durante la noche. Después de lavarse con PBS (ires veces, 5 min TA), las rodajas
se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. Todas las diluciones de
anticuerpos se prepararon con diluyente de anticuerpos (Zytomed ZUC025-100). Luego, las rodajas se lavaron
nuevamente con PBS (tres veces, 5 min, TA) y se montaron usando medio de montaje VECTASHIELD® con DAPI
(Vector). Los anticuerpos para la inmunofluorescencia fueron comparables a los experimentos de cultivo celular y se
adaptaron para cada especie.

Electroquimioluminiscencia

[0258] Para las alteraciones inmunoldgicas y hematoldgicas, se utilizé la técnica de electroquimioluminiscencia
(MesoScale Discovery®, Maryland, Estados Unidos). Para cada ensayo, se utilizaron 25 pl de las muestras de
proteina, sangre y licor y el procedimiento se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ensayo de BrdU

[0259] El etiquetado de las células en divisidon se realizé6 mediante inyeccion intraperitoneal del analogo de timidina
BrdU (Sigma, Steinheim, Alemania) a 50 mg/kg de peso corporal utilizando una solucion estéril de 10 mg/ml de BrdU
disuelto en una solucion de NaCl al 0,9% (p/v). Las inyecciones de BrdU se realizaron diariamente durante la ultima
semana experimental.

Cirugia

[0260] Para la infusion central cronica, los animales se sometieron a cirugia para una canula icv unida a una
minibomba osmotica Alzet® (ratones, ratas, velocidad de infusion: 0,25 pl/h, Alzet®, Model 2004, Cupertino, EE.
UU.) o una bomba de presién de gas. (Monos Cynomolgus, velocidad de infusion 0,25 ml/24 h, Tricumed®, Model IP
2000V, Alemania). La canula y la bomba se implantaron estereotipicamente bajo anestesia con ketamina/xilacina
(Baxter, GmbH, Alemania) y en condiciones semi-estériles. Cada bomba de presion de minibomba osmética/gas se
implanté por via subcutanea en la region abdominal a través de una incision en la piel del cuello de los animales y se
conectd con la canula icv mediante un tubo de silicona. Los animales se colocaron en un marco estereotaxico y la
canula icv se bajo hacia el ventriculo lateral derecho. La canula se fijé con dos tornillos de acero inoxidable utilizando
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cemento dental (Kallocryl, Speiko®-Dr. Speier GmbH, Miinster, Alemania). La piel del cuello se cerrd con suturas.
Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar infecciones
postquirdrgicas, los animales fueron tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg,
Alemania) y recibieron antibioticos (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo se llen6 con
la solucion respectiva. Sangre, licor y tejidos fueron recolectados para su analisis. La verificacion histologica de los
sitios de implantacion de icv se realizé en cortes cerebrales tefidos con violeta de cresilo de 40 um.

Parametros de resultados y analisis funcional.

[0261] El inicio de la enfermedad sintomatica, el inicio de la primera paresia y la supervivencia se usaron como
puntos finales in vivo. El inicio de la enfermedad sintomatica se definié6 como la falta de estiramiento de la pierna
como reaccion a la suspension de la cola. El punto temporal en el que se detectaron por primera vez las deficiencias
de la marcha (por ejemplo, cojear) se clasifico como el inicio de la primera paresia. Estos parametros se
determinaron diariamente a partir de los 40 dias.

[0262] Para monitorizar la progresion de la enfermedad, se realizé una prueba de rueda de rodadura (LMTB, Berlin,
Alemania). Los animales se enjaularon por separado con acceso a una rueda movil a partir de los 33 dias de edad.
La actividad motora se correlacion6 directamente con las rotaciones por minuto, generadas por cada animal en el
volante. Cada giro completo de la rueda disparé dos sefales electromagnéticas, directamente alimentadas a una
computadora conectada a un maximo de 120 ruedas. Los datos de la rueda de rodadura se registraron y analizaron
con el software "Maus Vital" (Laser-und Medizin-Technologie, Berlin, Alemania). El tiempo de evaluacion dur6 12
horas de 18:00 h a 6:00 h.

Prueba de aprendizaje espacial (Morris-Water-Maze)

[0263] Las pruebas de comportamiento se realizaron entre las 8:00 h y las 13:00 h.

[0264] Las ratas se entrenaron en un estanque circular negro (1,4 m de diametro, 50 cm de altura, lleno de agua
tibia a 20°C hasta una alturamde 30 cm) para encontrar una diana blanca visible (10 cm de diametro, elevada por
encima de la superficie del agua de aproximadamente 1 cm) que se ubico a lo largo del estudio en el centro del
mismo cuadrante imaginario (proximamente sefialado). Cada animal fue entrenado para navegar a la plataforma en
3 sesiones consecutivas con 12 ensayos/sesiones, una sesion por dia y un intervalo entre ensayos de 10-20 s.

Andlisis microbiolégico

[0265] Las muestras de oligonucledtido antisentido se analizaron microbiolégicamente de acuerdo con Ph. Eur.
2.6.12, USP 30 <61> con respecto al recuento microbiano aerdbico total (TAMC) y el recuento total de hongos y
levaduras (TYMC).

Cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio aniénico (AEX-HPLC)

[0266] La integridad y estabilidad de las muestras de oligonucleétido antisentido (ASO) se determiné mediante AEX-
HPLC utilizando el sistema AK-TAexplorer™ (GE healthcare, Freiburg, Alemania). Las muestras de ASO purificadas
se desalinizaron mediante precipitacién con etanol. La identidad de la ASO se confirmé mediante espectrometria de
masas de ionizacion electronica (ESI-MS) y la pureza se determiné mediante AEX-HPLC con una columna Dionex
DNAPac™ 200 (4 x 250 mm).

Ejemplo 1: Determinacion de la actividad inhibitoria de oligonucleétidos antisentido de la invencion a nivel
de ARNm

1.1 Transfeccion de oligonucleoétidos antisentido
[0267] La actividad inhibitoria de varios oligonucledtidos antisentido dirigidos a TGF-R; se ensayd en células de
cancer de pulmon epitelial humano (A549). EI ARNm de TGF-R; se cuantific6 mediante un ensayo de ADN

ramificado en el ARNm total aislado de células incubadas con oligonucleétidos especificos de TGF-R.

Descripcion del método:

[0268] Las células se obtuvieron y se cultivaron como se describe anteriormente. La transfeccion de oligonucleotidos
antisentido se realizé directamente después de sembrar 10.000 células A549/pocillo en una placa de 96 pocillos, y
se llevé a cabo con Lipofectamine® 2000 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania, n° de catalogo 11668-019) como
se describe por el fabricante. En dos experimentos independientes de dosis Unica realizados por cuadruplicado, los
oligonucledtidos se transfectaron a una concentracion de 20 nM. Después de la transfeccion, las células se
incubaron durante 24 horas a 37°C y 5% de CO: en una incubadora humidificada (Heraeus GmbH, Hanau,
Alemania). Para la medicion del ARNm de TGF-Ry, las células se recolectaron y se lisaron a 53°C siguiendo los
procedimientos recomendados por el fabricante del kit de exploracion QuantiGene® (Panomics, Fremont, California,
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EE. UU., N° de Cat. QG0004) para el aislamiento de ADN ramificado (ADNDb). Para la cuantificacion del ARNm del
gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de mantenimiento se utilizd el kit de exploracion
QuantiGene®, mientras que la cuantificacion del ARNm de TGF-R; se realiz6 con QuantiGene® 2,0 (fabricacion
personalizada para Axolabs GmbH, Kulmbach, Alemania). Después de la incubacion y la lisis, se incubaron 10 ml de
los lisados con conjuntos de sondas especificos para TGF-R; humano y GAPDH humana. Ambos tipos de reaccion
se procesaron de acuerdo con el protocolo del fabricante para el kit QuantiGene® respectivo. La
quimioluminiscencia se midié en un contador Victor2™ multilabel (Perkin Elmer, Wiesbaden, Alemania) como RLU
(unidades de luz relativa) y los valores obtenidos con los conjuntos de sondas TGF-R; se normalizaron a los valores
GAPDH respectivos para cada pocillo y luego se normalizaron a la correspondiente lectura de ARNm de células
tratadas de forma simulada.

Resultados

[0269] Los resultados muestran la eficaz regulacion por disminucién de TGF-R; por varios ASO después de la
transfeccion de células A549. Baja regulacion después de la transfeccion de oligonucledétidos de referencia. 6 - Ref.
10 no fue tan eficiente y dio lugar a una regulacion a la baja de >60%.

Tabla 15: Regulacion a la baja del ARNm de TGF-Ru. Transfeccion con oligonucleétidos antisentido TGF-R;
especificos (ASO) en células de carcinoma epitelial de pulmén humano (A549). La cuantificacion de los niveles de
expresion de ARNm se realizo en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el kit QuantiGene®.
Luego, las sondas se normalizaron a la correspondiente lectura ARNm de células tratadas de forma simulada.

A549 (c= 20 nM)
GAPDH TGF-Ri
Media DE Media DE
ASO

Seq. ID No. 141j 1,41 0,05 0,02 0,01
Seq. ID No. 143aj 0,76 0,03 0,02 0,01
Seq. ID No. 139¢c 0,9 0,03 0,02 0,01
Seq. ID No. 145¢ 0,91 0,05 0,03 0,01
Seq. ID No. 209ax 1,52 0,58 0,03 0,01
Seq. ID No. 152ak 0,88 0,03 0,04 0
Seq. ID No. 218ar 1,08 0,03 0,04 0
Seq. ID No. 144c 0,5 0,07 0,05 0,03
Seq. ID No. 210ap 0,92 0,05 0,05 0,01
Seq. ID No. 142c 1,33 0,05 0,06 0,03
Seq. ID No. 213ak 1,2 0,03 0,07 0,01
Seq. ID No. 153f 1,09 0,07 0,08 0,03

Conclusién

[0270] EI ARNm de TGF-R; fue dirigido eficazmente por los ASO inventivos. Los ASO nombrados lograron una
regulacion a la baja efectiva del ARNm diana después de la transfeccion de células A549.

1,2 Captacion gimnética de oligonucleoétidos antisentido

1.2.1a Comparacion de reduccion diana entre ASO inventivos y secuencias de la técnica anterior mediante
transferencia gimnética en células A549 y Panc-1

[0271] La actividad reguladora a la baja de varios oligonucledtidos antisentido dirigidos a TGF-R; se ensayd en
células tumorales epiteliales humanas de pulmén (A549) por captacion directa sin reactivos de transfeccion
("captacion gimnaética"). El ARNm de TGF-R; se cuantific6 mediante un ensayo de ADN ramificado en el ARNm total
aislado de células incubadas con oligonucleétidos especificos de TGF-R;.

Descripcion del método:

[0272] Las células se obtuvieron y se cultivaron como se describe en los métodos generales. La transferencia
gimnética de oligonucleétidos antisentido se realizd preparando una placa de 96 pocillos con los oligonucledtidos
antisentido respectivos y posteriormente sembrando 10.000 células (Panc-1) u 8.000 células (A549)/pocillo. Los
experimentos se realizaron por cuadruplicado, los oligonucleotidos se utilizaron en concentraciones finales de 5 yM
(Panc-1) y 7,5 pM (A549). Las células se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO: en una incubadora
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humidificada (Heraeus GmbH, Hanau, Alemania). Para la medicion del ARNm de TGF-R;, las células se recogieron
y se lisaron a 53°C siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante del kit de exploracion
QuantiGene® (Panomics, Fremont, California, EE.UU., N° de Cat. QG0004) para ADN ramificado (ADNb). Para la
cuantificacion del ARNm de GAPDH del gen de mantenimiento doméstico, se utilizé el Kit de Exploracion
QuantiGene®, mientras que la cuantificacion del ARNm de TGF-R; se realiz6 con QuantiGene® 2.0 (fabricacion
personalizada de Axolabs GmbH, Kulmbach, Alemania). Después de la incubacion vy lisis, se incubaron 10 pl de los
lisados con conjuntos de sondas especificos para TGF-R; humano y GAPDH humana. Ambos tipos de reaccion se
procesaron de acuerdo con el protocolo del fabricante para el kit QuantiGene® respectivo. La quimioluminiscencia
se midio en un contador Victor2TM multilabel (Perkin Elmer, Wiesbaden, Alemania) como RLUs (unidades de luz
relativa) y los valores obtenidos con los conjuntos de sondas TGF-R; se normalizaron a los valores de GAPDH
respectivos para cada pocillo y luego se normalizaron a la lectura de ARNm correspondiente de las células tratadas
con PBS.

[0273] Los resultados seleccionados se muestran en la Tabla 16a. Otras modificaciones de la Seq. ID No. 209ay,
Seq. ID No. 209ax y Seq. ID No. 209y, es decir, los ASO enumerados en la Tabla 6 de la descripcidén, mostraron
valores comparables a estos tres oligonucleétidos antisentido. Ademas, modificaciones de la Seq. ID No. 152h, es
decir, los ASO enumerados en la Tabla 5 de la descripcién, mostraron valores comparables a este oligonucleétido
antisentido. Modificaciones de la Seq. ID No. 218b, es decir, los ASO enumerados en la Tabla 8 de la descripcién,
mostraron valores comparables a la secuencia de oligonucleétidos antisentido. ID No. 218b. Modificaciones de la
Seq. ID No. 213k, es decir, los ASO enumerados en la Tabla 9 de la descripcién, mostraron valores comparables a
la secuencia de oligonucleétidos antisentido. ID No. 213k. También modificaciones de la Seq. ID No. 210q, es decir,
los ASO enumerados en la Tabla 7 de la descripcion, mostraron valores comparables a oligonucleétidos antisentido
Seq. ID No. 210q. Finalmente, modificaciones de la Seq. ID No. 143h, es decir, los ASO enumerados en la Tabla 4
de la descripcion, mostraron valores comparables a los oligonucleétidos antisentido Seq. ID No. 143h. La
transferencia de oligonucleétidos antisentido enumerados en las Tablas 4-9 dio como resultado una regulacion a la
baja mas potente del ARNm TGF-R; diana en comparacion con la transferencia de secuencias de referencia
ensayadas (A549: regulacion a la baja <0,5; células Panc1: regulacion a la baja <0,4).

Tabla 16a Eficacia de la regulacion a la baja del ARNm diana mediante transferencia gimnética. El ARNm de
TGF-R, remanente después de la captacion gimnética de ASO especificos especificos de TGF-R en células A549 y
Panc-1, Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y se compararon con células tratadas con PBS como control de
referencia (= 1) utilizando el kit QuantiGene®.

ARNm restante de ASO de TGF-R; (células tratadas con PBS = 1)
ASO Células A549 Células Panc1

media DE media DE
Seq. ID No. 209ay|0,11 0,01 0,07 0,02
Seq. ID No. 209ax|0,14 0,02 0,08 0,01
Seq. ID No. 209bb|0,19 0,01 0,11 0,01
Seq. ID No. 209az|0,19 0,03 0,13 0,02
Seq. ID No. 209ba|0,23 0,02 0,18 0,03
Seq. ID No. 209y (0,27 0,04 0,17 0,01
Seq. ID No. 152h |0,29 0,04 0,12 0,02
Seq. ID No. 218b |0,30 0,02 0,07 0,01
Seq. ID No. 213k |0,34 0,04 0,17 0,04
Seq. ID No. 210q |0,37 0,05 0,18 0,02
Seq. ID No. 210aq|0,39 0,03 0,18 0,02
Seq. ID No. 143h (0,43 0,04 0,35 0,05
Ref. 2 0,59 0,05 0,40 0,04
Ref. 0 0,89 0,06 1,10 0,07
Ref. 3 0,68 0,03 0,62 0,03
Ref. 4 0,74 0,04 0,71 0,01

Conclusion

[0274] La transferencia gimndtica de los ASO inventivos da como resultado una regulacién a la baja continuamente
mas fuerte del ARNm de TGF-R; diana que la transferencia de secuencias de referencia ensayadas. Los
oligonucledtidos antisentido reivindicados superaron todas las secuencias ensayadas conocidas de la técnica
anterior, independientemente de la linea celular humana elegida. Sin embargo, en general, los oligonucledtidos
antisentido que tienen una longitud de 12-20 nucledtidos dan como resultado una regulacion a la baja mas efectiva
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del ARNm del TGF-R; diana que los oligonucleétidos antisentido mas cortos o mas largos. Este efecto fue ain mas
notable para oligonucledtidos antisentido que tienen una longitud de 14 - 18 nucleétidos, que en general muestran
los efectos mas potentes.

1.2.1b Analisis de transferencia gimnética en células A549 por ensayo de ADN ramificado

[0275] Los oligonucledtidos antisentido mas efectivos contra TGF-R; de las pantallas de transfeccion se
caracterizaron adicionalmente por la captacion de gimnética en células A549. EIl ARNm de TGF-R; se cuantificé por
ADN ramificado en el ARNm total aislado de células incubadas con oligonucleétidos antisentido especificos de TGF-
R||.

Descripcion del método:

[0276] Las células A549 se cultivaron como se describe anteriormente en condiciones estandar. Para los
experimentos de dosis Unica y dosis-respuesta, se sembraron 80.000 células A549/pocillo en una placa de cultivo de
6 pocillos y se incubaron directamente con oligonucleétidos a una concentracion de 7,5 pM. Para la medicion del
ARNm de TGF-Ry, las células se recolectaron, se lisaron a 53°C y se analizaron mediante un ensayo de ADN
ramificado siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante del kit de exploracion QuantiGene®
(Panomics, Fremont, California, EE.UU., N° de Cat. QG0004) como se describe arriba (ver 1,1).

Resultados

[0277] Los ASO listados en la Tabla 16b mostraron un nivel de¢ ARNm diana reducido de TGF-R en relacion con el
gen de mantenimiento GAPDH en células A549. Los diez ASO mas eficientes también se ensayaron para determinar
la concentracion inhibitoria 50 (Clsg). Todos juntos Seq. ID No. 209t, Seq. ID No. 218b, Seq. ID No. 218c y Seq. ID
No. 209y conducen a la mayoria de los derribos adecuados de TGF-R; a niveles de concentracion bajos.

Tabla 16b: regulacion a la baja del ARNm de TGF-Ri después de la captacion gimnoética de ASOs especificos
de TGF-Ru en células A549.

Los niveles de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el kit
QuantiGene®. CI50 = concentracion inhibitoria para el 50% de la regulacion a la baja, pos. Ctrl: aha-1 = activador del
choque térmico 90kDa El homdlogo 1 de la ATPasa (Aha1) dirigié el LNA como control positivo, Ref,1 = Control
aleatorizado.

T A [
Seq. ID No. 209t 0,19 0,05 |1,13 (0,11 [1,63
Seq. ID No. 218c 0,25 0,04 |0,94 (0,18 [1,17
Seq. ID No. 218b 0,26 (0,08 |1,08 (0,28 |2,54
Seq. ID No. 218q 0,27 (0,07 |1,11 (0,08 2,39
Seq. ID No. 209y 0,34 0,06 |0,96 (0,06 1,57
Seq. ID No. 218t 0,36 (0,12 |0,76 (0,04 |2,57
Seq. ID No. 218m 0,41 (0,06 |1,16 (0,29 |[1,66
Seq. ID No. 209w 0,44 (0,07 |1,00 (0,11 |5,76
Seq. ID No. 218p 0,46 (0,12 0,88 0,07

Seq. ID No. 209v 0,48 (0,25 |0,96 (0,07 3,10
Seq. ID No. 209x 0,52 0,02 |0,87 (0,06 |5,60
Seq. ID No. 218u 0,53 0,20 0,79 0,05

Seq. ID No.218v 0,54 0,13 0,77 0,04

Seq. ID No. 210q 0,60 (0,23 |1,11 0,11

Seq. ID No. 2180 0,61 0,15 0,96 0,06

Seq. ID No. 210p 0,65 (0,24 |1,01 10,23

Seq. ID No.218n 0,89 0,36 |1,07 0,22

Seq. ID No. 2100 0,95 (0,08 0,97 10,14

Seq. ID No. 209s 0,96 (0,31 |1,14 0,24

pos. Ctrl aha-1 0,22 10,04 |0,77 0,02

Ref.1 1,43 1040 (1,27 0,18
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Conclusion

[0278] La regulacién por disminucion diana por los ASO inventivos mas eficientes fue nuevamente excelente sin
reactivos de transfeccion. Por lo tanto, la transferencia gimnoética es factible y el método preferido para un mayor
desarrollo de farmacos.

1.2.2 Andlisis de la captaciéon gimnética en células A549 y ReNcell CX®

[0279] La actividad inhibidora en el ARNm diana por oligonucleétidos antisentido (ASO) se determind en células
progenitoras neuronales humanas de la region del cerebro cortical (células ReNcell CX®, Millipore SCMO007). Las
preguntas sobre la neurogenia del adulto como diana terapéutica se evaluaron mediante estudios de transferencia
gimnética con ASO mas eficaces. Se utilizaron células A549 como linea celular de referencia.

Descripcion del método:

[0280] Las células A549 y ReNcell CX® se cultivaron como se describe anteriormente. Para los estudios de
tratamiento, las células se sembraron en una placa de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (50.000
células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO.. Para el tratamiento de células A549 y ReNcell
CX®, se elimind el medio y se reemplazé por medio completo nuevo (0,5 ml para 24 pocillos). Ref.1, ASO con Seq.
ID No. 218b, y ASO con Seq. ID No. 218c luego se agregaron en el medio a concentraciones de 2,5y 10 uyM para el
analisis de la regulacion a la baja diana diana en diferentes puntos de tiempo (células A549:18 h, 72 h, 6 d, células
ReNcell CX®: 18 h, 96 h, 8 d) a 37°C y 5% de CO.. Para la recoleccion, las células se lavaron dos veces con PBS y
se congelaron a -20°C. Para el analisis de ARNm por RT-PCR en tiempo real, las células se procesaron como se
describe anteriormente. Se utilizaron pares de cebadores listos para usar y estandarizados para RT-PCR en tiempo
real (consulte la Tabla 11) y se mezclaron con la solucion Mastermix lista para usar (SsoAdvanced™ Universial
SYBR® Green Supermix (BioRad 172-5271) de acuerdo con siguiendo las instrucciones del fabricante (Guia rapida
de BioRad Prime PCR). Las sondas se analizaron por triplicado y los datos se cuantificaron en relacion con el ARNm
de GNB2L1 utilizando BioRad CFX Manager™ 3,1 y luego se normalizaron para el control no tratado. Las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de
"Dunnett".

Resultados:

[0281] Los resultados mostraron que la transferencia gimnoética con Seq. ID No. 218b y 218c dan como resultado
una correcta regulacion a la baja del ARNm de TGF-R; en células A549 y ReNcell CX® en funcién de la dosis y el
tiempo (Tabla 17). El ARNm diana en células A549 se redujo significativamente después de 18 h, y se redujo aun
mas eficazmente después de 72 h y 6 d. Después de las 18 h en ReNcell CX®, solo se pudo observar una depresion
del ARNm de TGF-R; después de la captacion de 10 mM por parte de gimnética, pero la regulacion de la
disminucion del blanco fue significativa después de las 72 h para ambas concentraciones ensayadas y se mantuvo
estable hasta el dia 8.

Tabla 17: Regulacion a la baja dependiente de dosis y tiempo de TGF-Riy ARNm después de la transferencia
gimnética con ASO especifico a TGF-Ri en células A549 y ReNcell CX®. Los niveles de expresion de ARNm se
determinaron relativos al gen housekeeping GNB2L1 utilizando RT-PCR en tiempo real cuantitativos y luego se
normalizaron al control no tratado. A = control no tratado, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, D = Seq. ID No. 218c, + =
SEM, *p < 0,05, **p < 0,01 en referencia a A, +p < 0,05, ++p < 0,01 en referencia a B. Las estadisticas se calcularon
utilizando ANOVA ordinario de una direccion seguido por comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células A549

Diana TGF-RH TGF-RH TGF-RH
Punto de tiempo 18 h, n=3 72 h, n=3 6 d, n=3

A 1,00 + 0,03 1,00 + 0,20 1,00 + 0,38
B 2,5 uM 1,17 + 0,06 0,87 + 0,21 0,88 + 0,14
B 10 uM 0,98 + 0,10 0,77 + 0,06 1,03+ 0,10
C25uM 0,60*++ + 0,09 0,41* + 0,07 0,13+ 0,03
C10uM 0,49** + 0,02 0,15** + 0,02 0,02 + 0,00
D 2,5 uM 0,46** + 0,09

D 10 uM 0,21* + 0,04

Linea de células ReNcell CX

Diana TGF-RH TGF-RH TGF-RH
Punto de tiempo 18 h, n=3 96 h, n=3 8d, n=3

A 1,00 + 0,41 1,00 + 0,04 1,00 + 0,18
B 2,5 uM 1,38 + 0,58 0,89 + 0,09 0,80 + 0,33
B 10 uM 1,70 + 0,68 0,81 +0,10 1,16 + 0,43
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C2,5uM 1,04 + 0,36 0,32** + 0,06 0,42 + 0,16
C 10 uM 0,64 + 0,24 0,16** + 0,02 0,21 + 0,09
D25uM 0,53 + 0,07
D 10 uM 0,23** + 0,03

Conclusion:

[0282] La regulacion a la baja eficiente y estable del ARNm diana por la captacion gimnética de los ASO se logra
incluso en aplicaciones a largo plazo. Por lo tanto, las células ReNcell CX® podrian usarse, por ejemplo, para
experimentos que abordan la recuperacion de la neurogénesis en adultos como una opcion terapéutica en
pacientes. Lo mismo se aplica a otras indicaciones como se muestra en los experimentos A549.

[0283] Considerados en conjunto, la regulacion eficaz de TGF-R, es adecuada independientemente del método de
transferencia y el tipo de célula. El método de transferencia preferido es la captacion gimnoética de ASO, ya que en
las aplicaciones clinicas, la ausencia de agentes de transfeccion adicionales sugiere una alta seguridad para los
pacientes.

Ejemplo 2: Determinacion de la actividad inhibitoria de los oligonucleétidos antisentido dirigidos a TGF-Ry a
nivel de proteina

[0284] Se realiz6 un analisis de transferencia Western e inmunocitoquimica para determinar si el nivel d¢ ARNm de
TGF-Ry reducido, mediado por oligonucledtidos antisentido (ASO) de la invencién en células de cancer de pulmén
humano (A549) y células precursoras neuronales humanas (ReNcell CX®) da como resultado reducciéon de la
proteina diana.

Descripcion del método:

[0285] Las células se cultivaron como se describe anteriormente. Para el tratamiento, las células se sembraron en
una placa de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n® 83.3920.300, 80.000 células/pocillo) y placas de portaobjetos de
cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n° 94.6140.802, 10.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche en
37°C y 5% COs.. Para la transferencia gimnética de A549 y ReNcell CX®, se elimind el medio celular y se reemplazé
por medio completo nuevo (1 ml para 6 pocillos y 0,5 ml para 8 pocillos). Ref. 1 (control aleatorizado), la respectiva
ASO inventiva se afnadié luego en medio a concentraciones de 2,5 y 10 uM para el andlisis de proteinas de la
regulacion a la baja diana después de 72 h en células A549 y 96 h en células ReNcell CX®. Las células se lisaron y
se examinaron por transferencia Western como se describe en la parte del método general. El anticuerpo primario
anti-TGF-R; se diluy6 en BSA al 0,5% en TBS-T y se incubd a 4°C durante 2 dias. Posteriormente, las membranas
se incubaron con el segundo anticuerpo anti-IlgG de conejo unido a HRP, diluido en BSA al 0,5% en TBS-T (1h, TA).
Después de la incubacion, las transferencias se lavaron con TBS-T, emergieron usando el sustrato Western HRP de
Luminata™Forte (Millipore WBLUF0500) y se detectaron bandas con un analizador de imagen luminiscente
(ImageQuant™ LAS 4000, GE Healthcare). Para comparacion con el personal de mantenimiento, las membranas se
incubaron con anti-GAPDH conjugado con HRP (1:1000 en Blotto al 0,5%, 4°C, durante la noche). La cuantificacién
densitométrica se calculd en relaciéon con GAPDH y luego se normalizé a control sin tratar con el software Image
Studio™ Lite.

[0286] El procedimiento para inmunocitoquimica se realiz6 como se describe en el protocolo estandar. Para la
verificacion de la regulaciéon por disminucion del objetivo, se diluyo el anti-TGF-R; y se incubé durante la noche a
4°C. Cy3 cabra-anti-conejo se utilizd como anticuerpo secundario. Todas las diluciones de anticuerpos se
prepararon con diluyente de anticuerpo (Zytomed® ZUC025-100). El examen de las células se realiz6 mediante
microscopia de fluorescencia (Zeiss Axio® Observer.Z1). Las imagenes se analizaron con el software Image J y el
software CoreDRAW® X7,

Resultados después de la transferencia de gimnética:

[0287] El analisis de transferencia Western y la inmunocitoquimica se usaron para verificar la reduccion del nivel de
proteina TGF-R;. 72 h después de la transferencia gimndtica, la proteina TGF-R; se redujo significativamente
utilizando una alta concentracion de diferentes ASO de acuerdo con la invencién en comparacién con el control no
tratado en células A549 (Tabla 18). También se observaron niveles reducidos de TGF-R; en las células ReNcell
CX® (Tabla 18). Para ambas lineas celulares, la reduccion del nivel de proteina TGF-R; se demostré mediante
Analysis de Transferencia Western. La inmunocitoquimica revel6 una fuerte reduccién dependiente de la dosis de la
proteina TGF-R; en ambas lineas celulares en comparaciéon con las células no tratadas y las células tratadas de
control codificadas.
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Tabla 18: Analisis densitométrico después de transferencia Western de TGF-R. La reduccion de la proteina
TGF-R, después de la transferencia gimnoética con ASO especificos de TGF-R; en células A549 y ReNcell CX® se
pudo observar después de 72 horas o 96 horas, respectivamente. Los niveles de proteina se determinaron en
relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el software Image Studio™ Lite y se normalizaron para el
control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, D = Seq. ID No. 218c, F = Seq. ID No.
210q, G = Seq. ID No. 213k, H = Seq. ID No. 143h, | = Seq. ID No. 152h, J = Seq. ID No. 209az, K = Seq. ID No.
209y, + = SEM, *p <0,05 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via
seguido de las comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células A549 ReNcell CX
Diana TGF-RH TGF- Ru
Punto de tiempo 72 h, n=3 96 h, n=2
A 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
B 2,5mM 0,85+ 0,13 0,91 +0,12
B 10 mM 1,06 + 0,47 1,23+ 0,16
C25mM 0,34 + 0,11 0,59 + 0,05
C 10 mM 0,39* + 0,11 0,63 + 0,17
D 2,5mM 0,68 + 0,14 1,21+ 0,28
D 10 uM 0,39* + 0,07 0,77 + 0,10
F 2,5 uM 0,51 + 0,08 0,71+ 0,16
F 10 uM 0,45+ 0,09 0,57 + 0,12
G2,5uM 0,41+0,13 0,61+ 0,10
G 10 uM 0,40* + 0,06 0,58 + 0,08
H2,5uM 0,75+ 0,12 0,83+ 0,13
H 10 uM 0,51 + 0,07 0,77 + 0,06
2,5 uM 0,58 + 0,14 0,91 + 0,21
[ 10 uM 0,38* + 0,14 0,67 + 0,09
J 2,5 uM 0,42 + 0,15 0,75+ 0,23
J 10 uyM 0,34* + 0,05 0,59 + 0,08
K2,5uM 0,45+ 0,17 0,69 + 0,16
K10 uM 0,36* + 0,09 0,49 + 0,09
Conclusién:

[0288] Ademas de la regulacion a la baja del ARNm diana, la transferencia gimnética de la Seq. ID No. 218b, Seq.
ID No. 218c, Seq. ID No. 210q, Seq. ID No. 213k, Seq. ID No. 143h, Seq. ID No. 152h, Seq. ID No. 209az, y Seq. ID
No. 209y resulté en una excelente reduccion del nivel de proteina en células A549 y ReNcell CX®. La tincién de
TGF-R; reveld una reduccion dependiente de la dosis de la proteina TGF-R; después del tratamiento con estos ASO
en ambas lineas celulares.

Resultados después de la transferencia gimnética con otros ASOs:

[0289] EI analisis de proteinas mostré una cantidad reducida de TGF-R; en células A549 y transferencia gimnética
de células ReNcell CX® de ASO ensayados (10 uM, Tabla 19). Esto también fue verificado por inmunocitoquimica.
Para ambas lineas celulares, la reduccion del nivel de proteina TGF-R; por transferencia gimnoética de los ASO
ensayados podria detectarse en comparacion con las células no tratadas y las células tratadas de control
codificadas.

Tabla 19: Analisis densitométrico después de transferencia Western de TGF-Ry. La reduccion de la proteina
TGF-R, después de la transferencia gimnética con otros oligonucleétidos antisentido (ASO) especificos de TGF-Ry
en células A549 y ReNcell CX® se pudo observar después de 72 horas o 96 horas, respectivamente. Los niveles de
proteina se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el software Studio™ Lite y
luego se normalizaron para el control no tratado. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de
una via seguido de las comparaciones post hoc de "Dunnett". La reduccion del nivel de proteina para ASO 1 - 25
esta indicada con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la SEQ ID NO: 143h; B = mas del 10% pero
menos del 20% inferior a la SEQ ID NO: 143h; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior a la SEQ ID NO: 143h.
La reduccion del nivel de proteina para ASO 26 - 48 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la
SEQ ID NO 152h; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior a la SEQ ID NO 152h; C = mas del 20% pero
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menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 152h. La reduccién del nivel de proteina para ASO 49 - 74 se indica con la
siguiente clave: A = menos del 10% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y; B =
mas del 10% pero menos del 20% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y; C =
mas del 20% pero menos del 30% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y. La
reduccion del nivel de proteina para ASO 75 - 100 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la
SEQ ID NO 210q; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior a la SEQ ID NO 210q; C = mas del 20% pero
menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 210g. Reduccién del nivel de proteina para ASO 101 - 124 se indica con la
siguiente clave: A = menos del 10% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c; B =
mas del 10% pero menos del 20% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c; C =
mas del 20% pero menos del 30% inferior al valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c. La
reduccion del nivel de proteina para ASO 125 - 152 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la
SEQ ID NO 213k; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior a la SEQ ID NO 213k; C = mas del 20% pero
menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 213k.

N° ASO en prueba|Seq ID No.[Resultado
1 233d B
2 234d A
3 143j (o
4 143p A
5 143q A
6 143r A
7 143w A
8 143af C
9 143ag C
10 143ah (o
11 235b B
12 235d A
13 141d A
14 141g A
15 141i A
16 237b A
17 237c A
18 237i C
19 237m A
20 238c A
21 238f A
22 239% B
23 240c B
24 241b C
25 242a C
26 246e C
27 247d A
28 248b A
29 248e B
30 248g A
31 152k B
32 152s B
33 152t B
34 152u B
35 152ab C
36 152ag B
37 152ah C
38 152ai C
39 249c A
40 249e A
41 250b A
42 250g B
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(continua)

N° ASO en prueba|Seq ID No.[Resultado
43 251c A
44 251f A
45 252e B
46 253c A
47 254b C
48 255a C
49 259 C
50 260d B
51 261b A
52 261e B
53 261g A
54 262d B
55 262e A
56 209s A
57 209v B
58 209w B
59 209x C
60 209ai B
61 209an C
62 209at A
63 209au B
64 209av B
65 263b B
66 263c A
67 263i B
68 263m A
69 264e A
70 264h A
71 265e B
72 266¢ A
73 267b B
74 268a B
75 272e B
76 273d A
77 274a A
78 274d B
79 274f A
80 2759 A
81 275i B
82 2100 A
83 210v B
84 210w B
85 210x C
86 210ab B
87 210ac A
88 210ad B
89 210af A
90 210am B
91 276b B
92 276¢ A
93 276j B
94 276k B
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(continua)

N° ASO en pruebalSeq ID No.|Resultado
95 277d A
96 277e A
97 278f B
98 279c B
99 280b C
100 281a C
101 220d C
102 221d B
103 222b A
104 222c¢ A
105 222f B
106 223c B
107 223f A
108 218ad B
109 218n A
110 218t B
111 218u B
112 218v C
113 218ah C
114 218an A
115 218a0 B
116 218ap B
117 224 B
118 224m B
119 225¢ A
120 225f A
121 226e B
122 227c A
123 228b C
124 229a (o
125 285d C
126 286d A
127 287d B
128 287e A
129 287f A
130 288e A
131 288i A
132 289d B
134 289h A
135 2890 B
136 289p B
137 289q B
138 2130 B
139 213p B
140 213q B
141 213s B
142 213y B
143 213z B
144 213aa B
145 213af B
146 290c A
147 290f B
148 290i A
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(continua)
N° ASO en pruebalSeq ID No.|Resultado
149 291c B
150 292c C
151 293b C
152 29%4a (o

Conclusion:

[0290] En conjunto, la regulacion a la baja dependiente de la dosis del ARNm de TGF-R; por transferencia gimnotica
en células A549 y ReNcell CX® dio como resultado una reduccion dependiente de la dosis de los niveles de
proteina. Los ASO inventivos son potentes en la regulacion por disminucion de la proteina como se demuestra en
las células A549 y ReNcell CX®.

Ejemplo 3: Analisis de los efectos de los oligonucleétidos antisentido a la via de sefalizacion descendente
de TGF-Ry.

[0291] Los analisis funcionales se realizaron en células de cancer de pulmén humano (A549) y células precursoras
neuronales humanas (ReNcell CX®). Se analiz6 la via de sefalizacion en sentido descendente de TGF-f3, después
de una regulacion eficaz hacia abajo del ARNm de TGF-R; y la reducciéon de los niveles de proteina por
transferencia gimnotica de los ASO inventivos. Por lo tanto, se evaluaron los niveles de ARNm y proteina del Factor
de crecimiento del tejido conectivo (CTGF), conocido como mediador descendente de TGF-B. Ademas, se examind
la fosforilacion de Smad2 (madres contra el homdlogo 2 decapentaflégico). La fosforilacion de Smad2 es un
marcador para una via activa de TGF-B seguida por la regulaciéon positiva del gen diana CTGF en sentido
descendente.

Descripcion del método:

[0292] Las células se cultivaron como se describe anteriormente. Para el tratamiento, las células se sembraron en
una placa de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300) (80.000 células/pocillo) y placas de portaobjetos de
cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n° 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C
y 5% de CO.. Para la transferencia gimnética, se eliminé el medio celular A549 y ReNcell CX® y se reemplaz6 por
medio completo nuevo (1 ml para 6 pocillos y 0,5 ml para 8 pocillos). Ref. 1 (control aleatorizado), ASO con nimero
de identificacion de secuencia 218b (Seq. ID No. 218b), No. 218c (Seq.ID No. 218c) luego se agregd en medio a
concentraciones de 2,5y 10 uM y se realiz6 el analisis respectivo después 72 h en células A549 y 96 h en células
ReNcell CX®. Para evaluar los efectos en el nivel de ARNm de CTGF, se realiz6 RT-PCR en tiempo real como se
describié anteriormente. El par de cebadores para el analisis de CTGF estaba listo para usar y estandarizado. Para
verificar los niveles de proteina CTGF y pSmad2, se usaron transferencia Western e inmunocitoquimica como se
describio anteriormente. El tipo y las diluciones usadas de anticuerpos para el método respectivo se enumeran en la
Tabla 13y 14.

3.1. Resultados para Seq.ID No.218b

3.1,1 Efectos sobre el nivel de ARNm y proteina de CTGF

[0293] EI ARNm de CTGF se redujo de manera significativa y dependiente de la dosis después de la transferencia
gimnética con ASO Seq. ID No. 218b en células A549 (72 h) y ReNcell CX® (96 h). El mediador descendente de
TGF-( se redujo a 52% 6 0,02 en células ReNcell CX® y a 39% 6 0,03 en células A549 después de la transferencia

gimnética con 10 mM Seq.ID No.218b (Tabla 20). De acuerdo con estos niveles de ARNm de CTGF regulados a la
baja, se observé una fuerte reduccion de la expresion de la proteina CTGF en las células A549 (Tabla 21).
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Tabla 20: Regulacion a la baja significativa e dependiente de la dosis del ARNm de CTGF después de la
transferencia gimnética con Seq. ID No. 218b en células A549 y ReNcell CX®. Los niveles de expresion de
ARNmM se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo
real y se normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. + = SEM, *p
<0,05, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido
de las comparaciones post hoc de "Dunnett”.

Linea de células A549 ReNcell CX
Diana CTGF CTGF
Punto de tiempo 72 h, n=3 96 h, n=3
A 1,00 + 0,08 1,00 + 0,04
B2,5mM 0,87 + 0,06 0,97 + 0,06
B10 mM 0,80 + 0,03 0,86 + 0,17
C2,5mM 0,60** + 0,04 0,66** + 0,02
C10 mM 0,39** + 0,03 0,52** + 0,02

Tabla 21: Analisis densitométrico de transferencia Western CTGF. Regulacioén a la baja de la proteina CTGF 72

h después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No. 218b en A549 fue reconocida. Los niveles de proteina

se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Studio™ Lite y se
normalizaron para el control sin tratar. A = control no tratado, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

Linea de células| A549
Diana CTGF
Punto de tiempo |72 h, n=1

A 1,00

B 2,5 uM 0,91

B 10 uM 1,31
C2,5uM 0,05

C 10 uM 0,086

Conclusion:

[0294] La inhibicion funcional de la sefializacion de TGF-$ se logré con la transferencia gimnética de Seq. ID No.
218b como se muestra mediante la regulacion a la baja del ARNm de CTGF diana y los niveles reducidos de
proteina CTGF en células A549 y ReNcell CX®.

3.1.2 Efectos sobre el nivel de proteina pSmad2

[0295] Se analizaron los niveles de proteina pSmad2 para ensayar la regulacién a la baja de CTGF como un
resultado especifico de la inhibicién de la sefializacion TGF-f mediada por ASO. Tincién contra pSmad2 después de
la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b después de 72 h en A549 y 96 h en células ReNcell CX®
mostré una inhibicion dependiente de la dosis de la fosforilacion de Smad2 (Figura 5). Ademas, la reduccion de los
niveles de expresion pSmad2 por ASO Seq. ID No. 218b se verificd mediante analisis de transferencia Western en
células A549 (Tabla 22).

Tabla 22: Analisis densitométrico de pSmad2 transferencia Western. Regulacion a la baja de la proteina
pSmad2 72 h después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No. 218b en A549 fue reconocida. Los niveles
de proteina se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el software Studio™ Lite y
se normalizaron para el control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

Linea de células| A549
Diana pSmad?2
Punto de tiempo |72 h, n=1

A 1,00

B 2,5 uM 1,81

B 10 uM 1,79

C2,5uM 0,66

C 10 uM 0,72
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Conclusion:

[0296] La transferencia gimnética de la Seq. ID No. 218b en células A549 y ReNcell CX® dio como resultado una
inhibicién dependiente de la dosis de mediadores posteriores de la sefializacion de TGF-B. El CTGF y la fosforilacion
de Smad2 se redujeron mediante ASO Seq. ID No. 218b, ambos indican una ruta TGF-§ inhibida.

3.2 Resultados para Seq.ID No. 218c
3.2.1 Efectos sobre el nivel de ARNm de CTGF y pSmad2

[0297] La transferencia gimnotica de ASO Seq. ID No. 218c regula a la baja el ARNm de CTGF en células A549 y
ReNcell CX® (Tabla 23). La inmunocitoquimica contra pSmad2 confirmé una inhibicién de la sefializacion de TGF-3
(Figura 6). Por lo tanto, la regulacion por disminucion del ARNm de CTGF es un efecto directo de la reduccion de la
sefalizacion de TGF-.

Tabla 23: Se observé una importante regulacion a la baja del ARNm de CTGF en células A549 y ReNcell CX®.
Los niveles de expresion de ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-
PCR cuantitativa en tiempo real y se normalizaron para controles no tratados. A = control no tratado, B = Ref.1, D =
Seq. ID No. 218c. + = SEM, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células A549 ReNcell CX
Diana CTGF CTGF

Punto de tiempo| 72 h,n=4 | 96 h, n=3

A 1,00 + 0,08 |1,00 + 0,10

B 2,5 uM 0,97 + 0,07 (0,88 + 0,08

B 10 uM 0,85+ 0,06 (0,89 + 0,07

D25uM 0,49** + 0,05/1,10 + 0,08

D10 uM 0,31** + 0,03/0,82 + 0,02

Conclusion:

[0298] ASO Seq. ID No. 218c fue eficaz en la inhibicién de la sefializacion de TGF-f3 después de la regulacién a la
baja del ARNm de TGF-R diana. Esto se examiné mediante la determinacion de ARNm de CTGF regulado a la baja
y niveles reducidos de proteina pSmad2 como un marcador para la sefalizacion de TGF-8.

[0299] En conjunto, los ASO de la invencién son eficientes en la mediacién de una inhibiciéon funcional de la
sefializacion de TGF- por regulacion a la baja de TGF-R;. Por lo tanto, los ASO de la invencion seran beneficiosos
para las indicaciones médicas en las que estan involucrados niveles elevados de TGF-f3, por ejemplo, trastornos
neurolégicos, fibrosis y progresion tumoral.

Ejemplo 4: Actividad inhibidora de los ASO de la invencion en niveles de ARNm diana en células tratadas
con TGF-B1.

4..1 Captacion gimnética de ASO en células A549 y ReNcell CX® después del pretratamiento con TGF-1

[0300] Para analizar la actividad inhibitoria de oligonucleétidos antisentido (ASO) en células progenitoras neuronales
humanas de la region del cerebro cortical (ReNcell CX®) en condiciones patoldgicas, las células se trataron
previamente con factor de crecimiento transformante B 1 (TGF-B1). Por estudios anteriores, se sabe que el TGF-31
se encuentra en altas concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR) de todos los trastornos neuronales, por
ejemplo, ALS. Por lo tanto, se examind la eficacia inhibitoria de los ASO en la sefializacion de TGFf3 después del
pretratamiento y en presencia de TGF-B1. Se utilizaron células A549 como linea celular de referencia.

Descripcion del método:

[0301] Se cultivaron A549 y ReNcell CX® como se describe anteriormente. Para los estudios de tratamiento, las
células se sembraron en una placa de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (50.000 células/pocillo) y se
incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Para el tratamiento de células A549 y ReNcell CX®, se elimino el
medio y se reemplaz6 por medio completo nuevo (0,5 ml para 24 pocillos). Después de la exposicion a TGF-31 (10
ng/ml, PromoCell C-63499) durante 48 h, se cambié el medio, se realizé6 un nuevo tratamiento con TGF-$1 en
combinacion con Ref,1 (control Revuelto, 10 uM), ASO Seq. ID No. 218b (10 uM), o0 ASO Seq. ID No. 218c (10 uM)
en medio. Las células A549 se incubaron durante 72 h mas, mientras que las células ReNcell CX® se recolectaron
después de 96 h. Por lo tanto, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el
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aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos) como se describié anteriormente. Los pares de cebadores usados para
la RT-PCR en tiempo real se enumeran en la Tabla 11,

4.1.1 Resultados para Seq. ID No. 218b

[0302] La eficacia en la regulacion por disminucion de ARNm de TGF-R; por ASO Seq. ID No. 218b no fue
influenciada por la preincubacion de TGF-1 en células A549 y ReNcell CX® (Tabla 24, Fig. 7). EIl ARNm diana en
células A549 se regul6 significativamente a la baja después del tratamiento Gnico (ARNm restante: 15% + 0,05) con
ASO, pero también después del tratamiento en presencia de TGF-B1, después del tratamiento previo (ARNm
restante: 7% + 0,01). En las células ReNcell CX® ASO Seq. ID No. 218b mostré una potencia similar en la inhibicion
del ARNm de TGF-R; en ausencia de TGF-B1 (25% + 0,01) o en presencia de TGF-1, después del tratamiento
previo de TGF-1 (17% + 0,02).

Tabla 24: En presencia de TGF-81, ASO Seq. ID No. 218b conduce a una potente regulacion a la baja del
ARNm de TGF-Ri después de la transferencia gimnética en células A549 y ReNcell CX®. Los niveles de
expresion de ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR
cuantitativa en tiempo real y se normalizaron para controles no tratados. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID
No. 218b, E = TGF-B1, + = SEM, *p <0,05, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de Dunnett.

Punto de tiempo TGF-Ru .
diana 48 h TGF-®1->72h /96 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento
Unico
. . A549 ReNcell CX
Linea de células n= 4 n=3
A 1,00 + 0,07 1,00 + 0,11
B 10 uM 0,90 + 0,17 0,89 + 0,26
C 10 uM 0,15** + 0,05 0,25+ 0,01
E 10 ng/ml 0,71+ 0,05 0,79+ 0,34
E 10 ng/ml + B 10 uM 0,74 + 0,05 0,89 + 0,25
E 10 ng/ml + C 10 yM 0,07** + 0,01 0,27 + 0,02

Conclusion:

[0303] EI ARNm diana se regul6 por disminucién de manera eficaz hasta aprox. 20% por la captacion gimnoética de
ASO inventivos en presencia de TGF-f31, después de la pre-incubacién en ambas lineas celulares ensayadas.

4.1.2 Resultados para Seq. ID No. 218c

[0304] Regulacion a la baja del ARNm de TGF-R; por ASO Seq. ID No. 218c fue eficaz en presencia de TGF-$1 en
células A549 y ReNcell CX® (Tabla 25, Fig. 8). El ARNm diana en ambas lineas celulares ensayadas se reguld
significativamente a la baja, independientemente de un solo tratamiento con ASO Seq. ID No. 218c o en presencia
con TGF-B1.

Tabla 25: En presencia de TGF-31, ASO Seq. ID No. 218c conduce a una potente regulacion a la baja del
ARNm de TGF-Ri después de la transferencia gimnética en células A549 y ReNcell CX®. Los niveles de
expresion de ARNm se cuantificaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR
cuantitativa en tiempo real y se normalizaron para el control sin tratar. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID
No. 218c, E = TGF-B1, + = SEM, *p <0,05, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de Dunnett.

Punto de tiempo diana TGF-Ry . .
48 h TGF-®1 ->72h /96 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento Unico
Linea de células A§49 ReNc_eII cx
n=2 n=2
A 1,00 + 0,12 1,00+ 0,18
B 10 uM 0,92 + 0,06 0,51 +0,14
D 10 uM 0,31** + 0,04 0,05** + 0,01
E 10 ng/ml 0,68 + 0,05 0,88 + 0,73
E 10 ng/ml + B 10 uM 0,86 + 0,04 0,45 + 0,09
E 10 ng/ml + D 10 uM 0,16** + 0,05 0,03** + 0,01
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Conclusion:

[0305] Considerados en conjunto, los ASO de la invencion fueron efectivos para regular a la baja el ARNm de TGF-
Ry en presencia de TGF-B1, lo que indica que los ASO son funcionales en condiciones patoldgicas.

Ejemplo 5: Actividad inhibidora de los ASO de la invencion en niveles de proteina diana en células tratadas
con TGF-B1.

[0306] Para analizar la actividad inhibitoria de los oligonucledtidos antisentido (ASO) en células progenitoras
neuronales humanas de la region del cerebro cortical (ReNcell CX®) en condiciones patolégicas, las células se
trataron previamente con factor de crecimiento transformante 31 (TGF-1). Por estudios anteriores, se sabe que el
TGF-B1 se encuentra en altas concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR) de todos los trastornos
neuronales, por ejemplo, ALS. Por lo tanto, se examind la eficacia inhibitoria de los ASO en la sefializacion de TGFf
después del pretratamiento y en presencia de TGF-1. Se utilizaron células A549 como linea celular de referencia.

Descripcion del método:

[0307] Las células se cultivaron como se describid anteriormente en el protocolo estandar. Para el tratamiento, las
células se sembraron en una placa de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n°® 83.3920.300) (80.000 células/pocillo) y
placas de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n°® 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se
incubaron furante la noche a 37°C y 5% de CO,. Para la investigacion de los efectos de transferencia gimnética
(A549 y ReNcell CX), después de la incubacion previa con TGF-B1 (Promocell n.°C-63499), se elimind el medio y se
reemplazo6 por medio completo nuevo (1 ml para platos de 6 pocillos y bandejas de cultivo de células de 8 pocillos).
Tras la exposicion de TGF-1 (10 ng/ml, 48 h), se cambié el medio, se afadid TGF-B1 (10 ng/ml), Ref.1 (control
aleatorizado, 10 uyM) y ASOs inventivos (10 uM). En combinacion y en tratamiento Unico, a las células. Las células
A549 se incubaron durante 72 h mas, mientras que las células ReNcell CX® se recolectaron después de 96 h. Por lo
tanto, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el aislamiento de proteinas (placas
de 6 pocillos) después del andlisis de transferencia Western o el examen inmunocitoquimico de células (en placas
de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Los procedimientos para las técnicas utilizadas se realizaron como
se describe anteriormente. Los anticuerpos y diluciones usados para los métodos respectivos se enumeran en la
Tabla 13y 14.

Resultados después de la transferencia gimnética

[0308] El analisis de transferencia Western e inmunocitoquimico para células A549 mostré que los ASO que tienen
Seq. ID No. 218b, Seq. ID No. 218c, Seq. ID No. 210q, Seq. ID No. 213k, Seq. ID No. 143h, Seq. ID No. 152h, Seq.
ID No. 209az, Seq. ID No. 209y genera una potente regulacion hacia abajo del objetivo en presencia de TGF-31
(Tabla 26). La tincion de TGF-R; en células ReNcell CX® fijas confirmo los resultados observados en células A549.
Los ASO ensayados revelaron una fuerte regulacion hacia abajo del objetivo después del tratamiento individual, pero
también en presencia de TGF-p1.

Tabla 26: Analisis densitométrico de transferencia Western TGF-Ri. Se observé una reduccién de la proteina
TGF-R, después de la incubacion previa con TGF-1 seguida de una transferencia gimnética con diferentes ASO en
A549. Los niveles de proteina se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el
software Studio™ Lite y luego se normalizaron para el control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq.
ID No. 218b, C = Seq. ID No. 218b, D = Seq. ID No. 218c, F = Seq. ID No. 210g, G = Seq. ID No. 213k, H = Seq. ID
No. 143h, | = Seq. ID No. 152h, J = Seq. ID No. 209az, K = Seq. ID No. 209y, E = TGF-1

Diana TGF-Ru
Punto de tiempo|48 h TGF-®1 -> 72 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento Unico
Linea de células Aﬂi“?
A 1,00
B 10 uM 1,20
C 10 uM 0,31
D 10 uM 0,42
F 10 uM 0,45
G 10 uM 0,35
H 10 uM 0,47
10 uM 0,33
J 10 uM 0,27
K10 uM 0,30
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(continua)
Diana TGF-Ru
Punto de tiempo (48 h TGF-®1 -> 72 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento Unico
Linea de células Aﬂi‘?
E 10 ng/ml 2,03
E 10 ng/ml + B 10 uM 1,50
E 10 ng/ml + C 10 uM 0,78
E 10 ng/ml + D 10 uM 1,16
E 10 ng/ml + F 10 yM 1,21
E 10 ng/ml + G 10 uM 0,83
E 10 ng/ml + H 10 uM 1,02
E 10 ng/ml + 1 10 yM 0,76
E 10 ng/ml + J 10 yM 0,69
E 10 ng/ml + K 10 uM 0,77

Conclusion:

[0309] Preincubacion de TGF-B1 seguida de transferencia gimnoética de Seq. ID No. 218b, Seq. ID No. 218c, Seq. ID
No. 210q, Seq. ID No. 213k, Seq. ID No. 143h, Seq. ID No. 152h, Seq. ID No. 209az, y Seq. ID No. 209y dio como
resultado, ademas de la regulacion a la baja del ARNm diana, una reduccién del nivel de proteina en las células
A549 y ReNcell CX®.

Resultados después de la transferencia gimnética con otros ASOs:

[0310] El analisis de transferencia Western mostré una cantidad reducida de proteina TGF-R; en células A549
(Tabla 27) después de la transferencia gimnética durante 72 h en comparacion con células no tratadas y células
tratadas con control aleatorizado. La preincubacion de TGF-31 seguida de una transferencia gimnética de las ASO
ensayadas provocO una reduccion en comparacion con las células que fueron tratadas previamente con TGF-31
seguida de una transferencia gimnoética con un control aleatorizado. Examen inmunocitoquimico de A549 y ReNcell
CX® después de la tincion contra TGF-Ry mostré que los ASO ensayados mediaron en una fuerte reduccion de la
proteina diana después de la transferencia gimnética con o sin tratamiento previo de TGF-f31.

Tabla 27 Analisis densitométrico de transferencia Western TGF-Ry. Se pudo detectar la reduccion de la proteina
TGF-R, después de la incubacion previa con TGF-B1 seguida de una transferencia gimndtica con otros
oligonucledtidos antisentido (ASO) especificos de TGF-R; en A549. Los niveles de proteina se determinaron en
relacion con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el software Studio™ Lite y luego se normalizaron para el
control no tratado. La reduccion del nivel de proteina para ASO 1 - 25 se indica con la siguiente clave: A = menos del
10% inferior a la SEQ ID NO 143h; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior a la SEQ ID NO: 143h; C = mas
del 20% pero menos del 30% inferior a la SEQ ID NO: 143h. La reduccion del nivel de proteina para ASO 26 - 48 se
indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la SEQ ID NO 152h; B = mas del 10% pero menos
inferior al 20% de la SEQ ID NO 152h; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 152h. La
reduccion del nivel de proteina para ASO 49 - 74 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior al valor
medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior al valor
medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior al valor
medio derivado de la Seq. ID No. 209az y Seq. ID No. 209y. La reduccion del nivel de proteina para ASO 75 - 100 se
indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la SEQ ID NO 210q; B = mas del 10% pero menos que
20% inferior ala SEQ ID NO 210q; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 210q. La
reduccion del nivel de proteina para ASO 101 - 124 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior al
valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c; B = mas del 10% pero menos del 20% inferior al
valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior al
valor medio derivado de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c. La reduccion del nivel de proteina para ASO 125 -
152 se indica con la siguiente clave: A = menos del 10% inferior a la SEQ ID NO 213k; B = mas del 10% pero menos
del 20% inferior a la SEQ ID NO 213k; C = mas del 20% pero menos del 30% inferior a la SEQ ID NO 213k.

87



ES 2705066 T3

N° ASO en prueba|Seq ID No.[Resultado
1 233d B
2 234d A
3 143j C
4 143p A
5 143q A
6 143r A
7 143w A
8 143af B
9 143ag C
10 143ah C
11 235b B
12 235d A
13 141d A
14 141g A
15 141i B
16 237b A
17 237c A
18 237i C
19 237m A
20 238c A
21 238f A
22 239%e B
23 240c B
24 241b C
25 242a C
26 246e C
27 247d A
28 248b A
29 248e B
30 248g A
31 152k B
32 152s B
33 152t B
34 152u B
35 152ab C
36 152ag B
37 152ah A
38 152ai A
39 249c A
40 249e A
41 250b A
42 250g B
43 251c A
44 251f A
45 252e B
46 253c A
47 254b C
48 255a C
49 259 C
50 260d B
51 261b A
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(continua)

N° ASO en prueba|Seq ID No.[Resultado
52 261e B
53 261g A
54 262d B
55 262e A
56 209s A
57 209v B
58 209w A
59 209x C
60 209ai B
61 209an C
62 209at B
63 209au B
64 209av B
65 263b B
66 263c A
67 263i B
68 263m A
69 264e A
70 264h A
71 265e B
72 266¢ A
73 267b B
74 268a B
75 272e B
76 273d B
77 274a A
78 274d B
79 274f A
80 2759 A
81 275i B
82 2100 A
83 210v B
84 210w B
85 210x C
86 210ab B
87 210ac A
88 210ad B
89 210af A
90 210am B
91 276b B
92 276¢ A
93 276j B
94 276k B
95 277d A
96 277e A
97 278f B
98 279c B
99 280b C
100 281a C
101 220d C
102 221d B
103 222b A
104 222c¢ A
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(continua)

N° ASO en prueba|Seq ID No.[Resultado
105 222f B
106 223c B
107 223f A
108 218ad B
109 218n A
110 218t B
111 218u B
112 218v C
113 218ah (o
114 218an A
115 218a0 B
116 218ap B
117 224 B
118 224m B
119 225¢ A
120 225f A
121 226e B
122 227c B
123 228b C
124 229a C
125 285d C
126 286d A
127 287d B
128 287e A
129 287f A
130 288e A
131 288i A
132 289d B
134 289h A
135 2890 B
136 289p A
137 289q B
138 2130 B
139 213p B
140 213q B
141 213s B
142 213y B
143 213z B
144 213aa B
145 213af (o
146 290c A
147 290f B
148 290i A
149 291c B
150 292c C
151 293b C
152 29%4a (o
125 285d C

Conclusion:

[0311] Incluso después de la preincubacién de TGF-f1, la transferencia gimnética de ASO inventivos da como
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resultado la reduccion de la proteina TGF-R; en células A549 y ReNcell CX®.

Ejemplo 6: Analisis de los efectos de los ASO de la invencion a la via de senalizacion descendente de TGF-
Ri después de la preincubacion con TGF-1

[0312] Los analisis funcionales se realizaron en células de cancer de pulmén humano (A549) y células precursoras
neuronales humanas (ReNcell CX®). Se analiz6 la via de sefalizacion en sentido descendente de TGF-f1, luego de
una eficaz regulacion a la baja del ARNm de TGF-R; y la reduccién de los niveles de proteina por transferencia
gimnética de los ASO inventivos en presencia de TGF-1.

[0313] Por lo tanto, se evaluaron los niveles de ARNm y proteina del factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF), conocidos como mediadores en sentido descendente de TGF-B. Ademas, se examind la fosforilacion de
Smad2 (madres contra el homologo 2 decapentaflégico). La fosforilacion de Smad2 es un marcador para una ruta
activa de TGF-( seguida por la regulacion positiva del gen diana CTGF en sentido descendente.

Descripcion del método:

[0314] Las células se cultivaron como se describié anteriormente en el protocolo estandar. Para el tratamiento, las
células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n°® 83.1836.300) (50.000 células/pocillo), placas
de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300) (80.000 células/pocillo) y cultivo celular de 8 pocillos platos de
portaobjetos (Sarstedt n® 94.6140.802)(10.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO..
Para la investigacion de los efectos de transferencia gimnética (células A549 y ReNcell CX®), después de la
incubacion previa con TGF-B1, se eliminod el medio y se reemplazé por medio completo fresco (1 ml para placas de 6
pocillos y placas de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Tras la exposicion de TGF-1 (10 ng/ml, 48 h), se
cambio el medio, TGF-31 (10 ng/ml), Ref.1 (control aleatorizado, 10 uM), ASO con Seq. ID No. 218b (10 uM), y ASO
con Seq. ID No. 218c (10 yM) se afiadié en combinacién y en un solo tratamiento a las células. Las células A549 se
incubaron durante 72 h mas, mientras que las células ReNcell CX® se recolectaron después de 96 h. Por lo tanto,
las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se utilizaron para el ARN (placas de 24 pocillos) y el
aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos) o el examen inmunocitoquimico de las células (en placas de
portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Para evaluar los efectos en el nivel de ARNm de CTGF, se realizé RT-
PCR en tiempo real como se describié anteriormente. El par de cebadores para el analisis de CTGF estaba listo
para usar y estandarizado. Para verificar los niveles de proteina CTGF y pSmad2, se usaron transferencia Western e
inmunocitoquimica como se describié anteriormente. El tipo y las diluciones usadas de anticuerpos para el método
respectivo se enumeran en la Tabla 13 y 14.

6.1. Resultados para Seq. ID No. 218b
6.1.1 Efectos sobre los niveles de ARNm y proteinas de CTGF

[0315] El ARNm de CTGF se reguld por disminucion después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No.
218b en células A549 (72 h, 0,52 + 0,05) y ReNcell CX® (96 h, 0,70 + 0,25), mientras que la incubacién de TGF-31
durante 5 dias (A549: 48 h + 72 h, 6,92 + 2.32) o 6 dias (ReNcell CX: 48 h + 96 h, 1,60 + 015) respectivamente,
causaron una regulacion positiva significativa del ARNm de CTGF. ASO Seq. ID No. 218b fue lo suficientemente
potente como para provocar una regulaciéon a la baja del ARNm de CTGF al bloquear los efectos de TGF-$1 en
presencia de TGF-B1 (Tabla 28, Fig. 11). De acuerdo con las observaciones de los niveles de ARNm, la tincion
inmunoquimica contra CTGF también confirmo estas observaciones para los niveles de proteina (Figura 12).

Tabla 28: Regulacion a la baja del ARNm de CTGF en presencia de TGF-B1 seguido de transferencia
gimnética con Seq. ID No. 218b en células A549 y ReNcell CX®. Los niveles de expresion de ARNm se
cuantificaron en relacion con el mantenimiento de GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real
normalizada para el control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1, + = SEM,
*p <0,05, **p <0,01 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Diana CTGF
Punto de tiempo |48 h TGF-®1 ->72 h /96 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento Unico
. . A549 ReNcell CX
Linea de células - -
n=5 n=3

A 1,00 + 0,22 1,00 + 0,04
B 10 uM 0,89+ 0,19 0,85 + 0,01
C 10 uM 0,52 + 0,05 0,70* + 0,25
E 10 ng/ml 6,92* + 2,32 1,60** + 0,15
E 10 ng/ml + B 10 uM 8,79** + 2,72 1,71** + 0,03
E 10 ng/ml + C 10 uM 2,53** 10,59 1,19** £ 0,04

91



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705066 T3

Conclusion:

[0316] En presencia de TGF-B1 y después del tratamiento de ASO Seq. ID No. 218b resultdé en primer lugar en la
regulacion a la baja del ARNm de TGF-R; y secundario en los niveles de proteina y ARNm de CTGF reducidos en
células A549 y ReNcell CX®. Eso indica que ASO Seq. ID No. 218b es lo suficientemente potente como para estar
activo en condiciones patoldgicas de alto TGF-1 y es capaz de rescatar de los efectos mediados por TGF-31.

6.1.2 Efectos sobre el nivel de proteina pSmad2

[0317] Para verificar si la regulaciéon a la baja de CTGF es una consecuencia de la inhibicion especifica de la
sefalizacion de TGF-B, mediada por ASO Seq. ID No. 218b en presencia de TGF-31, se analizaron los niveles de
proteina pSmad2.

[0318] Tincién de pSmad2 después de la incubacion previa con TGF-1 seguida de transferencia gimnética de ASO
Seq. ID No. 218b con exposicion paralela a TGF-B1 conduce a una inhibicién de la fosforilacién de Smad2 en ambas
lineas celulares analizadas (Figura 13). Ademas, los niveles reducidos de proteina pSmad2 se verificaron mediante
analisis de transferencia Western en células A549 y ReNcell CX® (Tabla 29).

Tabla 29: Analisis densitométrico de transferencia Western pSmad2. Regulacién a la baja de la proteina
pSmad2 después de la transferencia gimnoética con ASO Seq. ID No. 218b fue reconocida. También se encontré una
reversion de los efectos mediados por TGF-B1 por ASO inventivos, cuando se compararon los tratamientos de
combinacion. Los niveles de proteina se determinaron en relaciéon con el gen de mantenimiento GAPDH utilizando el
software Studio™ Lite y luego se normalizaron para el control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq.
ID No. 218b, E = TGF-B1. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido por las
comparaciones post hoc de "Dunnett".

Diana pSmad2
Punto de tiempo 48 h TGF-B1->72h /96 h TGF-f1 + ASOs / Unico tratamiento
Linea de células A549 ReNcell CX
n=2 n=2

A 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
B 10 uM 1,23 + 0,47 0,89 + 0,22
C 10 uM 0,58 + 0,08 0,66 + 0,14
E 10 ng/ml 1,40 + 0,31 1,19 + 0,61
E 10 ng/ml + B 10 uM 1,27 + 0,46 2,19 +0,76
E 10 ng/ml + C 10 uM 0,81+ 0,31 1,55+ 0,42

Conclusion:

[0319] ASO Seq. ID No. 218b da como resultado una inhibicién funcional de la sefalizacion de TGF-B en células
A549 y ReNcell CX® en presencia de TGF-31, confirmada por una fosforilacion reducida de Smad2.

6.2 Resultados para Seq. ID No. 218c
6.2.1 Efectos sobre el nivel de ARNm y proteina de CTGF

[0320] Los datos muestran que la regulacion del ARNm de CTGF después del tratamiento de combinacion con ASO
Seq. ID No. 218c y TGF-B1 (A549: 0,86, ReNcell CX®: 0,23) en comparacion con el tratamiento combinado con
control aleatorizado y TGF-B1 (A549: 5,89, ReNcell CX®: 1,25) (Tabla 30 y Fig. 14). Ademas de estas
observaciones, la tinciéon inmunoquimica de CTGF confirmé la prevencion de los efectos mediados por TGF-1 en el
nivel de proteina por ASO Seq. ID No. 218c (Figura 15).

Tabla 30: Niveles de ARNm de CTGF después de la incubacion previa con TGF-B1 seguida de transferencia
gimnética de Seq. ID No. 218c y tratamiento paralelo de TGF-$1 en células A549 y ReNcell CX®. Los datos
confirmaron la prevencion efectiva de los efectos de TGF-B1 en los niveles de ARNm de CTGF por ASO Seq. ID No.
218c. Se cuantificaron los niveles de expresion de ARNm en relaciéon con el gen de mantenimiento GNB2L1
utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real normalizada para los controles no tratados. A = control no tratado, B =
Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-31, + = SEM, **p <0,01 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de
"Tukey".
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Diana CTGF
Punto de tiempo |48 h TGF-®1 -> 72 h /96 h TGF-®1 + ASOs / Unico tratamiento
. . A549 ReNcell CX
Linea de células - ~
n=3 n=2

A 1,00 + 0,05 1,00 + 0,03
B 10 uM 0,86 + 0,11 0,85 + 0,01
D 10 uM 0,53 + 0,10 0,17* + 0,02
E 10 ng/ml 4,71+ 1,76 1,39 + 0,08
E 10 ng/ml + B 10 uM 5,89* + 2,16 1,25+ 0,44
E 10 ng/ml + D 10 uM 0,86**%0,06 0,23*** 10,02

Conclusion:

Los datos confirmaron una prevencion eficaz de los efectos inducidos por TGF-B1 en los niveles de proteina y
ARNmM de CTGF por ASO Seq. ID No. 218c.

6.2.2 Efectos sobre el nivel de proteina pSmad2

[0322] Para verificar si la regulacién a la baja de CTGF (6.2.1) es una consecuencia de la inhibicion de sefializacion
de TGF-B1 mediada por ASO Seq. ID No. 218c, incluso en presencia de preincubacién con TGF-$1, se analizaron
los niveles de proteina pSmad2.

[0323] La induccion de la fosforilaciéon de Smad2 por TGF-B1 (1,52 + 0,19), mientras que la transferencia de ASO
gimnética mediada por una reduccién de pSmad2 en células A549 (0,89 + 0,05). La preincubacion de TGF-31 con el
siguiente tratamiento de combinacion da como resultado la supresion de los efectos de TGF-1 en la fosforilacion de
Smad2 (Analisis de Transferencia Western, Tabla 31). La inmunocitoquimica respaldé los datos observados por
analisis de transferencia Western (Figura 16).

Tabla 31: Analisis densitométrico de transferencia Western pSmad2. Regulacién a la baja de la proteina
pSmad2 después de medirse la transferencia gimnoética con ASO Seq. ID No. 218c. Cuando se compararon los
tratamientos combinados, se demostro la supresién de los efectos mediados por TGF-$1 por los ASO inventivos.
Los niveles de proteina se determinaron en relacion con el gen housekeeping GAPDH utilizando el software Studio™
Lite y los controles normalizados a no tratados. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-p1.
Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de

"Dunnett".
Diana pSmad2

Punto de tiempo |48 h TGF-®1 -> 72 h TGF-®1 + ASOs / Unico tratamiento

Linea de células Ani429
A 1,00 + 0,00
B 10 uM 1,23+ 0,27
D 10 uM 0,89 + 0,05
E 10 ng/ml 1,52+ 0,19
E 10 ng/ml + B 10 uM 1,27 + 0,29
E 10 ng/ml + D 10 uM 0,93 + 0,35

Conclusion:

[0324] ASO Seq. ID No. 218c esta inhibiendo eficientemente la sefializacion de TGF- después de la incubacion
previa con TGF-B1 seguida de transferencia gimnoética de ASO. Esto se demostré mediante el examen de los niveles
de proteina pSmad2 aguas abajo.

[0325] En conjunto, los ASO inventivos son extraordinariamente capaces de mediar una inhibicién funcional de la
sefializacion de TGF-B en presencia de niveles patologicos de TGF-B1 altos mediante una regulaciéon por
disminucion eficiente del ARNm de TGF-R;. Por lo tanto, los ASO de la invencién seran beneficiosos en las
indicaciones médicas en las que estan involucrados niveles elevados de TGF-B, por ejemplo, trastornos
neurolégicos, fibrosis, progresion tumoral y otros.
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Ejemplo 7: Determinacion de la actividad profilactica de los oligonucleétidos antisentido a nivel de ARNm
(TGF-B1 posterior al tratamiento)

[0326] Para analizar la actividad profilactica de oligonucledtidos antisentido (ASO) en células progenitoras
neuronales humanas de la region del cerebro cortical (ReNcell CX®), los ASO se transfirieron a las células mediante
captacion gimnética después del tratamiento del Factor-1 de crecimiento transformador (TGF-31).

Descripcion del método:

[0327] Las células A549 y ReNcell CX® se cultivaron como se describe anteriormente. Para los estudios de
tratamiento profilactico, las células se sembraron en una placa de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n°
83.1836.300)(50.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO.. Posteriormente, Ref.1
(control aleatorizado, 10 mM) o ASO con Seq. ID No. 218b (10 mM) se agregaron a los medios durante 72 h (A549)
0 96 h (ReNcell CX®). Tras el tiempo de incubacion después de la transferencia gimnotica, se afiadié TGF-31 (10
ng/ml, Promocell C-63499), sin reemplazo de medio, a las células durante 48 h mas. Para la recoleccion, las células
se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos)
después del analisis de ARNm mediante RT-PCR en tiempo real. Se utilizaron pares de cebadores listos para uso y
estandarizados para RT-PCR en tiempo real y se mezclaron con la solucion Mastermix lista para usar
(SsoAdvanced™ Universial SYBR® Green Supermix (BioRad 172-5271) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (BioRad Prime PCR Quick Guide).Los métodos se realizaron como se describe anteriormente.

7.1 Resultados para Seq. ID No. 218b

[0328] Eficacia en la regulacion por disminucion de ARNm de TGF-R; por ASO Seq. ID No. 218b no fue influenciada
por TGF-B1 después de la incubacion en células A549 y ReNcell CX® (Tabla 32). Se mostré6 una disminucion
significativa del ARNm diana en las células ReNcell CX® después del tratamiento unico (0,33* + 0,11) con ASO Seq.
ID No. 218b. La transferencia gimnética de ASO con el postratamiento de TGF-B1, redujo fuertemente el ARNm de
TGF-R; diana. En células A549, Seq. ID No. 218b mostré una potencia similar en la inhibicién del ARNm de TGF-R;
en un tratamiento Unico (0,25 + 0,07) o combinado con post-incubacion de TGF-1 (0,24 + 0,06).

Tabla 32: Regulacion a la baja del ARNm de TGF-Ri después de la transferencia gimnética después del
tratamiento con TGF-$1 de ASO inventiva en células A549 y ReNcell CX®. Se cuantificaron los niveles de
expresion de ARNm en relacién con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real
normalizada para el control no tratado. A = control no tratado, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1. + =
SEM, *p <0,05 en referencia a A, **p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Diana TGF-Ri

Punto de tiempo 72h /96 h ASOs -> 48 h TGF-®1
Li . A549 ReNcell CX

inea de células - -
n=3 n=3

A 1,00 + 0,44 1,00 + 0,19
B 10 uM 0,95+ 0,22 1,42+ 0,14
C 10 uM 0,25+ 0,07 0,33* + 0,11
E 10 ng/ml 1,96 + 0,16 1,42 + 0,08
E 10 ng/ml + B 10 yM| 1,14 + 0,39 1,25+ 0,14
E 10 ng/ml + C 10 yM| 0,24*++0,06 0,56*+*0,10

Conclusion:

[0329] Captacion gimnotica de ASO Seq. ID No. 218b seguido de TGF-1 después de la incubacion fue eficaz en la
regulacion a la baja del ARNm de TGF-R; diana, lo que indica que ASO Seq. ID No. 218b es factible para el
tratamiento profilactico en indicaciones médicas.

Ejemplo 8: Determinacién de la actividad inhibitoria de las ASO inventivas a nivel de proteina después del
tratamiento con TGF-$1

[0330] Para analizar la actividad profilactica de las ASO inventivas en células progenitoras neuronales humanas de
la region del cerebro cortical (ReNcell CX®), las ASO se transfirieron a las células mediante captacion gimnética
después del tratamiento con TGF-B1.

Descripcion del método:
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[0331] Las células se cultivaron como se describe anteriormente en el protocolo estandar. Para el tratamiento, las
células se sembraron en placas de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n° 94.6140.802) (10.000
células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente, se agregaron a los medios
Ref.1 (control aleatorizado, 10 uM) o nimero de identificacion de secuencia ASO 218b (Seq. ID No. 218b, 10 M)
durante 72 h (A549) o 96 h (ReNcell CX®). Después de la transferencia gimnética, se afiadio TGF-f1 (10 ng/ml,
Promocell C-63499), sin reemplazo de medio, a las células durante 48 h mas. Para la recoleccion, las células se
lavaron dos veces con PBS y posteriormente se utilizaron para el analisis inmunocitoquimico. El procedimiento se
realiz6 como se describe anteriormente. Los anticuerpos y diluciones usados para los métodos respectivos se
enumeran en la Tabla 13 y 14.

8.1 Resultados de la reduccion de la proteina TGF-R; después de la transferencia gimnética con Seq. ID No.
218b luego del tratamiento con TGF-£31

[0332] El analisis inmunocitoquimico contra TGF-R para células A549 y ReNcell CX® mostré que ASO Seq. ID No.
218b genera una potente regulaciéon hacia abajo de la diana de ARNm de TGF-R; después de seguir el tratamiento
con TGF-B1 (Figura 17).

Conclusién:

[0333] Transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b después del tratamiento con TGF-1 dio como resultado
una regulacion a la baja del ARNm, asi como una fuerte reduccién del nivel de proteina TGF-R; en células A549 y
ReNcell CX®.

[0334] En conjunto, la eficacia de la regulacion a la baja de la proteina TGF-R; mediada por ASO Seq. ID No. 218b
en combinacion con el postratamiento de TGF-1 todavia se dio, concluyendo que las ASO de la invencion son
efectivas para aplicaciones profilacticas.

Ejemplo 9: Efectos del tratamiento con ASO en la via de sefalizacion descendente de TGF-Ri después del
tratamiento con TGF-$1.

[0335] La eficacia de las ASO inventivas en la mediacion de una inhibicion de la sefializacién de TGF-$ se evalud
para el tratamiento con TGF-B1 seguido de transferencia gimnética en células de cancer de pulmoén humano (A549)
y células precursoras neuronales humanas (ReNcell CX®). Por lo tanto, se analizaron las moléculas derivadas de la
sefializacion de TGF-B, Smad3 (madres contra el homologo 3 decapentafléjico) y el factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF).

Descripcion del método:

[0336] Las células se cultivaron como se describe anteriormente en el protocolo estandar. Para el tratamiento, las
células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n® 83.1836.300) (50.000 células/pocillo) y placas
de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n°® 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se incubaron
durante la noche a 37°C y 5% CO.. Después, Ref.1 (control aleatorizado, 10 pM) o ASO Seq. ID No. 218b (10 pM)
se agregaron a los medios durante 72 h (A549) o 96 h (ReNcell CX®). Después de la transferencia gimnética, se
afadié TGF-B1 (10 ng/ml, Promocell C-63499) sin reemplazo de medio durante 48 h mas. Para la recoleccion, las
células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el aislamiento de ARN (placas de 24
pocillos) o el examen inmunocitoquimico de células (en placas de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Para
evaluar los efectos en el nivel de ARNm de CTGF, se realizo6 RT-PCR en tiempo real como se describié
anteriormente. El par de cebadores para el analisis de CTGF estaba listo para uso y estandarizado. Para determinar
los niveles de proteina pSmad3, se utilizé la inmunocitoquimica como se describiéd anteriormente. El tipo y las
diluciones usadas de anticuerpos para el método respectivo se enumeran en la Tabla 13 y 14.

9.1. Resultados para Seq. ID No. 218b
9.1.1 Efectos en el nivel de ARNm de CTGF y pSmad3

[0337] EIl ARNm de CTGF se redujo después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No. 218b en A549 (5
dias: 0,67 *+ 0,02) y células ReNcell CX® (6 dias: 0,70 + 0,02). Al agregar TGF-31 después de 72 horas o 96 horas
respectivamente, las células reaccionan con un aumento del ARNm de CTGF, pero en comparacion con la
transferencia gimnotica del control mezclado después del tratamiento con TGF-B1, la induccion del ARNm de CTGF
se redujo fuertemente (Tabla 33). Para verificar si la regulacion a la baja del ARNm de CTGF fue una consecuencia
de la inhibicion de la sefalizacion del TGF-f3, mediada por la ASO Seq. ID No. 218b, también después de seguir el
tratamiento con TGF-B1, se examinaron los niveles de proteina pSmad3. La Fig. 18 demuestra que la sefializacion
de TGF- estaba de hecho bloqueada por la transferencia gimnoética de ASO Seq. ID No. 218b en células A549
(Figura 18 A) y ReNcell CX® (Figura 18 B). Este efecto también estuvo presente después de la transferencia
gimnética de ASO ensayada después del tratamiento con TGF-f31.
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Tabla 33: Regulacion a la baja del ARNm de CTGF después de la transferencia gimnética de ASO Segq. ID No.
218b seguido por tratamiento con TGF-B1 en células A549 y ReNcell CX®. La cuantificacién de los niveles de
expresion de ARNm se realizo en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en
tiempo real y luego se normaliz6 a un control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E =
TGF-B1. + = SEM, *p <0,05, **p <0,01 en referencia a A, + p <0,05, **p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas
se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Diana CTGF
Punto de tiempo (72 h /96 h ASOs -> +/- 48 h TGF-®1
Li . A549 ReNcell CX
inea de células - -
n=3 n=3

A 1,00+ 0,13 1,00 + 0,09
B 10 uM 0,80 + 0,03 1,07 + 0,07
C10uM 0,67 + 0,02 0,70 + 0,02
E 10 ng/ml 4,54** + 0,68 1,56* + 0,08
E 10 ng/ml + B 10 uM| 4,07** + 0,38 1,62* + 0,09
E 10 ng/ml + C 10 yM|  1,90*%0,03 0,97++%0,10

Conclusion:

[0338] Transferencia gimnoética de ASO Seq. ID No. 218b dio como resultado una regulacion a la baja del ARNm y la
proteina de TGF-Ry, asi como también niveles reducidos de ARNm y pSmad3 de CTGF en células A549 y ReNcell
CX®, independientemente del tratamiento con TGF-p1.

[0339] Eso indica que ASO Seq. ID No. 218b es lo suficientemente potente como para ser también activo en
condiciones profilacticas para reanudar o reducir los efectos mediados por TGF-1 en curso.

Ejemplo 10: Analisis de los posibles efectos proinflamatorios y toxicologicos de los oligonucleétidos
antisentido

10.1 Ensayo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
[0340] Para analizar las propiedades inmunoestimuladoras (oligonucleétido antisentido) (ASO), se incubaron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) con ASO de control y compuestos de prueba seguidos de ELISA para

IFNa y TGFa.

Descripcion del método:

[0341] Se aislaron PBMC de capas buffy correspondientes a 500 ml de unidades de transfusion de sangre completa.
Cada unidad se obtuvo de voluntarios sanos y se utilizé glucosa-citrato como anti-aglutinante. La capa leucocitaria
fue preparada y entregada por el Banco de Sangre Suhl en el Instituto de Medicina Transfusional de Alemania. Cada
donacioén de sangre se monitorizd para detectar anticuerpos contra el VIH, anticuerpos contra el VHC, antigeno HBs,
TPHA, ARN del VIH y SPGT (ALAT). Solo las muestras de sangre con resultado negativo para agentes infecciosos y
con un valor SPGT normal se utilizaron para la separacion de leucocitos y eritrocitos mediante centrifugacion a baja
velocidad. El aislamiento de PBMC se realiz6 aproximadamente 40 h después de la donacion de sangre por
centrifugacion en gradiente usando Ficoll-Histopague® 1077 (Heraeus™ Multifuge™ 3 SR). Para el ensayo de IFNq,
las PBMC se sembraron a 100.000 células/96 pocillos en 100 yl de medio completo mas aditivos (RPMI1640, + L-
Glu, + 10% FCS, + PHA-P (5 pg/ml), + IL-3 (10 pg/ml) y los compuestos de ensayo (5 pl) se agregaron para
incubacion directa (24 h, 37°C, 5% CO,). Para el ensayo de TNFa, las PBMC se sembraron a 100.000 células/96
pocillos en 100 yl de medio completo sin aditivos (RPMI1640, + L-Glu, + 10% FCS) y se agregaron compuestos de
prueba (5 pl) para incubacién directa (24 h, 37°C, 5% CO,). El ELISA (medicion duplicada de los sobrenadantes
combinados, 20 pl) para hulFNa (eBioscience, #BMS216INSTCE) se realizé de acuerdo con el protocolo del
fabricante. EI ELISA (medicidon duplicada de sobrenadantes combinados, 20 ul) para huTNFa (eBioscience,
#BMS223INSTCE) se realizé de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Resultados:

[0342] No hubo efecto inmunoestimulador del tratamiento con ASO en las PBMC indicadas por la secrecion de IFNa
no detectable (Tabla 34) y TNFa (Tabla 35) tras la incubacion de ASO. La funcionalidad del ensayo esta ensayada
por el efecto inmunoestimulador de ARNsi inmunoestimulador, conjugado con colesterol (XD-01024; IFNa) y
poliinosinico: poli (acido cititidilico) (poli I:C; TNFa; InvivoGen # tIrl-pic) que es un analogo sintético del ARN de doble
cadena, se une a TLR3 y estimula el sistema inmune.
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Tabla 34 Respuesta de IFNa a la exposicion inventiva de ASO: muestra la respuesta de IFNa de las PBMC tras
la incubacién de ASO. La cuantificacion de los niveles de expresion se determind en controles positivos (ODN2216
[oligonucledtido CpG de clase A; reconocido por TLR9 y que conduce a fuertes efectos inmunoestimulantes;
InvivoGen tlrl-2216], poli I: C, XD-01024) usando el ensayo ELISA.

. Medio de duplicados [pg/ml]
Candidato de prueba Donante 1 Donante 2
muestra - 0,084 0,720
Seq. ID No. 209y - 0,061 - 0,039
Seq. ID No. 209t - 0,308 - 0,520
Seq. ID No. 209v - 0,191 - 1,252
Seq. ID No. 218b - 0,001 - 0,093
Seq. ID No. 218m - 0,140 - 0,163
Seq. ID No. 218q - 0,755 0,005
Seq. ID No. 218c - 0,852 - 0,805
Seq. ID No. 218t - 0,469 0,450
ODN2216 0,300 1,311
polil:C - 1,378 2,053
XD-01024 13,961 26,821
Todos los valores salvo control positivo (XD-01024) por debajo del limite de cuantificacion

Tabla 35 Respuesta de TNFa a la exposicion a ASO de la invencidn: la cuantificacion de los niveles de expresion
se determind para controlar a los candidatos (ODN2216, poli I: C, XD-01024) utilizando el ensayo ELISA.

. Medio de duplicados [pg/ ml]
Candidato de prueba Donante 1 Donante 2
muestra 0,647 -0,137
Seq. ID No. 209y 2,397 -0,117
Seq. ID No. 209t 0,734 0,193
Seq. ID No. 209v 0,360 0,063
Seq. ID No. 218b 0,670 0,183
Seq. ID No. 218m 0,594 0,519
Seq. ID No. 218q 0,049 0,194
Seq. ID No. 218c -0,212 0,029
Seq. ID No. 218t 0,593 0,758
ODN2216 0,085 0,894
poli I:C 115,026 102,042
XD-01024 1,188 1,418
Todos los valores salvo el control positivo (poli I:C) por debajo del limite de cuantificacion

10.2 Toxicologia in vivo de los oligonucleétidos antisentido de la invencion.

[0343] Para analizar las propiedades toxicoldgicas de los oligonucledtidos antisentido (ASO), los ratones C57/BI6N
recibieron tres inyecciones de ASO, y luego del sacrificio, se examinaron los niveles de transaminasas en suero,
higado y rifién.

Descripcion del método:

[0344] Los ratones hembras C57/BI6N a la edad de 6 semanas se trataron con compuestos de ensayo (Seq. ID No.
218b, Seq. ID No. 218c) durante siete dias. Las ASO (200 pl, 15 mg/kg/BW) se inyectaron por via intravenosa en el
dia uno, dos y tres del periodo de tratamiento. El desarrollo del peso corporal (Seq. ID No. 218c) se monitoriz6é cada
dia consecutivo y en el dia cuatro se recogié el suero de la vena fascicularis. El dia ocho, los animales se
sacrificaron (CO>) y el suero de la vena cava, el higado (trozos de ~ 50 mg), los rifiones y el pulmén se recolectaron
para la cuantificacion de ARNm y transaminasa. Los niveles de ARNm de TGF-R; se determinaron en el lisado de
higado, rifidon y pulmén mediante un ensayo de ADNc (kit QuantiGene®, Panomics/Affimetrix). La transaminasa de
aspartato (ASP) y la transaminasa de alanina (ALT) se midieron en Cobas Integra® 400 de suero diluido 1:10.
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Tabla 36: Niveles de expresion en suero de transaminasa de alanina y transaminasa de aspartato de ratones
C57/BI6N después de la inyeccion repetida de ASO iv. La cuantificacion de los niveles de expresion se logro
comparando con los niveles de expresion de los animales tratados con solucién salina. + = SEM.

Transaminasas de suero [U/L]
Compuesto de prueba| 3 dias post inyeccion 7 dias post inyeccion
ALT AST ALT AST
13,87 + 1,44/47,33 + 15,88/ 64,91 + 21,01 | 108,99 + 13,56
13,68 + 3,33/ 53,50 + 6,99 | 12,47 + 1,64 | 33,35+ 8,17
16,66 + 6,2967,23 + 29,91| 17,49+ 2,81 | 45,75 + 17,14
18,29 + 6,37|69,96 + 35,44287,29 + 65,39|273,45 + 101,33
11,70 + 3,80 36,44 + 5,36 | 11,11 +6,31 | 40,81 + 13,32
19,60 + 8,62/67,61 + 42,75/ 18,38 + 4,60 | 48,91 + 17,86
13,59 + 3,2854,47 + 36,15/ 96,00 + 46,74 | 89,12 + 21,82
9,52 +9,21|67,18 + 28,60 9,99 + 2,29 | 28,29 + 2,23

Seq. ID No. 209ax
Seq. ID No. 143h
Seq. ID No. 152h
Seq. ID No. 209ay
Seq. ID No. 210q
Seq. ID No. 218b
Seq. ID No. 213k
Salina

Tabla 37: Niveles de expresion de TGF-Ri en tejidos de higado, rifion y pulmoén de ratones C57/BI6N después
de una inyeccion repetida de ASO iv. La cuantificacion de los niveles de expresion se logré comparando con los
niveles de expresion de los animales tratados con solucién salina. + = SEM.

Expresion de TGF-RIl ARNm/GAPDH ARNm
Compuesto de prueba— —

Higado Rif6n Pulmon
Seq. ID No. 209ax 0,64 +0,03 |1,31+0,11 13,25+ 0,67
Seq. ID No. 143h 0,26 +0,02 1[0,65+0,22 11,10+ 0,11
Seq. ID No. 152h 0,58+0,10 10,87 +0,17 [13,42+0,69
Seq. ID No. 209ay 0,62+0,06 [1,30+0,10 [13,93 +0,57
Seq. ID No.210q 0,39+0,06 1[0,83+0,15 [13,53+1,23
Seq. ID No. 218b 0,72+0,08 0,97 +0,06 |[15,63+1,45
Seq. ID No. 213k 0,42 + 0,01 1,20+ 0,04 |14,44 + 1,03
Salina 0,66 +0,04 (1,10+0,08 (15,14 +0,65

Tabla 38: Niveles de expresion en suero de transaminasa de alanina y transaminasa de aspartato de ratones
C57/BI6N después de la inyeccion repetida de ASO iv. La cuantificacion de los niveles de expresion se logro
comparando con los niveles de expresion de los animales tratados con solucién salina. + = SEM.

Transaminasas de suero [U/L]
Compuesto de pruebal 3 dias post inyeccion | 7 dias post inyeccion
ALT AST ALT AST
24,63 + 2,10, 51,87 + 5,99 (18,10 + 4,01/39,99 + 2,09
28,68 + 3,23/79,95 + 30,24(14,52 + 4,89|36,08 + 3,32

Seq. ID No. 218c
Saline

Tabla 39: Niveles de expresion de TGF-Ry en el tejido hepatico y renal de ratones C57/BI6N después de una
inyeccion repetida de ASO iv. La cuantificacion de los niveles de expresion se logré comparando con los niveles
de expresion de los animales tratados con solucion salina. + = SEM.

TGF-RIl mMRNA/GAPDH mRNA expression
Compuesto de prueba—; -

Liver Kidney
Seq. ID No. 218c 0,21 + 0,03 0,16 + 0,02
Saline 0,35 + 0,05 0,24 + 0,03

Tabla 40: Desarrollo del peso corporal durante el paradigma de tratamiento ASO de 7 dias. El aumento de
peso corporal se cuantificé en comparacion con el peso corporal en el dia 0, que se establecié en 100%.
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0,
Compuesto Desarlr;;:o de peso corporal [%]

de prueba |Dija 0 Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 7

1
Sod: 1D NO-1400%/99%(09% [99% (102%[104%

Salina 100%99%|100%|100%|101%|103%

[0345] Conclusién: No hubo efectos proinflamatorios o toxicos de las ASO relevantes de la invencién en los PBMC o
ratones C57/BI6N. Por lo tanto, el tratamiento con ASO dirigido a TGF-R refleja un método seguro para tratar una
variedad de trastornos asociados con TGF-f3.

Ejemplo 11: Determinacion de la infusion intracerebroventricular de ASO inventivas sobre la inhibicion del
tallo neural inducida por TGF-B y la proliferacion de células progenitoras neurales in vivo

[0346] El objetivo del presente estudio fue el de evaluar el potencial de las ASO inventivas frente a TGF-R| i) para
prevenir y ii) tratar los efectos inducidos por TGF-B1 sobre la proliferacion de células progenitoras y de los tallos
neurales in vivo.

Descripcion del método:

11.1 Prevencion de la regulacion a la baja de la neurogénesis asociada a TGF-p1

[0347] Las ratas hembra Fischer-344 de dos meses de edad (n = 32) recibieron infusiones intracerebroventriculares
a través de miniculturas osmoticas (Model 2002, Alzet) conectadas a canulas de acero inoxidable. La implantacion
quirdrgica de las minibombas se realizd bajo anestesia profunda mediante inyecciones intramusculares. Los
animales se infundieron con ASO inventivas de acuerdo con la invencién (concentracion de 1,64 mM presente en la
bomba), ASO mezclado (concentracion de 1,64 mM presente en la bomba) o aCSF (liquido cefalorraquideo artificial)
durante 7 dias. En el dia 8, se cambiaron las bombas y los animales se infundieron con i) aCSF, ii) TGF-$1 (500
ng/ml presente en la bomba), iii) TGF-B1 (500 ng/ml presente en la bomba) mas ASO revuelto (concentracion 1,64
mM presente en la bomba) o iv) TGF-B1 (500 ng/ml presente en la bomba) mas ASO inventivo (concentracion 1,64
mM presente en la bomba) durante 14 dias. Al final del periodo de infusion, todos los animales se perfundieron
transcardialmente con un 4% de paraformaldehido. Los cerebros se analizaron para la localizacién del tracto de la
canula y los animales con la colocacion incorrecta de la canula se excluyeron del analisis. Durante las ultimas 24
horas del periodo de bombeo, los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de 200 mg/kg de bromo-
desoxiuridina (BrdU).

[0348] El tejido se procesd para inmunodeteccion cromogénica de células positivas para BrdU en secciones
sagitales de 40 um. Las células positivas para BrdU se contaron dentro de tres marcos de conteo de 50 pm x 50 pm
por seccién ubicados en la parte mas baja, media y superior de la zona subventricular. Los perfiles positivos que
intersectaron el plano focal superior (plano de exclusion) o los limites de exclusion lateral del marco de conteo no se
contaron. Para el analisis del hipocampo, se determiné el volumen del hipocampo y se contaron todas las células
positivas dentro y adyacentes a los limites. Los recuentos totales de los perfiles positivos se multiplicaron por la
relacion entre el volumen de referencia y el volumen de muestreo para obtener el nimero estimado de células
positivas para BrdU para cada estructura. Todas las extrapolaciones se calcularon para un hemisferio cerebral y
deben duplicarse para representar los valores cerebrales totales. Los datos se presentan como valores medios de +
desviaciones estandar (DE). El analisis estadistico se realizd utilizando la comparacion de la prueba t no pareada,
prueba t de Student entre los grupos tratados con TGF-B1 y de control (software GraphPad Prism 4, EE.UU.). El
nivel de significacion se asumio en p <0,05.

11.2 Tratamiento de la regulacion a la baja de TGF-81 asociada a la neurogénesis

[0349] Los animales recibieron aCSF o TGF-B1 humano recombinante (500 ng/ml presente en la bomba) a un
caudal de 0,5 yl por hora durante 14 dias. Después de 14 dias, se cambiaron las bombas y los animales se
infundieron con i) aCSF, ii) TGF-B1 humano recombinante (500 ng/ml presente en la bomba) o co-infundido con iii)
ASO inventivo (1,64 mM concentracion presente en la bomba) mas TGF-f1 humano recombinante (500 ng/ml
presente en la bomba) o iv) ASO revuelto (concentracion de 1,64 mM presente en la bomba) mas TGF-31 humano
recombinante (500 ng/ml presente en la bomba). Al final del periodo de infusidn, todos los animales se perfundieron
transcardialmente con un 4% de paraformaldehido. Los cerebros se analizaron para la localizacién del tracto de la
canula y los animales con la colocacion incorrecta de la canula se excluyeron del analisis. Durante las ultimas 24
horas del periodo de bombeo, los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de 200 mg/kg de bromo-
desoxiuridina (BrdU). El analisis histologico se realizé como se describe anteriormente (11.1).

Resultados:
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[0350] El tratamiento con ASO de Seq. ID No. 143aj, Seq. ID No. 143h y Seq. ID No. 210q especificamente y
parcialmente redujo el efecto del TGF-B1 sobre la proliferacion celular en el hipocampo y en la pared del ventriculo.
El tratamiento con una ASO inventiva rescata especificamente y parcialmente el efecto inhibitorio de TGF-1 en la
neurogénesis.

[0351] Conclusion: Las ASO de la presente invencion que demuestran reactividad cruzada con roedores inducen
neurogénesis en este experimento in vivo. Las ASO de la presente invencion que no muestran reactividad cruzada,
ejercen efectos aliin mas potenciales en experimentos in vitro. Como resultado, se asume que estas ASO inventivas
también son mas efectivas en configuraciones in vivo para primates y humanos no humanos y, por lo tanto, actuan
como una medicacién altamente potente para prevenir o tratar la inhibicién inducida por TGF-1 de la proliferacion
del tallo neural y progenitores.

Ejemplo 12: Analisis del efecto de los oligonucleétidos antisentido de la invencion sobre la proliferacion y
marcadores especificos de células progenitoras neuronales humanas

[0352] La esclerosis lateral amiotrofica (ALS) es un trastorno neurodegenerativo letal que no tiene un tratamiento
efectivo hasta el momento. La actual campaiia de genética molecular esta dilucidando cada vez mas la patogénesis
molecular de esta enfermedad mortal, de estudios anteriores se sabe que el TGF-f se encuentra en altas
concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con ALS. Se sabe que estos altos niveles de TGF-
B circulante promueven la quiescencia de las células madre y, por lo tanto, causan la inhibicion de la neurogénesis
adulta dentro de la zona subventricular (SVZ) del cerebro. Por lo tanto, la regeneracion de las neuronas
degenerativas parece prevenirse mediante una sefalizacion TGF-f3 mejorada.

[0353] Para determinar si la inhibicion selectiva de la sefalizacion de TGF-B mediada por los oligonucleétidos
antisentido inventivos podria permitir la reactivacion de la neurogénesis adulta, se debe ensayar la evidencia de la
detencion del ciclo celular mediada por TGF-3.

Descripcion de los métodos:

[0354] Estudios de detencién del ciclo celular: las células se cultivaron como se describe anteriormente en el
protocolo estandar. Para los experimentos, las células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt
#83.1836.300) (30.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Para la determinacion
de los efectos mediados por TGF-B1 en el ciclo celular en condiciones proliferativas (+EGF/FGF) (Millipore: EGF
GF144, bFGF #GF003) o diferenciador (-EGF/FGF), las células se trataron durante 4 dias con TGF-1. (PromoCell
#C-63499, 10 o 50 ng/ml) después de retirar y reemplazar el medio respectivo. En el dia 4, el medio se refrescé y el
tratamiento con TGF-f31 se repitié hasta el dia 7. En el dia 7, las células se recogieron lavando dos veces con PBS y
posteriormente se usaron para el aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos) como se describe anteriormente. Para
evaluar los efectos mediados por TGF-B1 en el ciclo celular mediante RT-PCR en tiempo real, se analizaron el
ARNm del marcador de proliferacion Ki67, el gen p53 supresor de tumores, el inhibidor de la quinasa dependiente de
ciclina 1 (p21) y el marcador de neurogénesis Doublecortin (DCX). Los pares de cebadores respectivos se enumeran
en la Tabla 11.

[0355] Analisis de ARNm para los efectos de ASO Seq. ID No. 218b en células progenitoras neurales humanas: Las
células se cultivaron como se describié anteriormente en el protocolo estandar. Para los experimentos, las células se
sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000 células/pocillo) y se incubaron
durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Para los experimentos presentes, se cambi6 el medio celular y Ref.1 (control
aleatorizado, 2,5 y 10 uM), ASO con Seq. ID No. 218b (2,5 y 10 uM) o TGF-1 (10 ng/ml, Promocell C-63499) se
agregaron a las células durante 96 h. Después del tiempo de incubacion, el medio se cambié una vez mas y se
realizd un tratamiento adicional durante 96 h mas. Después de 8 dias de tratamiento se recogieron las células. Las
células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el aislamiento de ARN (placas de 24
pocillos). Para evaluar los efectos en las células progenitoras, se determinaron los niveles de ARNm de Nestin
(marcador neuronal temprano), Sox2 (marcador neuronal temprano), DCX (indicador de neurogénesis) y Ki67
(marcador de proliferacion) mediante RT-PCR en tiempo real como se describié anteriormente. Los pares de
cebadores respectivos se enumeran en la Tabla 11,

[0356] Efectos proliferativos y diferenciadores de las ASO especificas de TGFRII por transferencia gimnoética en
células ReNcell CX®: El siguiente objetivo fue el de investigar si la ASO especifica de TGF-R; influye en la
proliferacion de células ReNcell CX®. Por lo tanto, las células se cultivaron como se describié anteriormente y se
sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000 células/pocillo) o placas de
portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n° 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se incubaron durante
la noche a 37°C y 5% de CO,. Para obtener una curva de proliferacion, las células se trataron después del cambio
de medio durante 72 h con Ref.1 (control aleatorizado, 2,5 y 10 yM) y con ASO Seq. ID No. 218b (2,5 y 10 pM).
Después del tiempo de incubacion, el cambio de medio y el tratamiento se repitieron dos veces. Después de recoger
el sobrenadante, las células restantes se recogieron de placas de 24 pocillos para la determinacion del nimero de
células. Para este proposito, las células restantes se lavaron con PBS (2x), se trataron con acutasa (500 pl/pocillo) y
se incubaron durante 5 min a 37°C. Posteriormente, se agregaron 500 yl de medio y el niumero de células se
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determiné utilizando la fluorescencia del contador celular automatizado Luna FL™ y el campo brillante (Biozym, n°
872040) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregaron 18 pl de la suspension celular a
2 ml de un kit de viabilidad de ensayo de naranja de acridina/yoduro de propidio (Biozym 872045). Después de 1
minuto de sedimentacion, se agregaron 10 ul al porteobjetos de conteo de células (Biozym 872011), las células se
contaron y se calcularon en células/ml totales y el porcentaje de células vivas en comparacién con las células
muertas. Después de la transferencia gimnética de Ref.1 (10 pM), Seq. ID No. 218b (10 uM) y el tratamiento
correspondiente de TGF-B1 (10 ng/ml) durante 8 dias, las células de placas de portaobjetos de cultivo celular de 8
pocillos se fijaron y se tifieron con un anticuerpo contra Ki67. Para investigar la capacidad de diferenciacion de las
células ReNcell CX® después de la transferencia gimnética, otras placas de portaobjetos de cultivo celular de 8
pocillos se trataron con Ref.1 (10 uM), Seq. ID No. 218b (10 uM) y tratamiento correspondiente de TGF-31 (10
ng/ml) durante 96 h en condiciones proliferativas (+ EGF/FGF). Posteriormente, una parte de las células se trato
durante 96 h mas en condiciones de proliferacion, mientras que la otra parte de las células se traté y se mantuvo en
condiciones de diferenciacion (- EGF/FGF). Tras la tincion de las células, se determinaron los niveles de expresion
de Neurofilament N (NeuN) y BllI-tubulina mediante microscopia de fluorescencia. El protocolo para recolectar, fijar y
tefir las células se describié anteriormente y las diluciones de anticuerpos respectivas se enumeran en la Tabla 14.

[0357] Analisis de ARNm de marcadores para la proliferaciéon y neurogénesis después de la transferencia gimnética
después de la preincubacién con TGF-B1: Las células se cultivaron como se describe anteriormente en el protocolo
estandar. Para los experimentos, las células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n°
83.1836.300) (30.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Para inducir la detencién
del ciclo celular, las células ReNcell CX® se trataron con TGF-B1 durante 4 dias. Luego se cambio el medio y se
afnadié recientemente TGF-B1 (10 ng/ml). Se cambié el medio de un dia 8 por mas tiempo y se realizd una
transferencia gimnotica durante 96 h agregando Ref.1 (10 uM), Seq. ID No. 218b (10 uM) en combinacién con TGF-
B1 (10 ng/ml). Las células se recogieron después de la incubaciéon lavando dos veces con PBS. Tras el aislamiento
de ARN y el analisis de ARNm mediante RT-PCR en tiempo real se realizaron como se describe.

12.1.1 Mediacion de la detencién del ciclo celular por TGF-B1 en células progenitoras neurales humanas

[0358] La deteccion de marcadores de quiescencia de células madre mostré que el TGF-B1 media la detencion del
ciclo celular 7 dias después de la exposicién de las células. La expresiéon de ARNm del marcador de proliferacion
Ki67 se redujo de forma dependiente de la dosis. Ademas, la expresion del ARNm del gen p53 supresor de tumores
fue regulada a la baja en correlacion con la concentracion de TGF-B1. En contraste, el inhibidor de la quinasa 1
dependiente de ciclina (p21) estaba significativamente regulado por el TGF-B1. En resumen, estos resultados
indican la quiescencia de células madre inducida por TGF-B1. Curiosamente, el DCF, un marcador para la
neurogénesis, se redujo fuertemente con el TGF-B1 (Tabla 41).

Tabla 41: expresion de ARNm de Ki67, p27, p21 y DCX 7 dias después del tratamiento con TGF-f31 en células
ReNcell CX®. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento
GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control
no tratado, E = TGF-B1. + = SEM, *p <0,05 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
Ordinario de una via seguido de la comparacién multiple post hoc de "Tukey".

Conclusién

[0359] La proliferacion de células ReNcell CX® fue bloqueada por TGF-31.

Linea de células . RcheII CxX -
Niveles de ARNm 7 dias tras exposicion a TGF-®1
Diana Ki67 n=3 | p53 n=3 p21 n=3 DCX n=3

A + EGF/FGF 1,00 + 0,38(1,00 + 0,38| 1,00 + 0,25 | 1,00 + 0,49

E 10 ng/ml + EGF/FGF|0,67 + 0,20|0,66 + 0,18|1,90* + 0,22|0,37 + 0,06
E 50 ng/ml + EGF/FGF|0,43 + 0,09|0,42 + 0,06| 1,45 + 0,16 |0,16 + 0,01
A - EGF/FGF 1,00 + 0,15(1,00 + 0,13| 1,00 + 0,14 | 1,00 + 0,31

E 10 ng/ml - EGF/FGF|0,87 + 0,08/0,97 + 0,10| 1,00 + 0,04 |0,72 + 0,14
E 50 ng/ml - EGF/FGF|0,93 + 0,11]0,93 + 0,09| 0,90 + 0,09 |0,71 + 0,24

12.1.2 Resultados de los efectos de oligonucleétidos antisentido en marcadores de células madre
neuronales humanas

[0360] Para averiguar el efecto de ASO Seq. ID No. 218b en marcadores de células madre, 8 dias después de la
transferencia gimnaética repetida (2 x 96 h) en células ReNcell CX®, se analizaron diferentes marcadores de células
progenitoras neurales tempranas (Tabla 42). Los niveles de expresion génica de Nestina y Sox2 no fueron
influenciados por ASO Seq. ID No. 218b. El ARNm de GFAP estaba ligeramente regulado al alza después de la
transferencia gimnoética con 10 yM de ASO Seq. ID No. 218b y, por el contrario, el DCX se indujo claramente
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después de la absorcion gimnética de ASO Seq. ID No. 218b. La expresion de todos los marcadores ensayados se
redujo considerablemente después del tratamiento con TGF-1 (8d) (Tabla 42, Fig. 19).

Tabla 42: expresion de ARNm de Nestina, Sox2, GFAP y DCX 8 dias después de la transferencia gimnética de
Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX®. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacion con el
gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el
control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-1, + = SEM, + p <0,05 en
referencia a C 2,5 mM, p <0,05 en referencia a C 10 mM. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de la comparacién multiple post hoc de "Tukey".

Linea de células . . ReNcell C.:X . . -
Niveles de ARNm 8 dias tras la transferencia gimnética o exposicion a TGF-®1
Diana Nestin n=4 Sox2 n=4 GFAP n=4 DCX n=4

A 1,00+ 0,18 | 1,00 + 0,25 1,00 + 0,22 1,00 + 0,32
B25uM 0,97 +0,32 | 0,88+ 0,33 0,78 + 0,13 1,31+ 0,42

B 10 uM 0,89+0,16 | 0,79+0,13 1,02 + 0,20 1,44 + 0,48
C25uM 1,09 + 0,21 0,93 + 0,09 0,99 +0,14 1,67 + 0,46

c10uM 0,90+0,09 | 0,89+0,11 1,21+ 0,11 1,95 + 0,37

E 10 ng/ml 0,48+0,12 | 0,32+0,06 | 0,41#+ 0,13 0,05+# + 0,01

Conclusion:

[0361] Los resultados para el analisis de ARNm indican que ASO Seq. ID No. 218b guia las células ReNcell CX® en
la direccion de un estado similar a una célula madre (regulacion hacia arriba GFAP). Ademas, la induccién de DCX
indica una neurogénesis elevada. El tratamiento con TGF-f1 resulta en una direccién opuesta.

12.1.3 Resultados de los efectos de oligonucleétidos antisentido en la proliferacion de células madre
neuronales humanas

[0362] Se realizd un analisis adicional para investigar si la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b tiene
efectos reales en la tasa de proliferacion al contar las células 9 dias después de la transferencia gimnética repetida
(3 x 72 h) y la determinacion de los niveles de proteina Ki67 8 dias después de la absorcion gimnética (2 x 96 h).

Resultados

[0363] El numero de células aumentd después de la absorcion gimnoética de ASO Seq. ID No. 218b de acuerdo con
un aumento en la expresion de proteinas del marcador de proliferacién Ki67 observado en la tinciéon inmunoquimica
de las células (Tabla 43, Fig. 20). El analisis de fluorescencia de la tincion inmunocitoquimica también revel6 una
parada de proliferaciéon mediada por TGF-1.

Tabla 43: Numero de células aumentado 9 dias después de la transferencia gimnética repetida (3 x 72 h) de
células ReNcell CX®. El numero de células se determiné utilizando la fluorescencia del contador celular
automatizado Luna FL™ y el campo brillante (Biozym, n® 872040) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
= control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM.

L(':gfjaie ReNcell CX
N° de células Células vivas x 105, n = | Células muertas x 105, n =
2 2
A 3,34 + 0,09 0,51 + 0,05
B 2,5uM 4,34 + 0,56 0,60 + 0,09
B 10 uM 4,36 + 0,96 0,58 + 0,09
C25uM 4,63+ 1,28 0,47 + 0,02
C10uMm 5,24 + 0,42 0,37 + 0,02

Conclusién
[0364] Transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX® da como resultado un aumento

en el numero de células, en paralelo con una expresion aumentada de la proteina Ki67, lo que indica en conjunto
una mayor proliferacion de precursores neuronales.

102



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2705066 T3

12.1.3 Resultados de los efectos de oligonucleétidos antisentido en la capacidad de diferenciacion de las
células madre neuronales humanas

[0365] Para excluir una influencia de ASO Seq. ID No. 218b en la capacidad celular para diferenciar, ASO Seq. ID
No. 218b se transfirio a las células por absorcion gimnética durante 96 h en condiciones de proliferacion (+
EGF/FGF). Después del tiempo de incubacion, se cambié el medio y se afiadié una parte del medio proliferativo de
las células, mientras que a la otra parte se agregd el medio de diferenciacion de las células (- EGF/FGF).
Posteriormente, se realiz6 otra transferencia gimnética durante 96 h. Las células se analizaron mediante niveles de
expresion de marcadores neuronales, neurofilamento N (NeuN) y BllI-tubulina.

Resultados

[0366] La tincion inmunoquimica contra NeuN (Figura 23A) y BllI-tubulina (Figura 23B) no demuestra efectos sobre
la capacidad de diferenciacion después de la transferencia de ASO gimnética en condiciones proliferativas, seguida
de transferencia gimnotica bajo condiciones diferenciadoras. La sefial de Blll-tubulina, una proteina especifica de la
neurona humana, no fue influenciada por ASO Seq. ID No. 218b en condiciones de diferenciacion y fue comparable
al control sin tratar. Ademas, la expresion de NeuN no se vio afectada después de la transferencia gimnoética en
condiciones de diferenciacién. Por lo tanto, las células todavia son capaces de diferenciarse en células neurales.
Sorprendentemente, las células ReNcell CX® expresaron el marcador neuronal NeuN y BllI-tubulina después de la
transferencia gimnética de ASO en condiciones proliferativas (2 x 96 h) para ambos periodos, lo que indica que la
transferencia gimnética de ASO podria promover un cambio especifico en la diferenciacion de las neuronas incluso
bajo condiciones proliferativas. Ademas, se observaron tasas de proliferacion elevadas de células precursoras
neurales (Tabla 43, Fig. 20). Ademas, la tincion contra NeuN reveld que las células tratadas con ASO Seq. ID 218b
parece mas viable en comparacion con todos los otros tratamientos (Figura 21A). Obviamente, las células que
fueron tratadas con TGF-f1 fueron significativamente menos proliferativas.

Conclusién

[0367] La capacidad de diferenciacion no fue influenciada por ASO Seq. ID No. 218b. Curiosamente, las células
ReNcell CX® mostraron diferenciacion a neuronas después de la transferencia gimnética en condiciones
proliferativas y diferenciadoras. Esto indica en contexto a la observacién de una mayor tasa de proliferacion, que la
ASO Seq. ID No. 218b promueve la neurogénesis con una tendencia hacia la diferenciacion neuronal elevada.

12.1.4 Resultados de los oligonucleétidos antisentido de la invencion sobre la proliferacion de células madre
neuronales humanas después de la incubacion previa con TGF-1

[0368] Para analizar si la transferencia gimnotica de ASO Seq. ID No. 218b es eficaz para revertir los efectos
mediados por TGF-B1 en células ReNcell CX®; se realizaron estudios adicionales con preincubacién de TGF-1
durante 7 dias, seguido de transferencia gimnética durante 8 dias (2 x 96 h).

Resultados

[0369] La expresion génica de GFAP (Tabla 44, Fig. 22A) como un marcador neuronal temprano, Ki67 (Tabla 44,
Fig. 22B), como marcador de proliferacion, y DCX (Tabla 44, Fig. 22C) como marcador de neurogénesis fueron
elevados después de un solo tratamiento con ASO, mientras que el TGF-1 dio lugar a lo contrario. Ademas, 7 dias
después de la incubacién previa con TGF-B1, el tratamiento con ASO de la invencion revirtié los efectos inducidos
por TGF-B1. Asi, el analisis demuestra que ASO Seq. ID No. 218b es potente en la recuperacion de los efectos
mediados por TGF-f31 sobre células madre y marcadores de proliferacion

Tabla 44: Expresion de ARNm de GFAP, Ki67 y DCX 7 dias después de la incubacion previa con TGF-1
seguida de 2 x 96 h de transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX®. Los niveles de
expresion de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR
cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C =
Seq. ID No. 218b, E = TGF-1, + = SEM, Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via
seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".
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Linea de células ReNcell CX
Niveles de ARNm 7 dias tras pre-incubacion de TGF-31 seguida por 2 x 96
h de transferencia gimnotica
Diana GFAP n=2 Ki67 n=1 DCX n=2
A 1,00 + 0,20 1,00 1,00 + 0,16
B 10 uM 1,62 +0,15 0,91 1,52 + 0,24
C10uM 2,23 +0,52 1,52 4,82+1,15
E 10 ng/ml 0,76 + 0,01 0,48 0,68 + 0,03
E 10 ng/ml + B 10 uM 0,58 + 0,07 0,61 0,83 + 0,10
E 10 ng/ml + C 10 uM 2,04 + 1,04 7,40 1,55+ 0,24

Conclusién

[0370] Los resultados indican que la neurogénesis adulta podria reactivarse mediante el bloqueo mediado por ASO
especifico de TGF-R; de la invencién de la sefalizacion de TGF-(.

[0371] Considerados en conjunto, las células rescatadas de ASO Seq. ID No. 218b especificas a TGF-R;. de la
quiescencia de células madre mediadas por TGF-f y promueve la neurogénesis en adultos sin tener un impacto en
la diferenciacion. Esto lo convierte en un farmaco de tratamiento ideal para la reparacion del cerebro.

Ejemplo 13: Determinacion de la actividad terapéutica de la progresion de la enfermedad de oligonucleétidos
antisentido de la invencion de ALS en ratones SOD1

[0372] Para analizar el potencial terapéutico de las ASO como medicacion para la esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), los ratones SOD1 G93A transgénicos machos y hembras se trataron con diferentes dosis de ASO inventivas
mediante la administracion de icv en el ventriculo lateral a través de minibombas osmoéticas ALZET®. Ademas, se
utilizé riluzol como referencia. El riluzol es un medicamento utilizado para tratar la esclerosis lateral amiotréfica y se
comercializa por Sanofi Pharmaceuticals. Retrasa la apariciéon de la dependencia de ventilador o traqueostomia en
pacientes seleccionados y puede aumentar la supervivencia en aproximadamente dos o tres meses

Descripcion del método:

[0373] Para una infusidon central de larga duraciéon, una canula icv unida a una minibomba osmotica Alzet®
(velocidad de infusion: 0,25 pl/h, Alzet®, Model 2004, Cupertino, EE.UU.), se implanté estereotaxicamente bajo
anestesia con isoflurano (Baxter, GmbH, Alemania) y condiciones semi-estériles. Cada minibomba osmoética se
implanté por via subcutanea en la regiéon abdominal a través de una incision en la piel de 1 cm en el cuello del raton
y se conectd con la canula icv mediante un tubo de silicona. Los animales se colocaron en un marco estereotaxico, y
la canula icv (23G, 3 mm de longitud) se redujo en el ventriculo lateral derecho (posterior 0,3 mm, lateral 1 mm,
profundidad 3 mm en relacion con bregma). La canula se fij6 con dos tornillos de acero inoxidable utilizando
cemento dental (Kallocryl, Speiko® Dr. Speier GmbH, Miinster, Alemania). La piel del cuello se cerrd con suturas.
Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar infecciones
postquirdrgicas, los ratones fueron tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg, Alemania)
y recibieron 0,1 ml de antibidticos (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo se llené con
la solucidn respectiva. Para determinar los efectos de las ASO en el desarrollo y la progresion de la ALS, el inicio de
los sintomas, la paresia y la supervivencia se utilizaron como criterios de valoracion in vivo. A la edad de nueve
semanas, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los cerebros para el analisis neuropatoldgico. La verificacion
histolégica de los sitios de implantacion de icv se realizé en cortes cerebrales tefiidos con violeta de cresilo de 40
pm.

[0374] Las ASO de la invencion ejercen efectos potenciales en experimentos in vitro. Muy en linea, las ASO
inventan reactividad cruzada de roedores con la Seq. ID No. 143aj, Seq. ID No. 143h y Seq. ID No. 210g también fue
eficaz en los experimentos anteriores que demuestran un efecto en el tratamiento de animales modelo de ALS. Las
ASO de la presente invencion que demuestran que no hay reactividad cruzada ejercen mas efectos potenciales en
experimentos in vitro. Como resultado, se asume que estas ASO inventivas también son mas efectivas en
configuraciones in vivo para primates y humanos no humanos y, por lo tanto, actian como una medicacion
altamente potente para prevenir o tratar la inhibicion inducida por TGF-B1 de la proliferacién del tallo neural y
progenitores, y por lo tanto tratar la ALS y otros trastornos neurodegenerativos.

Ejemplos 14: Determinacion de la actividad terapéutica de las ASO inventadas antisentido dirigidas a TGF-Ry
en el desarrollo de la enfermedad y la progresion de la enfermedad de Huntington en ratones R6/2

[0375] Para analizar el potencial terapéutico de las ASO como medicacion para la enfermedad de Huntington (HD),
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se trataron ratones R6/2 transgénicos machos y hembras con diferentes dosis de ASO especifico de TGF-R;
inventivo mediante la administracion de icv en el ventriculo lateral mediante minibombas osméticas.

[0376] Descripcion del método: para la infusion central crénica, los ratones se sometieron a una cirugia para una
canula icv unida a una minibomba osmética Alzet® (velocidad de infusion: 0,25 pl/h, Alzet®, Model 2004, Cupertino,
EE.UU.) A la edad de cinco afios semanas. La canula y la bomba se implantaron estereotaxicamente bajo anestesia
con ketamina/xilacina (Baxter, GmbH, Alemania) y en condiciones semi-estériles. Cada minibomba osmdtica se
implanté por via subcutanea en la region abdominal a través de una incisién de piel de 1 cm en el cuello del raton y
se conectd con la canula icv mediante un tubo de silicona. Los animales se colocaron en un marco estereotaxico, y
la canula icv (23G, 3 mm de longitud) se redujo en el ventriculo lateral derecho (posterior 0,3 mm, lateral 1 mm,
profundidad 3 mm en relacion con bregma). La canula se fij6 con dos tornillos de acero inoxidable utilizando
cemento dental (Kallocryl, Speiko®-Dr. Speier GmbH, Miinster, Alemania). La piel del cuello se cerrd con suturas.
Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar infecciones
postquirdrgicas, los ratones fueron tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg, Alemania)
y recibieron 0,1 ml de antibiéticos (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo se llend con
la solucion respectiva. Para determinar los efectos de las ASO en el desarrollo y la progresion de la EH, el inicio de
los sintomas, la fuerza de agarre, la motricidad general y la supervivencia se utilizaron como criterios de valoracion
in vivo. A la edad de nueve semanas, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los cerebros para el analisis
histolégico. La verificacion histolégica de los sitios de implantacion de icv se realizé en cortes cerebrales tefiidos con
violeta de cresilo de 40 um.

[0377] Las ASO inventivas ejercen efectos potenciales en experimentos in vitro. Muy en linea, las ASO inventan
reactividad cruzada de roedores con la Seq. ID No. 143aj, Seq. ID No. 143h y Seq. ID No. 210q también fue eficaz
en los experimentos anteriores que demuestran un efecto en el tratamiento de animales modelo Huntington. Las
ASO de la presente invencion que no demuestran reactividad cruzada ejercen mas efectos potenciales en
experimentos in vitro. Como resultado, se asume que estas ASO inventivas también son mas efectivas en
configuraciones in vivo para primates no humanos y humanos y, por lo tanto, actian como una medicacion
altamente potente para prevenir o tratar la inhibicion inducida por TGF-B1 de la proliferacién del tallo neural y
progenitores, y por lo tanto tratar la HD y otros trastornos neurodegenerativos.

Ejemplo 15: Determinacion de la actividad terapéutica de las ASO de la invencion en la progresion de la
enfermedad de hidrocefalia inducida por TGFB y déficits cognitivos asociados en ratas Fischer-344

[0378] El objetivo del presente estudio es tratar a los animales que sufren los efectos inducidos por el TGF( sobre i)
la proliferacion de células madre neurales y la neurogénesis, ii) la formacion de hidrocefalia y iii) los déficits de
aprendizaje espacial por infusion intraventricular de ASO inventiva de una manera dependiente de la dosis.

[0379] Descripciéon del método: Se implantaron minibombas osméticas para infusion intracerebroventricular en ratas
Fischer-344 hembras de 180 a 200 g de peso corporal (Nwta = 70, Ngowp = 10). Se infundieron a) liquido
cefalorraquideo artificial (aCSF: NaCl 148,0 mM, KCI 3,0 mM, CaCl; 1,4 mM, MgCl; 0,8 mM, Na;HPO4 1,5 mM,
NaH2PO4 0,2 mM, 100 pg/ml de suero de rata albumina, 50 yg/ml Gentamycin, pH 7,4) como control, o b) TGF-1 1
pg/ml en aCSF utilizando una bomba osmética Alzet® 2004 con un caudal de 0,25 pl/h durante 14 dias. Después de
14 dias, se cambiaron las bombas y se utilizaron las bombas osméticas Alzet® 2004 (caudal de 0,25 pl/h) para las
siguientes infusiones: aCSF o TGF-1 (1 pg/ml) en combinacion con concentraciones variables de TGF-R; ASO (Se
inyectaron 1,1 mmol/l, 3,28 mmol/l, 9,84 mmol/l) o ASO revueltos (3,28 mmol/l) (2 x 4 semanas). Durante los ultimos
cuatro dias del periodo de infusion, los animales recibieron una inyeccion intraperitoneal diaria de BrdU (50 mg/kg de
peso corporal) para marcar las células en proliferacion. Se extraen las bombas y, dos semanas después, los
animales se analizan funcionalmente en una prueba de aprendizaje espacial (Morris-Water-Maze) durante 14 dias.
Un dia después, los animales se perfunden con NaCl al 0,9%, se extraen los cerebros, el hemisferio ipsilateral se fija
en paraformaldehido al 4% para el analisis histologico cuantitativo de PCNA, BrdU, DCX, BrdU/NeuN y BrdU/GFAP,
y para el analisis estereolégico del volumen de los ventriculos laterales como medida para la hidrocefalia. El
hemisferio contralateral se disecciona aun mas y se procesan diferentes areas (pared del ventriculo, hipocampo,
corteza) para RT-PCR cuantitativa para analizar los niveles de expresion de TGF-R;. Se tomaron imagenes de RM
de 4 animales del grupo 1, grupo 3 y grupo 6 el dia cuatro antes de la implantacién de la bomba, una semana
después de la implantacion de la bomba, el dia del primer cambio de la bomba y desde entonces cada 2 semanas
hasta el final del periodo de infusion. La verificacion histologica de los sitios de implantaciéon de icv se realizé en
cortes cerebrales tefiidos con violeta de cresilo de 40 mm.
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Tabla 46: Esquema de tratamiento y la clasificacion grupal del experimento de hidrocefalia.

2.aCSF + | 3. TGF- 4. TGF-®1 + aleat.-
Grupo 1. aCSF ASO ®1 ASO 5.-7. TGF-®1 + ASO
tratamiento infusion ;Cf)ussli:érﬁas infusién  |TGF-®1 mas infusion TGF-®1 mas infusién
aCSF TGF-®1 |ASO ASO

ASO

semana 1Yisemana 1 . semana 1y 2:

2: 2. semana 1y 2: ]

aCSF y <: TGF-®1: 1 pg/ml TGF-®1: 1 yg/ml semana
esquema de |semana semana 3 a 1 pg/ml semana3a10: TGF- [32 10: TGF-®1: 1 ug/ml
tratamiento |1 a10 . semana 3 ASO: 1.1 mmol/l 3,28

10: 2 10: ®1: 1 pg/ml aleat.,-ASO: ' ’

ASO: © 13,28 mmolll mmol/l

1 ug/mi ’ 9,84 mmol/l

3,28 mmol/l |' H9 ,
n 10 10 10 10 10 por dosis
n-total 10 10 10 10 30

[0380] Las ASO inventivas ejercen efectos potenciales en experimentos in vitro. Muy en linea, las ASO inventan
reactividad cruzada de roedores con la Seq. ID No. 143aj, Seq. ID No. 143h y Seq. ID No. 210g también fueron
efectivos en los experimentos anteriores que demuestran un efecto en el tratamiento de animales modelo de
hidrocefalia. Las ASO de la presente invencion que demuestran que no hay reactividad cruzada ejercen mas efectos
potenciales en experimentos in vitro. Como resultado, se asume que estas ASO inventivas también son mas
efectivas en configuraciones in vivo para primates no humanos y humanos vy, por lo tanto, acttan como una
medicacién altamente potente para prevenir o tratar la inhibicién inducida por TGF-B1 de la proliferacion del tallo
neural y progenitores, y por lo tanto tratar la hidrocefalia y otros trastornos neurodegenerativos.

Ejemplo 16: Determinacion de la actividad terapéutica de los oligonucleoétidos antisentido dirigidos a TGF-Ry
en la rehabilitacion de la lesion de la médula espinal en

Ratas Fischer 344

[0381] Para analizar el potencial terapéutico de las ASO como medicamento para la lesion de la médula espinal
(SCI), las ratas Fischer-344 macho y hembra fueron tratadas con diferentes dosis de ASO inventivas por
administracion icv en el ventriculo lateral a través de minibombas osmoticas.

[0382] Descripcion del método: SCI se simulé mediante la transeccion de la columna dorsal con cuchilla de alambre
de tungsteno cervical a nivel C3. En el siguiente paso, para ratas de infusion central crénica, (180 - 200 g de peso
corporal) se sometié a una cirugia para una canula icv unida a una minibomba osmética Alzet® (tasa de infusion:
0,25 pl/h, Alzet®, Model 2004, Cupertino, EE.UU.). La canula y la bomba se implantaron estereotaxicamente bajo
anestesia con ketamina/xilacina (Baxter, GmbH, Alemania) y en condiciones semi-estériles. Cada minibomba
osmotica se implanto por via subcutanea en la region abdominal a través de una incision de piel de 1 cm en el cuello
de la rata y se conect6 con la canula icv mediante un tubo de silicona. Los animales se colocaron en un marco
estereotaxico y la canula icv (23G, 3 mm de longitud) se redujo en el ventriculo lateral derecho (posterior 1,0 mm,
lateral 1,0 mm, profundidad 1,8 mm en relacién con bregma). La canula se fijé con dos tornillos de acero inoxidable
utilizando cemento dental (Kallocryl, Speiko®-Dr. Speier GmbH, Munster, Alemania). La piel del cuello se cerré con
suturas. Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar
infecciones postquirurgicas, las ratas fueron tratadas localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg,
Alemania) y recibieron 0,5 ml de antibioticos (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo se
llend con la solucién respectiva. Para determinar los efectos de las ASO en el proceso de rehabilitacién después de
la LME, 4 semanas después de la cirugia se realizé un analisis estructural de IRM in vivo (3T MRI, Allegra Siemens,
phased array - small animal coil). 6 semanas después de la cirugia, se sacrificaron los animales y se extrajo la
médula espinal para el analisis histoldgico e inmunohistoquimico. La verificacion histologica de los sitios de
implantacion de icv se realizé en cortes cerebrales tefiidos con cresil violeta coronal de 40 pm.

[0383] Las ASO de la invencion ejercen efectos potenciales en experimentos in vitro. Muy en linea, las ASO
inventan reactividad cruzada de roedores con la Seq. ID No. 143aj, Seq. ID No. 143h y Seq. ID No. 210q también
fueron efectivos en los experimentos anteriores que demuestran un efecto en el tratamiento de un modelo de
paraplejia de la médula espinal de rata Fischer-344. En las imagenes de resonancia magnética y el analisis
neuropatolégico, las ASO de la invencion mostraron una alta eficacia de tratamiento. Las ASO de la presente
invencion que demuestran que no hay reactividad cruzada ejercen mas efectos potenciales en experimentos in vitro.
Como resultado, se asume que estas ASO inventivas también son mas efectivas en configuraciones in vivo para
primates no humanos y humanos y, por lo tanto, actian como una medicacion altamente potente para prevenir o
tratar la inhibicion inducida por TGF-B1 de la proliferacion del tallo neural y progenitores, y por lo tanto tratar la lesion
de la médula espinal y otros trastornos neurodegenerativos.
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Ejemplo 17: Efectos mediados por ASO sobre la proliferacion de la linea celular A549 de cancer de pulmén
humano.

[0384] EI ARNm de Ki67, p53, caspasa 8 (Casp8) y del inhibidor de la proteina de uniéon al ADN 2 (ID2) se
analizaron como marcadores representativos de la proliferaciéon en varias células tumorales. Se sabe a partir de
estudios previos, que la expresion del gen supresor de tumores p53 y ID2 a menudo esta dramaticamente elevada
en los tejidos tumorales. Ki67 es un marcador de proliferacion y Casp8 es un indicador de apoptosis. Ademas, los
numeros de células se determinaron después de la transferencia gimnética.

Descripcion del método:

[0385] Se cultivaron A549 como se describe anteriormente. Para el tratamiento de las células, el medio se elimind y
se reemplaz6 por medio fresco completo en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000
células/pocillo), placas de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300) (50.000 células/pocillo) o placas de
portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n°® 94.6140.802) (20.000 células/pocillo) (0,5 ml para placas de
portaobjetos de cultivo celular de 24 pocillos y 8 pocillos y 1 ml para placas de 6 pocillos) y fueron Incubados durante
la noche a 37°C y 5% de CO». Para analizar la expresion del ARNm y su influencia en la proliferacion, las células se
trataron con Ref.1 (control aleatorizado) y ASO Seq. ID No. 218b a concentraciones de 2,5 yM y 10 uM y se
incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO. El tratamiento que incluia el reemplazo de medio se repiti6é 3 veces
cada 72 h (12 dias en total). Para el analisis inmunocitoquimico de la proliferacién (Ki67), la transferencia gimnética
de ASO Seq. ID No. 218b se limitd a 72 h. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y
posteriormente se usaron para el aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos), inmunocitoquimica (en placas de
portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos), curva de proliferacion y aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos). Los
protocolos para ARN, proteinas e inmunocitoquimica se realizaron como se describe anteriormente. Para la curva de
proliferacién, las células restantes se recolectaron de placas de 24 pocillos para la determinaciéon del nimero de
células. Para este proposito, las células restantes se lavaron con PBS (2x), se trataron con acutasa (500 pl/pocillo) y
se incubaron durante 7 min a 37°C. Posteriormente, se agregaron 500 yl de medio y el niumero de células se
determiné utilizando la fluorescencia del contador celular automatizado Luna FL™ y el campo brillante (Biozym, No.
872040) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregaron 18 pl de la suspension celular a
2 yl de un kit de viabilidad de ensayo de naranja de acridina/yoduro de propidio (Biozym 872045). Después de 1
minuto de sedimentacion, se agregaron 10 pl a la diapositiva de conteo celular (Biozym 872011). Las células se
contaron y se calcularon en distincion de células vivas y muertas.

17.1 Resultados para ASO Seq. ID No. 218b

[0386] El analisis de ARNm mostré niveles reducidos de expresion de Ki67, p53 e ID2 12 dias después de la
transferencia gimnotica de ASO Seq. ID No. 218b. En contraste, Casp8 se elevo a niveles bajos de ASO Seq. ID No.
218b (Tabla 46). Estas observaciones indican que un crecimiento reducido del tumor se asocia con un ligero
aumento en las células apoptéticas. Ademas, el analisis de transferencia Western mostré una reduccién en el nivel
de proteina de Ki67 y pAkt 12 dias después de la transferencia gimnética de las ASO inventivas (Tabla 47). El
examen inmunoquimico de células A549 después de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b mostré un
nivel reducido de sefales Ki67 en comparacion con el control aleatorizado para ambas concentraciones aplicadas
(Figura 23). Finalmente, el niumero de células A549 se redujo en casi un 50% 12 dias después de la transferencia
gimnética de ASO Seq. ID No. 218b (Tabla 48).

Tabla 46: Expresion de ARNm de Ki67, p53, Casp8 y ID2, 12 dias después de la transferencia gimnotica de

ASO Seq. ID No. 218b en células A549. La regulacion de los genes examinados demuestra tasas de proliferacion

disminuidas después de la transferencia gimnoética de ASO inventivas. Los niveles reducidos de ARNm de ID2 son
beneficiosos para amortiguar la expansion de las células tumorales. Los niveles de expresion de ARNm se

determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real

normalizada para el control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM. Las

estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post

hoc de "Tukey".

Légfualadse Niveles de ARNm 12 dias después d:l:a‘:t?ansferencia gimndética repetida (4x 72
Diana Ki67 n=2 p53 n=2 Casp8 n=2 ID2 n=2
A 1,00 + 0,37 1,00 + 0,31 1,00 + 0,05 1,00 + 0,03
B 2,5uM 0,92 + 0,05 1,06 + 0,02 1,36 + 0,37 0,73 + 0,01
B 10 uM 0,96 + 0,03 1,11+ 0,92 1,52+ 0,15 0,82+ 0,15
C2,5uM 0,55+ 0,33 0,27 + 0,04 1,59 + 0,48 0,59 + 0,01
c10uM 0,57 + 0,20 0,53 + 0,07 0,98 + 0,17 0,35+ 0,02
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Tabla 47: Analisis densitométrico de Ki67 y transferencia Western pAkt. La regulacion a la baja de la proteina
Ki67 y pAkt 12 dias después de la transferencia gimnética con TGF-R; especifica ASO Seq. ID No. 218b se observo
en células A549. Los niveles de proteina se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GAPDH
utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se normalizaron al control no tratado. A = control sin tratar, B =
Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM.

Linea de células|,,. . . A549 T .
Niveles de proteina 12 dias tras transferencia gimnaética repetida (4x 72 h)
Diana Ki67 n=1 pAKT n=1
A 1,00 1,00
B 10 uM 1,18 0,80
c10uM 0,57 0,39

Tabla 48: Numeros de células 12 dias después de la transferencia gimnotica repetida. Los numeros de células
se determinaron 12 dias después de transferencias gimnética repetidas (4 x 72 h) de células A549 utilizando
fluorescencia de contador celular automatizada Luna FL™ y Campo brillante (Biozym, #872040) segun las
instrucciones del fabricante. A = control sin tratar, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM.

. A549
Il linea N° de células 12 dias tras transferencia gimnaética repetida (4x 72 h)
N° de células células vivas x 105n=3 células muertas x 105 n=3
A 4,25 + 0,50 0,47 + 0,09
B 10 uM 3,88 + 0,95 0,31+ 0,11
C 10 uM 2,35+ 0,07 0,35+ 0,16

Conclusién

[0387] Estas observaciones indican que el crecimiento tumoral reducido se asocia con un aumento en las células
apoptoticas. Cabe destacar que la ID2, que es un posible gen diana terapéutico en tumores, se reduce después de
la transferencia gimnotica de la ASO Seq. ID No. 218b especifica a TGF-R.

[0388] Considerados juntos, ASO Seq. ID No. 218b es eficiente para minimizar las tasas de proliferacion y reduce la
expresion de genes promotores de tumores.

Ejemplo 18: Efecto de la transferencia gimnoética de ASO sobre la proliferacion de varias lineas de células
tumorales

[0389] La sefializacion de TGF-B es una via critica en el desarrollo del cancer. Por un lado, el TGF- promueve
factores, que actian como supresores de tumores, pero por otro lado, este factor de crecimiento conduce a la
estimulacion de la migracion celular, invasion celular, proliferacion celular, regulacion inmune y promueve una
reorganizacion ambiental en beneficio de la progresion y metastasis de células tumorales. Por lo tanto, el TGF-§3 es
un objetivo clave en el tratamiento del cancer. Los niveles de ARNm y proteinas del marcador de proliferacion (Ki67)
y los numeros de células se determinaron después de la captacion gimnética de las ASO inventivas como
marcadores de la tasa de proliferacion en células tumorales. Ademas, se examinaron los niveles de ARNm del gen
p53 supresor de tumores y del inhibidor 2 de la proteina de unién al ADN (ID2).

Descripcion de los métodos.

[0390] Se cultivaron varias lineas de células tumorales como se describe anteriormente (Tabla 10). Para el
tratamiento de las células, el medio se eliminé y se reemplazé por medio fresco completo en placas de cultivo de 24
pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000 células/pocillo), placas de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300)
(50.000 células/pocillo) (0,5 ml para 24 pocillos y 1 ml para placas de 6 pocillos) y se incubaron durante la noche a
37°C y 5% de CO,. Para analizar la expresion del ARNm y su influencia en la proliferacion, las células se trataron
con Ref.1 (control aleatorizado) y ASO Seq. ID No. 218b a concentraciones de 2,5 yM y 10 uM y se incubaron
durante 72 horas a 37°C y 5% de CO.. El tratamiento que incluia el reemplazo del medio se repitié 3 veces cada 72
h (12 dias en total). Para la recoleccion, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para
el aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos), aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos) o curva de
proliferacion. Los protocolos para el aislamiento de ARN vy proteinas se realizaron como se describe anteriormente.
Antes de contar las células para la curva de proliferacion, las células se analizaron mediante microscopia 6ptica
(Nikon, TS-100 F LED #MFA33500). Las células restantes se recogieron luego de placas de 24 pocillos para la
determinacion del nimero de células. Para este propdsito, las células restantes se lavaron con PBS (2x), se trataron
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con acutasa (500 pl/pocillo) y se incubaron durante 5 - 7 min a 37°C. Posteriormente, se agregaron 500 ul de medio
y el nimero de células se determino utilizando la fluorescencia del contador celular automatizado Luna FL™ vy el
campo brillante (Biozym, #872040) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se agregaron 18 pl
de la suspension celular a 2 pl de un kit de viabilidad de ensayo de naranja de acridina/yoduro de propidio (Biozym
#872045). Después de 1 minuto de sedimentacién, se agregaron 10 pl a la diapositiva de conteo celular (Biozym
#872011). Las células se contaron y se calcularon en distinciéon de células vivas y muertas.

18.1 Resultados para Seq. ID No. 218b

[0391] Los niveles de ARNm de Ki67 disminuyeron eficazmente independientemente (A549, L3.6pl, Panc-1) o
dependientemente (HT-29, Panc-1, CaCo2) de las concentraciones de ASO usadas, 12 dias después de la
transferencia gimnoética (Tabla 40). El nivel de expresion génica de p53 también se vio afectado en A549, HT-29,
K562, KG-1, CaCO2 y TMK-1 por ASO ensayado (Tabla 50). La verificacion de la expresion reducida de la proteina
Ki67 se mostrd para A549, L3.6pl, TMK-1, HT-29 y K562 (Tabla 51). Notablemente, la expresion del ARNm de ID2
mostré una regulaciéon constante consistente y dependiente de la dosis en células A549, HT-29, K562 y TMK-1
mediadas por ASO Seq. ID No. 218b (Tabla 51). Ademas, ASO Seq. ID No. 218b dio como resultado una tasa de
proliferacion reducida de varias lineas de células tumorales (Tabla 53). Se reconocié una disminucion dependiente
de la dosis del nimero de células para las células HPAFII, MCF-7, KG1, K562, U937 y HTZ-19. Las células de
cancer de pulmon (A549) mostraron reduccion aprox. del 50% de los numeros de células provocados por ASO Segq.
ID No. 218b. Los numeros de células reducidos se confirmaron adicionalmente mediante microscopia éptica para
HPAFII, K562, MCF-7, Panc-1 y HTZ-1, 12 dias después de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b
(Figura 24).

[0392] Se pueden obtener resultados comparables para los oligonucledtidos antisentido de la Seq. ID No.s 141d,
141g, 141i, 143r, 143w, 143af, 143ag, 143ah, 143j, 143p, 143q, 233d, 234d, 235b, 235d, 237b, 237c, 237i, 237m,
238c, 238f, 239e, 240c, 241b, 242a, 246e, 247d, 248b, 248e, 248g, 152k, 152s, 152t, 152u, 152ab, 152ag, 152ah,
152ai, 249c, 249e, 250b, 250g, 251c, 251f, 252e, 253c, 254b, 255a, 259¢, 260d, 261b, 261e, 261g, 262d, 262e,
209s, 209v, 209w, 209x, 209ai, 209an, 209at, 209au, 209av, 2100, 210v, 210w, 210x, 210ab, 210ac, 210ad, 210af,
210am, 263b, 263c, 263i, 263m, 264e, 264h, 265e, 266¢c, 267b, 268a, 272e, 273d, 274a, 274d, 274f, 275g, 275i,
276b, 276c¢c, 276j, 276k, 277d, 277e, 278f, 279c, 280b, 281a, 218ad, 218n, 218t, 218u, 218v, 218ah, 218an, 218ao,
218ap, 220d, 221d, 222b, 222c,222f, 223c, 223f, 224i, 224m, 225c¢, 225f, 226e, 227c, 2130, 213p, 213q, 213s, 213y,
213z, 213aa, 213af, 228b, 229a, 285d, 286d, 287d, 287e, 287f, 288e, 288i, 289d, 289h, 2890, 289p, 289q, 290c,
290f, 290i, 291c, 292c, 293b, and 294a. La mayor parte de los oligonucledtidos antisentido mencionados
anteriormente no pudieron vencer a la Seq. ID Nos. 218b y 218c, pero aun son mucho mas ventajosos que los
oligonucledtidos antisentido del estado de la técnica. Por lo tanto, los oligonucleétidos antisentido de la presente
invencion son muy utiles para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas tales como cancer y tumores.

Tabla 49: expresion de ARNm del marcador de proliferaciéon Ki67. 12 dias después de la transferencia gimnética
de ASO Seq. ID No. 218b en células A549, HT-29, L3.6pl, KG1, Panc-1y CaCO2, el ARNm de Ki67 disminuy6 en
todas las lineas celulares, respectivamente. Los niveles de ARNm se determinaron en relacién con el gen de
mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real normalizada para el control no tratado. A =
control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
Ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

Ki67
Diana Niveles de ARNm 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72
h)

Linea de A549 HT-29 L3.6pl KG1 | Panc-1 | CaCo2
células n=2 n=2 n=2 n=1 n=1 n=1
A 1,00 + 0,37 1,00 + 0,00 1,00 + 0,25 | 1,00 1,00 1,00
B2,5uM 0,92 + 0,05 0,89 + 0,46 0,93+0,03 | 0,72| 0,76 1,21
B 10 uM 0,96 + 0,03 0,60 + 0,11 0,96 +0,16 | 0,76 | 0,79 1,07
C25uM 0,55 + 0,33 0,34 + 0,11 0,42+0,03 |0,16| 0,68 0,99
C 10 uM 0,57 + 0,20 0,17 + 0,02 0,64 +0,05 | 0,33| 0,37 0,37

Tabla 50: Expresion de ARNm del supresor de tumores p53. 12 dias después de la transferencia gimnética de
ASO Seq. ID No. 218b en células A549, HT-29, K562, KG1, CaCO2 y TMK-1, el ARNm de p53 disminuyd en todas
las lineas celulares, respectivamente. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacion con el gen de

mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin
tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, *p <0,05 en referencia a A, las estadisticas

se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de
"Tukey".
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. 53
Diana Niveles de ARNm 12 dias tras la tra'r)13ferencia gimnotica repetida (4x 72 h)
. . A549 HT-29 | K562 | KG1 TMK-1 CaCo2

Linea de células n=2 n=1 n=1 n=1 n=1 n=1
A 1,00 + 0,31 1,00 1,00 | 1,00 1,00 + 0,04 1,00
B 2,5uM 1,06 + 0,02 0,72 0,90 | 1,37 0,74 + 0,11 0,82
B 10 uM 1,11+ 0,92 0,68 1,35 | 0,87 0,71+ 0,15 1,25
C2,5uM 0,27 + 0,04 0,51 0,27 | 0,65 0,14* + 0,14 0,99
C 10 uM 0,53 + 0,07 0,32 0,46 | 0,67 0,21* + 0,05 0,30

Tabla 51: Expresion de ARNm de ID2. 12 dias después de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b en
células A549, HT-29, K562 y TMK-1, el ARNm de ID2 se regulaba de manera dependiente de la dosis en todas las
lineas celulares, respectivamente. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacién con el gen de
mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin
tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, *p <0,05 en referencia a A, las estadisticas
se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

Diana Niveles de ARNm 12 dias tras tralr?s?erencia gimndética repetida (4x 72
h)
Linea de A549 HT-29 K562 TMK-1
células n=2 n=1 n=1 n=1
A 1,00 + 0,03 1,00 1,00 + 0,23 1,00 + 0,23

B25uM 0,73 + 0,01 0,93 0,97 + 0,15 0,88 + 0,15

B 10 uM 0,82+0,15 1,00 0,82 + 0,05 0,82 + 0,05
C25uM 0,59 + 0,01 0,31 0,70+ 0,10 0,70 + 0,10
c10uM 0,35+ 0,02 0,25 0,29* + 0,09 0,30* + 0,09

Tabla 52: Analisis densitométrico de transferencia Western Ki67. Regulacion a la baja de la proteina Ki67
después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No. 218b fue reconocida. El nivel de proteina se cuantifico
en relacion con el gen de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Image Studio™ Lite y se normalizo
a los controles sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Tukey".

Ki67
Diana Niveles de ARNm 12 dias tras transferencia gimnética repetida (4x 72
h)

Linea de A549 L3,6pl TMK-1 HT29 K562

células n=1 n=2 n=2 n=2 n=1
A 1,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00

B 10 uM 1,18 0,59 + 0,00 0,75 + 0,00 1,19 + 0,68 1,05
c10uM 0,57 0,19 + 0,17 0,53 + 0,26 0,69 + 0,05 0,35

Tabla 53: Numeros de células en varias lineas celulares de cancer 12 dias después de la transferencia
gimnotica repetida (4 x 72 h). ASO Seq. ID No. 218b se transfiri6 a varias lineas celulares de cancer. Los nimeros
de células se determinaron utilizando fluorescencia de contador celular automatizada Luna FL™ y campo brillante
(Biozym, n°® 872040) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID
No. 218b, a = células vivas, d = células muertas. + = SEM. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de la prueba de comparaciones post hoc de "Tukey".
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Lineas Tratamiento
de A B25uyM | B10pyM | C25pyM | C10pM
células N° de células x 105
a d a d a d a d a d n p=
A549 | 425 | 047 3,88 | 0,31 235+ 035+ |3
+ + + + 0,07 0,16
0,50 | 0,09 0,95 | 0,11
HPAF | 2,80 | 0,35|2,88| 0,36 | 2,56 | 0,39 | 066+ | 025|020+ | 0,06+ | 2
| + + + + + + 0,47 + 0,09 0,02
0,33 | 0,11 | 2,04 | 0,06 | 0,45 | 0,06 0,07
KG1 | 17,40 | 0,43 | 16,5| 0,58 | 13,80 | 0,26 | 10,90 | 0,59 | 7,63+ | 0,48*+ | 3 Avs, C10
+ + + + + + +0,20 + 3,08 | +0,14 MM *p < 0,01
3,00 | 0,16 | 0,85 | 0,24 | 0,80 | 0,17 0,18 B2,5 uM vs,
C 10 uM +p<
0,01 C10 uM
vs, D 10 yM
#p< 0,01
K562 | 10,93 | 1,37 | 7,44 | 2,40 | 6,40 | 2,36 | 560+ | 266 | 3,33+ | 0,62 | 3 Avs, C10
+ + + + + + 0,08 + 0,54 | +0,07 UM *p < 0,01
1,68 | 0,40 | 1,05 | 0,62 | 0,38 | 0,30 0,41

MCF-7 | 6,73 | 2,37 | 6,51 | 1,57 | 6,51 | 3,35 | 521 | 1,64 | 247 0,73 | 1
U937 | 2643 | 7,04 | 145 | 2,88 | 17,67 | 2,36 | 11,34* | 3,07 | 7,56* | 225+ | 3 | Avs,C25

s * + + * * | *285| *+ | 149 | 044 MM *p < 0,01
2,05 | 0,28 2,73|0,37 | 0,50 | 0,30 0,97 Avs, C10
UM *p < 0,01
Panc | 216 | 0,11 {182 |0,15| 2,98 | 0,16 | 1,15* | 0,07 | 1,20*+ | 0,36+ | 3 | Avs,C25
-1 + + + + + + + 0,51 + +0,23 | 0,02 UM *p < 0,05
0,08 | 0,02 | 0,36 | 0,04 | 0,27 | 0,02 0,02 Avs,C10
MM *p < 0,05
B 10 uM vs,
C 10 uM +p<
0,01
HTZ- | 2,06 | 3,05 |257|1,78| 255 |1,22| 1,78+ | 0,88 | 1,17+ | 049+ | 3 | B10uMyvs, C
19 + + + + + + 0,25 + +0,14 | 0,05 10 pM +p<
0,02 | 0,36 | 0,16 | 0,15 | 0,22 | 0,15 0,09 0,05
Conclusién

[0393] Modulacion de ARNm de Ki67, p53 e ID2 por ASO Seq. ID No. 218b indica un efecto beneficioso para
amortiguar la expansion del tumor en varios érganos y con diferentes origenes. Se sabe que Ki67, ID2 y p53 estan
regulados positivamente y promueven la proliferacion celular en diferentes tipos de cancer. El marcador de
proliferacion Ki67, p53 y ID2 se regularon de manera eficiente. El recuento de células y la microscopia optica de
varias células tumorales 12 dias después de la transferencia gimnaética reveld6 ASO Seq. ID No. 218b como un
potente agente para reducir la proliferacion celular.

[0394] Considerados en conjunto, la ASO Seq. ID No. 218b especifica a TGF-R; reducia eficientemente las tasas de
proliferacion paralelas a las modulaciones de ARNm reconocidas de Ki67, p53 e ID2. Estos datos sugieren que las
ASO de la invencidon son candidatos a farmacos prometedores para amortiguar la progresion de las células
tumorales y la metastasis de las células tumorales.

Ejemplo 19: Analisis del efecto de los oligonucleétidos antisentido para la angiogénesis en varias lineas
celulares tumorales

[0395] La modulacién de la angiogénesis es esencial para el crecimiento y reparacion de érganos. Un desequilibrio
en el crecimiento de los vasos sanguineos contribuye a diferentes enfermedades como, por ejemplo, el crecimiento
de tumores, isquemia, trastornos inflamatorios e inmunes. Se sabe que el TGF-$ es un factor proangiogénico. Esto
puede ser mas relevante en los procesos inflamatorios y neoplasicos, cuando la angiogénesis es responsable de la
progresion de la enfermedad. Estos efectos pueden ir de la mano con la fibrosis inducida por TGF-1. Por lo tanto, la
inhibicion de la sefializacion de TGF-B por la ASO especifica a TGFR; puede representar un enfoque terapéutico
adecuado.

[0396] Para ensayar esta suposicion, estas ASO se transfirieron a varias lineas de células tumorales por captacion
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gimndtica. 12 dias después de transferencias gimnoéticas repetidas, se analizd el sobrenadante celular para
determinar los niveles de proteina de los factores proangiogénicos mediante analisis multiplex. Esta tecnologia
permitié la investigacion de multiples proteinas pro-angiogénicas (VEGF, Tie-2, FLt-1, PIGF y bFGF) por electro-
quimioluminiscencia. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una citoquina potente secretada por un
tumor que promueve la angiogénesis y contribuye a la proliferacion de tumores, por ejemplo. Tie-2 es una proteina
que se expresa en los vasos sanguineos en crecimiento activo. La quinasa de tirosina 1 de tipo Fms (Flt-1), también
conocida como receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR1), es una quinasa receptora de
tirosina transmembrana que se expresa en gran medida en las células endoteliales vasculares y el factor de
crecimiento placentario (PIGF) actua junto con VEGF vy esta regulada positivamente en condiciones patolégicas, por
ejemplo, en la formacién de tumores. Ademas, el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) es un factor de
crecimiento que también induce la angiogénesis. PAI-1 es un gen diana de TGF-$ y media la formacién de cicatrices
y los efectos angiogénicos de TGF-f. Por lo tanto, PAI-1 demuestra también un factor clave para la invasion de
tumores y la metastasis. Los pacientes que muestran un alto nivel de concentracion de PAI-1 se consideran un
factor de mal prondstico, por ejemplo, en cancer de mama, pulmon, colorrectal y cancer gastrico. Las altas
concentraciones de PAI-1 también son un factor de riesgo para enfermedades en las que la trombosis juega un
papel (por ejemplo, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular). Por lo tanto, también se ensay6 la regulacion
del ARNm de PAI-1 por oligonucleétidos antisentido especificos de TGF-f3.

Descripcion de los métodos:

[0397] Las lineas celulares tumorales se cultivaron como se describe anteriormente (Tabla 10). Para el tratamiento
de las células, el medio se elimind y se reemplazé por medio fresco completo en placas de cultivo de 24 pocillos
(Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000 células/pocillo) incubado durante la noche a 37°C y 5% de CO,. Al dia siguiente,
Ref.1 (control aleatorizado) y ASO Segq. ID No. 218b (se agregaron al medio renovado a concentraciones de 2,5y 10
MM y se incubaron durante 72 horas a 37°C y 5% de CO,. El tratamiento que incluia el reemplazo del medio se
repiti6 3 veces cada 72 horas (12 dias en total). Posteriormente, se recogié y analizd el sobrenadante celular
mediante un ensayo MesoScale Discovery® (MSD Discovery). Esta tecnologia permitié la investigacion de multiples
proteinas pro-angiogénicas (VEGF, Tie-2, FLt-1, PIGF y bFGF) mediante electro-quimioluminiscencia e informacion
sobre los factores de crecimiento individuales fueron extraidos por las instrucciones del fabricante (MSD MesoScale
Discovery®, K15198G). Los resultados fueron evaluados por el software GraphPad Prism® 6,0.

[0398] Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el aislamiento de
ARN (placas de 24 pocillos) para analizar si la transferencia gimnética de ASO puede regular los niveles de ARNm
del inhibidor-activador de plasminégeno (PAI-1) por RT-PCR en tiempo real. Los protocolos y los cebadores se
utilizaron y enumeraron como se describié anteriormente.

19.1 Resultados para Seq. ID 218b

[0399] La tabla 54 demuestra que el ARNm de PAI-1 estaba regulado a la baja de manera dependiente de la dosis
en varias células cancerosas analizadas (A549: cancer de pulmén, HPAFII: adenocarcinoma pancreatico, HT-29:
adenocarcinoma colorrectal, HTZ-19: melanoma, TMK- 1: carcinoma gastrico, THP-1: leucemia monocitica) después
de la transferencia gimnética repetida de ASO Seq. ID No. 218b. Ademas, los niveles de proteina VEGF en los
sobrenadantes celulares estimulados también mostraron una disminucion dependiente de la dosis en A549, HTZ-19,
HPAFIl y PC3M (adenocarcinoma prostatico). Para HPAFII y PC3M, la regulacién a la baja fue significativa (Tabla
55). Influencia de ASO Seq. ID No. 218b a bFGF confirmé las observaciones para VEGF, lo que significa que ASO
Seq. ID No. 218b es potente para suprimir la angiogénesis (Tabla 56) En A549 y PC3M los resultados mostraron
también una reduccion significativa de bFGF. La cantidad de proteina de PIGF en los sobrenadantes celulares fue
solo ligera pero dependiente de la dosis en las células A549 y HTZ-19. En las células PC3M, el nivel de PIGF
enddgeno basico fue mayor que en todas las otras células analizadas y el efecto de la ASO también fue mas fuerte
(Tabla 57). Finalmente, podrian ser detectadas la regulacion por disminucién de la proteina Flt-1 en las células HT-
29 (Tabla 58) y la depresion de Tie-2 en HTZ-19 (ASO Seq. ID No. 218b 2,5 yM) y MCF-7 (carcinoma de mama, 10
pM) (tabla 59).

[0400] Se pueden obtener resultados comparables para los oligonucledtidos antisentido de la Seq. ID No.s 141d,
141g, 141i, 143r, 143w, 143af, 143ag, 143ah, 143j, 143p, 143q, 152k, 152s, 152, 152u, 152ab, 152ag, 152ah, 152ai,
209s, 209v, 209w, 209x, 209ai, 209an, 209at, 209au, 209av, 2100, 210v, 210w, 210x, 210ab, 210ac, 210ad, 210af,
210am, 2130, 213p, 213q, 213s, 213y, 213z, 213aa, 213af, 218ad, 218n, 218t, 218u, 218v, 218ah, 218an, 218ao,
218ap, 220d, 221d, 222b, 222¢,222f, 223c, 223f, 224i, 224m, 225c, 225f, 226e, 227c, 228b, 229a, 233d, 234d, 235D,
235d, 237b, 237c, 237i, 237m, 238c, 238f, 239¢e, 240c, 241b, 242a, 246e, 247d, 248b, 248e, 2489, 249c, 249e,
250b, 250g, 251c, 251f, 252e, 253c, 254b, 255a, 259, 260d, 261b, 261e, 261g, 262d, 262e, 263b, 263c, 263i,
263m, 264e, 264h, 265e, 266¢c, 267b, 268a, 272e, 273d, 274a, 274d, 274f, 275g, 275i, 276b, 276c, 276j, 276k, 277d,
277e, 278f, 279c, 280b, 281a, 285d, 286d, 287d, 287¢, 287f, 288e, 288i, 289d, 289h, 2890, 289p, 289q, 290c, 290f,
290i, 291c, 292c, 293b, and 294a. La mayoria de los oligonucledtidos antisentido mencionados anteriormente no
pudieron vencer a la Seq. ID Nos. 218b y 218c, pero ain son mucho mas ventajosos que los oligonucleétidos
antisentido del estado de la técnica. Por lo tanto, los oligonucleétidos antisentido de la presente invenciéon son muy
utiles para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas tales como cancer y tumores.
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Tabla 54: expresion de ARNm de PAI-1 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b en
células A549, HPAFII, HT-29, HTZ-19, TMK-1 y THP-1. La regulacién de la expresion del gen PAI-1 depende de la
dosis de ASO Seq. ID No. 218b para mejorar el prondstico de la enfermedad. Los niveles de ARNm se determinaron
en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se
normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM. Las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post
hoc de "Tukey".

PAI-1
Diana Niveles de ARNm 12 dias tras transferencia gimnética repetida (4x 72
h)
Linea de A549 HPAFII| HT-29 HTZ-19 TMK-1 THP-1
células n=3 n=1 n=2 n=2 n=2 n=2
A 1,00+ 0,10| 1,00 |[1,00+0,11|1,00 + 0,21|1,00 + 0,06 | 1,00 + 0,11
B2,5uM 1,28 +0,03| 1,48 |0,88+0,27|0,99 + 0,34|0,89 + 0,04 |1,14 + 0,79
B 10 uM 1,03+0,27| 1,05 |0,81+0,08/1,30+0,00|{1,16 + 0,00| 1,21 + 0,37
C25uM 0,91 +0,28| 0,62 |0,60+0,13|1,13 +0,10(0,56 + 0,04|0,83 + 0,20
C 10 uM 0,56 +0,13| 0,32 |0,50 + 0,18|0,77 + 0,10|0,45 + 0,23| 0,09 + 0,02

Tabla 55: Niveles de proteina VEGF en el sobrenadante celular 12 dias después de la transferencia gimnotica
de Seq. ID No. 218b en células A549, HPAFII, HTZ-19, PC3M mediante el ensayo MesoScale Discovery® (MSD
Mesoscale Discovery, #K15198G). Los niveles de proteina se determinaron midiendo la
electroquimioluminiscencia. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, *p <0,05y **p <0,01 en
referencia a A, + p <0,05y **p <0,01 en referencia a B 2,5 uM. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

Diana . . VEGF L .
proteina (pg / ml) 12 dias tras transfernecia gimnética repetida (4x 72 h)
. . A549 HPAFII HTZ-19 PC3M
Linea de células n=1 n=2 n=2 n=2

A 8186 23266 + 876 4411 + 66 2657 + 103
B 2,5uM 8387 22278 + 5711 3385 + 57 1993 +5,4
B 10 uM 8623 20776 + 497 4044 + 21 813+0,8
C 2,5uM 8846 15479* ++ + 512 3444 +197 1266*+ + 20,5
C 10 uM 6842 11214** + 898 2882 + 90 442** + 14,3

Tabla 56: Niveles de proteina bFGF en el sobrenadante celular 12 dias después de la transferencia gimnética
de Seq. ID No. 218b en células A549 y PC3M por MesoScale Discovery® Assay (MSD Mesoscale Discovery,
K15198G). Los niveles de proteina se determinaron midiendo la electroquimioluminiscencia. A = control sin tratar, B
= Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, *p <0,05 y **p <0,01 en referencia a A, + p <0,05y **p <0,01 en referencia

aB25puM, p<0,05y p<0,01enreferencia a B 10 uM. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

Diana proteina (pg / ml) 12 dias tras trar?;‘g;riecia gimnética repetida (4x 72 h)
Linea de células ':5:429 Pr?=32M
A 50,7+ 2,9 21,2+0,2
B2,5uM 54,4 + 3,1 16,8 + 0,1
B 10 uM 51,8 +2,7 14,7+ 0,2
C2,5uM 26,7*++ + 21 11,3**+ + 0,0
c10uM 242+ 3,4 7,6"*++ + 0,0

Tabla 57: Niveles de proteina PIGF en el sobrenadante celular 12 dias después de la transferencia gimnética
de Seq. ID No. 218b en células A549, HTZ-19 y PC3M por el ensayo MesoScale Discovery® (MSD MesoScale
Discovery®, #K15198G). Los niveles de proteina se determinaron midiendo la electroquimioluminiscencia. A =
control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, **p <0,01 en referencia a A, las estadisticas se
calcularon usando el ANOVA Ordinario de una via seguido de varias comparaciones post hoc de "Tukey"
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] PIGF
Diana proteina (pg / ml) 12 dias tras transferencia gimnaética repetida (4x 72 h)
] ] A549 HTZ-19 PC3M
Linea de células n=2 n=1 n=2
A 99+04 11,6 61,7+ 2,1
B 2,5uM 9,6 +0,2 8,1 54,1+ 19
B 10 uM 8,6+0,1 84 995+ 3.2
C2,5uM 8,2 + 08 8,2 694+24
C 10 uM 6,3** + 0,9 6,5 45,0+ 3,5

Tabla 58: Niveles de proteina Flt-1 en el sobrenadante celular 12 dias después de la transferencia gimnética
de Seq. ID No. 218b en células HTZ-19 por el ensayo MesoScale Discovery® (MSD Mesoscale Discovery,
#K15198G). Los niveles de proteina se determinaron midiendo la electroquimioluminiscencia. A = control sin tratar, B
= Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, **p <0,01 en referencia a A, las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

. Fit-1
Diana proteina (pg / ml) 12 dias tras transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
Linea de células| Hr-lrjg

A 33,9
B25uM 27,7
B 10 uM 27,7
C25uM 18,2
c10uM 18,7

Tabla 59: muestra los niveles de proteina Tie-2 en el sobrenadante celular 12 dias después de la
transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b en células HTZ-19 y MCF-7 por MesoScale Discovery® Assay
(MSD Mesoscale Discovery, #K15198G). Los niveles de proteina se determinaron midiendo la
electroquimioluminiscencia. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, **p <0,01 en referencia
a A, las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido por las comparaciones
multiples post hoc de "Tukey".

. Tie-2
Diana proteina (pg / ml) 12 dias tras transferencia gimnaética repetida (4x 72 h)
Linea de células HTZ-19 MCF-7
n=1 n=1
A 13,5 98,1
B 2,5uM 6,2
B 10 uM 149,2
C2,5uM 3,2
C 10 uM 76,9

Conclusién

[0401] Todos los factores proangiogénicos analizados (VEGF, bFGF, PIGF, Flt-1 y Tie-2) podrian ser regulados por
ASO Seq. ID No. 218b de una manera que tendria un impacto favorable en la supresion de la progresion del tumor y
otros mecanismos patolégicos dependientes de la angiogénesis mejorada. Ademas, el ARNm de PAI-1 se redujo de
manera dependiente de la dosis por ASO Seq. ID No. 218b. Este factor, un gen diana de TGF-B y, por ejemplo, un
marcador de prondstico aprobado en el cancer de mama, también fue regulado en forma dependiente de la dosis.
Considerados en conjunto, todos las ASO ensayadas de la invencion fueron eficientes en la reduccién de los
procesos angiogénicos que favorecen la progresion tumoral, la metastasis, la inflamacion y la trombosis. Por lo
tanto, las ASO de la invencion dirigidas contra TGF-R; son candidatos terapéuticos potentes en diferentes tipos de
enfermedades relacionadas con el cancer y la trombosis.

Ejemplo 20: Analisis del efecto de las ASO inventivas sobre la fibrosis
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[0402] EI TGF-B esta implicado en muchos procesos tales como la proliferacién celular, la migracion, la cicatrizacion
de heridas, la angiogénesis y las interacciones célula-célula. Se sabe por varios estudios, que este factor a menudo
se eleva durante la patogénesis en varias enfermedades, como el glaucoma primario de angulo abierto, la
enfermedad de Alzheimer, la fibrosis pulmonar y la nefropatia diabética. Estas enfermedades estan relacionadas con
modificaciones patoldgicas en la matriz extracelular (MEC) y el citoesqueleto actina. A menudo, estas alteraciones
observadas se correlacionan con la progresion de la enfermedad de gravedad y la resistencia al tratamiento
(transicion mesenquimatosa epitelial - EMT - en tumores). El factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) es un
mediador descendente de TGF-f3 y media los efectos fibréticos de TGF-. Por lo tanto, se muestra que CTGF media
la deposicion de ECM y modula la reorganizacion de actina-citoesqueleto. Para investigar si las ASO de la invencion
contribuyen a la resolucion de los procesos fibréticos al inhibir la sefializacion de TGF-3, se evaluaron los niveles de
CTGF ademas de la fibronectina (FN) y el colageno IV (CollV), que representan dos componentes principales de la
MEC en varias células cancerosas diferentes. Ademas, se examinaron los efectos de las ASO en CTGF, FN y
actina-citoesqueleto en células precursoras neurales (ReNcell CX) y cancer de pulmén humano (A549).

20.1 Fibrosis en neurodegeneracion.

Descripcion de los métodos.

[0403] Las células se cultivaron como se describe anteriormente en el protocolo estandar. Para el tratamiento, las
células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n°® 83.1836.300) (50.000 células/pocillo), placas
de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n°® 83.3920.300) (80.000 células/pocillo) y placas de portaobjetos de cultivo celular
de 8 pocillos (Sarstedt n°® 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C y 5% de CO..
Para investigar una respuesta de las células ReNcell CX® a las células TGF-B1 se trataron después de refrescar el
medio con TGF-B1 (2 y 10 ng/ml, PromoCell #C63499) durante 48 h, seguido de un analisis d¢ ARNm para CTGF.
Para determinar el efecto de ASO en CTGF y FN, células ReNcell CX®, se elimind el medio y se reemplazé por
medio completo nuevo (1 ml para 6 pocillos y 0,5 ml para 8 pocillos). Ref. 1 (control codificado), ASO Seq. ID No.
218b y Seq.ID No. 218b luego se agregaron en el medio a concentraciones de 2,5y 10 yM y el analisis respectivo
(RT-PCR en tiempo real, analisis de transferencia Western e inmunocitoquimica) se realizé después de 96 h. Para
examinar el impacto de ASO después de la investigacion de la preincubacién con TGF-31, se elimind el medio y se
reemplazé por medio completo fresco (1 ml para placas de 6 pocillos y placas de portaobjetos de cultivo celular de 8
pocillos). Tras la exposicion de TGF-31 (10 ng/ml, 48 h), se cambié el medio, TGF-B1 (10 ng/ml), Ref.1 (10 uM),
ASO con Seq. ID No. 218b (10 uM) y ASO con Seq. ID No. 218c (10 uM) se agregaron en combinacién y en un solo
tratamiento a las células. Las células ReNcell CX® se recogieron 96 h después de la transferencia gimnética. Por lo
tanto, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para ARN (placas de 24 pocillos) y
aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos) o examen inmunocitoquimico de células (en placas de portaobjetos
de cultivo celular de 8 pocillos). Protocolos, anticuerpos, diluciones y cebadores se utilizaron como se describié
anteriormente.

20.1.1 Resultados de los efectos de TGF-B1 en células precursoras neurales (ReNcell CX)

[0404] No se sabia nada acerca de la reaccion de ReNcell CX® a la exposicion a TGF-1. Asi, las células ReNcell
CX® fueron tratadas durante 48 h con TGF-B1 en dos concentraciones diferentes (Tabla 60). La evaluacion de la
RT-PCR en tiempo real reveld una inducciéon dependiente de la dosis de la expresion de los genes CTGF y TGF-f31.

Tabla 60: Expresion de ARNm de CTGF y TGF-1 48 h después de la estimulacion con TGF-1. Los niveles de

ARNmM se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo

real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control no tratado, E = TGF-B1. + = SEM. Las estadisticas
se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de la comparacion multiple post hoc de "Tukey".

Linea de células|, . ReNceI! cX
Niveles de ARNm tras tratamiento de TGF-®1 por 48 h
PuntoDcli?entziﬂempo 4;::1-?123 TGF-®148 hn=3
A 1,00 + 0,43 1,00 + 0,10
E 2 ng/ml 1,73+ 0,92 1,34 + 0,45
E 10 ng/ml 2,15+ 1,14 1,85+ 0,65

Conclusion
[0405] Las células ReNcell CX® mostraron una respuesta a la exposicion a TGF-1 presentando autoinduccion de

TGF-B1 y elevacion del gen diana de TGF-f1 CTGF. En conjunto, las células ReNcell CX® son ideales para
examinar preguntas que abordan los efectos de TGF-f.
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20.1,2 Resultados para Seq. ID No. 218b
20.1.2,1 Efectos de la transferencia gimnética

[0406] Transferencia gimnotica de ASO Seq. ID No. 218b da como resultado una reduccion significativa y
dependiente de la dosis de CTGF y FN (Tabla 61). Este impacto de ASO Seq. ID No. 218b fue verificado para el
nivel de proteina FN. El nivel de proteina FN se redujo en aproximadamente un 70% 96 h después de la
transferencia gimnética de ASO ensayada, mientras que el tratamiento con TGF-31 de células ReNcell CX® dio
como resultado una induccion de FN de 3,4 veces (Tabla 62).

Tabla 61: Regulacion a la baja significativa e dependiente de la dosis del ARNm de CTGF después de la
transferencia gimnética con Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX®. Los niveles de ARNm se determinaron
en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se
normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. + = SEM, *p <0,05, **p
<0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las
comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células|, . ReNcell CX o
Niveles de ARNm tras transferencia gimnética
Diana CTGF FN
Punto de tiempo 96 h, n=3 96 h, n=3
A 1,00 + 0,04 1,00 + 0,00
B 2,5uM 0,97 + 0,06 0,81+ 0,14
B 10 uM 0,86 + 0,17 0,67 + 0,07
C2,5uM 0,66** + 0,02 0,59 + 0,02
C10 uM 0,52** + 0,02 0,39* + 0,03

Tabla 62: Analisis densitométrico después de la transferencia Western para fibronectina. Regulacion a la baja
de la proteina FN 96 h después de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX®
podria ser reconocida. El nivel de proteina se determiné en relacion con el gen de mantenimiento de la alfa-tubulina
utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se normalizé para que no se tratara control A = control sin tratar, B
= Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

. ReNcell CX
Linea de . . .
. Niveles de proteina tras transferencia
células N
gimnotica
Diana FN
Punto de tiempo 96 h, n=1
A 1,00
B 2,5 uM 1,06
B 10 uM 0,60
C2,5uM 0,46
C 10 uM 0,30
E 10 ng/ml 3,43

Conclusién

[0407] ASO Seq. ID No. 218b fue potente en la regulacion por disminucion de los niveles de ARNm de CTGF y FN
en células precursoras neuronales humanas. El tratamiento de ASO Seq. ID No. 218b redujo proteina FN, 96 h
después de la transferencia gimnética. Por lo tanto, la ASO especifica de TGF-R; media en el bloqueo de las células
ReNcell CX® de los efectos fibréticos inducidos por TGF-f3.

20.1.2.2 Efectos de la transferencia gimnética después de la preincubacion con TGF-

[0408] Para analizar si ASO Seq. ID No. 218b también es potente para inhibir los efectos fibréticos mediados por
TGF-B en condiciones patoldgicas, las células ReNcell CX® se preincubaron con preincubacién de TGF-f seguida
de transferencia gimnética durante 96 h. Posteriormente, los niveles determinados de ARNm de CTGF y FN indican
un fuerte efecto antifibrético de ASO Seq. ID No. 218b también después de la induccion por TGF-3 de CTGF y
expresion del gen FN (Tabla 63). La tincion inmunocitoquimica para CTGF (Figura 25A) y FN (Figura 25B) confirmé
los datos del analisis de ARNm. Ademas, la tincion con faloidina para el analisis del citoesqueleto de actina mostré
una induccion de fibras de estrés después del tratamiento con TGF-B, mientras que la ASO Seq. ID No. 218b fue
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eficaz en el bloqueo de la induccion de la fibra de estrés mediada por TGF-$ (Figura 25C).

Tabla 63: Regulacion a la baja del ARNm de CTGF y FN después de la incubacion previa con TGF-B1 seguida
de transferencia gimnética con Seq. ID No. 218b en células ReNcell CX® (en comparacion con el control
codificado). Los niveles de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-
PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizé a un control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq.
ID No. 218b, E = TGF-B, + = SEM, *p <0,05, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de Dunnett.

ReNcell CX
Linea de células Niveles de ARNm tras 48 h TGF-®1 -> 96 h TGF-®1 + ASOs / tratamiento
Unico
Diana CTGF FN
Punto de tiempo 96 h, n=3 96 h, n=3
A 1,00 + 0,04 1,00 + 0,10
B 10 uM 0,85 + 0,01 0,78 + 0,20
C 10 uM 0,70* + 0,25 0,44 + 0,04
E 10 ng/ml 1,60** + 0,15 2,25+ 0,31
E 10 ng/ml + B 10 uM 1,71** + 0,03 4,08*++ + 0,90
E 10”9m+c 10 1,19++ + 0,04 1,74++ + 0,61
Conclusién

[0409] ASO Seq. ID No. 218b mostré fuertes efectos antifibroticos bajo condiciones patologicas simuladas
(preincubacion de TGF-B1). Aparte de la regulacién a la baja de FN como un componente principal de la ECM, la
actina-citoesqueleto también se vio afectada por la ASO inventiva de una manera que puede ser beneficiosa para un
mejor resultado en las enfermedades fibréticas.

20.1.3 Resultados para Seq. ID No. 218c
20.1.3,1 Efectos de la transferencia gimnética

[0410] Transferencia gimnotica de ASO Seq. ID No. 218c produce una fuerte y significativa reduccion de ARNm de
CTGF después de la transferencia gimnética de 10 uM ASO Seq. ID No. 218c (Tabla 64).

Tabla 64: Regulacion a la baja del ARNm de CTGF después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218c
en células ReNcell CX®. Los niveles de ARNm se determinaron en relacién con el gen de mantenimiento GNB2L 1
utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control no
tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c. + = SEM, *p <0,05 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células|, . ReNcell CX R
Niveles de ARNm tras transferencia gimnética
Diana CTGF
Punto de tiempo 96 h, n=3
A 1,00 + 0,10
B 2,5mM 0,88 + 0,08
B 10 mM 0,89 + 0,07
D 2,5 mM 0,48 + 0,08
D 10 mM 0,17* + 0,02

Conclusion
[0411] ASO Seq. ID No. 218c fue eficiente en la reduccion dependiente de la dosis de ARNm de CTGF.
20.1.3.2 Efectos de la transferencia gimnética después de la preincubacion con TGF-

[0412] Resultados de transferencia gimnética para ASO Seq. ID 218c seguido de la incubacién previa con TGF-f31
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verificd un bloqueo efectivo de los efectos inducidos por TGF-B1 en los niveles de ARNm de CTGF (Tabla 65). La
ASO fue tan potente para bloquear el efecto de TGF-f1 en CTGF que el tratamiento combinado es comparable al
tratamiento Unico de ASO Seq. ID No. 218c.

Tabla 65: Nivel de ARNm de CTGF después de la incubacién previa con TGF-B1 tras la transferencia
gimnotica de Seq. ID No. 218c y tratamiento paralelo de TGF-B1 en células ReNcell CX®. Los datos
confirmaron un bloqueo efectivo de los efectos inducidos por TGF-$1 en los niveles de ARNm de CTGF por ASO
Seq. ID No. 218c en comparacion con tratamientos combinados. Los niveles de ARNm se determinaron en relaciéon
con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el
control sin tratar. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-f1. + = SEM, *p <0,05 en
referencia a A. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las
comparaciones post hoc de "Dunnett".

Diana ReNcell CX
Punto de tiempo  |Niveles de ARNm 48 h TGF-B1 -> 96 h TGF-1 + ASOs / tratamiento Unico

Linea de células C-EGF
n=3

A 1,00 + 0,03

B 10 uM 0,85 + 0,01

D 10 uM 0,17* + 0,02

E 10 ng/ml 1,39 + 0,08

E 10 ng/ml + B 10 uM 1,25+ 0,44

E 10 ng/ml + D 10 uM 0,23* + 0,02

Conclusién

[0413] ASO Seq. ID No. 218c mostré una fuerte regulacion a la baja de ARNm y proteina de CTGF incluso en
condiciones patolégicas artificiales (preincubacion de TGF-31).

[0414] Considerados juntos, aparte de los fuertes efectos antifibroticos, las ASO especificas a TGF-R; mostraron
una modulacion de actina-citoesqueleto. La induccion de fibras de estrés puede causar una elevacion de la rigidez
celular y la rigidez que puede desempefiar un papel, por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer y otros trastornos
neurodegenerativos. La deposicion de ECM también puede mediar modificaciones patégenas rapidas, por ejemplo,
en el glaucoma primario de angulo abierto. Por lo tanto, la reduccién de la deposicion de ECM vy la supresion de la
formacion de fibras de estrés pueden ser beneficiosas para un mejor pronostico en trastornos neurolégicos
relacionados con la fibrosis. Por lo tanto, las ASO especificas a TGF-R; son potentes agentes terapéuticos para el
tratamiento, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer y el glaucoma primario de angulo abierto.

20.2. Fibrosis pulmonar

Descripcion de los métodos.

[0415] Para la investigacion de los efectos de la ASO en la ECM y el citoesqueleto de actina en el pulmon, se
examinaron células de cancer de pulmén humano (A549) y se cultivaron como se describe anteriormente. Para el
tratamiento, las células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (50.000
células/pocillo), placas de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300) (80.000 células/pocillo) y placas de
portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos (Sarstedt n° 94.6140.802) (10.000 células/pocillo) y se incubaron durante
la noche a 37°C y 5% de CO.. Para investigar una respuesta de las células A549 a las células TGF-B1 se trataron
después de renovar el medio con TGF-1 (2 y 10 ng/ml, PromoCell C63499) durante 48 h después del analisis de
ARNm para CTGF. Para investigar el efecto de ASO en las células CTGF y FN A549, el medio se eliminé y se
reemplaz6 por medio completo nuevo (1 ml para 6 pocillos y 0,5 ml para 8 x pocillos). Ref. 1 (control codificado),
ASO Seq. ID No. 218b y Seq.ID No. 218b luego se agregaron en el medio a concentraciones de 2,5y 10 uyM y el
analisis respectivo (RT-PCR en tiempo real, andlisis de transferencia Western e inmunocitoquimica) se realizé
después de 72 h en células ReNcell CX®. Para mostrar el posible impacto de la ASO después de la preincubacion
con TGF-B1, se eliminé el medio y se reemplazé por medio completo nuevo (1 ml para placas de 6 pocillos y placas
de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Tras la exposicion de TGF-B1 (10 ng/ml, 48 h), se cambio el medio,
TGF-B1 (10 ng/ml), Ref.1 (10 uyM), ASO con Seq. ID No. 218b (10 uM) y ASO con Seq. ID No. 218c (10 uM) se
afadié en combinacion y en un solo tratamiento a las células. Las células A549 se recogieron 72 h después de la
transferencia gimnatica. Por lo tanto, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para
ARN (placas de 24 pocillos) y aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos) o examen inmunocitoquimico de
células (en placas de portaobjetos de cultivo celular de 8 pocillos). Protocolos, anticuerpos utilizados, diluciones y
cebadores fueron como se describi6 anteriormente.
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20.2.1 Resultados de los efectos de TGF-1 en células de cancer de pulmoén (A549)

[0416] Para investigar la capacidad de las células A549 para reaccionar a la exposicion al TGF-p1, las células se
trataron durante 48 h con TGF-B1 en dos concentraciones diferentes (Tabla 66). La evaluacion de la RT-PCR en
tiempo real revel6 para CTGF y TGF-1 una induccion de la expresion génica dependiente de la dosis.

Tabla 66: Expresion de ARNm de CTGF y TGF-81 inducida 48 h después de la estimulacion con TGF-1 en
células A549. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento
GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control
no tratado, E = TGF-B1. + = SEM, *p <0,05 y **p <0,01 en referencia a A, **p <0,05 en referencia a E 2 ng/ml. Las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via, seguido de la comparacién multiple post hoc de

"Tukey".
Linea de células|, ,. A549 o
Niveles de ARNm fras transferencia gimnética
Diana CTGF FN
Punto de tiempo 72 h, n=3 72 h, n=3
A 1,00 + 0,08 1,00 + 0,07
B 2,5uM 0,87 + 0,06 1,08 + 0,02
B 10 uM 0,80 + 0,03 0,87 + 0,08
C2,5uM 0,60** + 0,04 0,77 + 0,17
C10 uM 0,39** + 0,03 0,74 + 0,16

Conclusién

[0417] Las células A549 mostraron una regulaciéon positiva de ARNm dependiente de la dosis y de CTGF tras la
exposicion a TGF-31. Ademas, se observo autoinduccion de TGF-B1. Consideradas juntas, las células A549 son un
buen modelo para examinar preguntas que abordan los efectos del TGF-3 en el pulmoén y cancer de pulmon.

20.2.2 Resultados para Seq. ID No. 218b
20.2.2,1 Resultados por efectos de transferencia gimnética

[0418] La transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b causa una reduccion altamente significativa,
dependiente de la dosis, de la expresion del gen CTGF (Tabla 67). El nivel de ARNm de FN también se vio afectado
por la prueba ASO pero no dependiente de la dosis. En contraste, la tinciéon contra FN reveldé una reduccién
dependiente de la dosis de FN en comparacién con el control aleatorizado (Figura 260A). Ademas, se examino el
impacto de ASO y TGF- en el citoesqueleto de actina. La Fig. 26B mostré una induccion de las fibras de actina,
incluida la formacion de fibras de estrés después del tratamiento con TGF-B1 en células A549 en funcién de la dosis,
mientras que la sefial después de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218b en células A549 fue
significativamente disminuida paralelamente a la reversién reconocida de los efectos mediados por TGF-31. Para el
analisis de proteinas, una regulacion correcta de CTGF paralela a una inhibicion de pErk1/2 mediante la cual CTGF
media sus efectos fibréticos podria haberse demostrado (Tabla 68).

[0419] Ademas, 72 h después de la transferencia gimnoética de ASO Seq. ID No. 218b fue notable una disminucion
de los componentes principales FN y CollV de ECM (Tabla 68).

Tabla 67: Regulacion a la baja significativa y dependiente de la dosis del ARNm de CTGF después de la
transferencia gimnética con Seq. ID No. 218b en células A549. Los niveles de ARNm se determinaron en
relacién con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se
normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq.ID No.218b. + = SEM, **p <0,01 en
referencia a A. Las estadisticas se calcularon usando el ANOVA Ordinario de una via seguido de comparaciones
post hoc de "Dunnett".
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Linea de células|, ,. A549 L
Niveles de ARNm tras transferencia gimnética
Diana CTGF FN
Punto de tiempo 72 h, n=3 72 h, n=3
A 1,00 + 0,08 1,00 + 0,07
B 2,5uM 0,87 + 0,06 1,08 + 0,02
B 10 uM 0,80 + 0,03 0,87 + 0,08
C2,5uM 0,60** + 0,04 0,77 + 0,17
C 10 uyM 0,39** + 0,03 0,74 + 0,16

Tabla 68: Analisis densitométrico después de transferencia Western de CTGF, FN, CollV y pErk11/2: 72 h
después de la transferencia gimnética con ASO Seq. ID No 218b en A549. El nivel de proteina se determiné en
relacion con el gen de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se
normalizé para el control no tratado. A = control no tratado, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b.

Linea de células| . . A549 R
niveles de proteina tras transferencia gimnética

Diana CTGF FN CollVv pErk1/2

Punto de tiempo|72hn=1{72hn=1{72hn=1| 72hn=2
A 1,00 1,00 1,00 1,00 + 0,00
B 2,5 uM 0,91 0,89 1,19 1,00 + 0,14
B 10 uM 1,31 0,76 0,87 0,98 + 0,02
C2,5uM 0,05 0,81 1,16 0,67 + 0,26
C10 uM 0,09 0,46 0,65 0,61 +0,13

Conclusién

[0420] Transferencia gimnética de la Seq. ID No. 218b fue eficiente en factores moduladores que estan involucrados
en la deposicion de ECM y en la reorganizacion del citoesqueleto de actina en células pulmonares humanas.

20.2.2.2 Resultados de los efectos de la transferencia gimnética después de la incubacion previa con TGF-£31

[0421] Resultados de la transferencia gimnética de ASO Seq. ID 218b después de la incubacién previa con TGF-1
verificd un bloqueo efectivo de los efectos inducidos por TGF-B1 fuerte en los niveles de ARNm de CTGF y FN
(Tabla 69). La tinciéon inmunocitoquimica contra CTGF (Figura 27A) y FN (Figura 27B) confirmé la deteccion de
ARNmM a nivel de proteina.

Tabla 69: Nivel de ARNm de CTGF y FN después de la incubacion previa con TGF-B1 después de la
transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b y tratamiento paralelo de TGF-B1 en células A549. Los datos
confirmaron un bloqueo efectivo de los efectos inducidos por TGF-$1 en los niveles de ARNm de CTGF y FN por
ASO Seq. ID No. 218b en comparacion con tratamientos combinados. Los niveles de ARNm se determinaron en
relacién con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se
normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, E = TGF-f1. + = SEM,
*p <0,05, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon usando el ANOVA Ordinario de una via seguido
por comparaciones ad hoc de "Dunnett"

Diana A549
Punto de tiempo  |niveles de ARNm 48 h TGF-1 -> 72 h TGF-31 + ASOs / tratamiento Unico
. . CTGF FN
Linea de células _ _
n=5 n=3
A 1,00 + 0,22 1,00 + 0,45
B 10 uM 0,89 + 0,19 1,02 + 0,37
C 10 uM 0,52 + 0,05 0,35 + 0,06
E 10 ng/ml 6,92* + 2,32 2,92 +1,02
E 10 ng/ml + B 10 uM 8,79** + 2,72 2,90 + 0,56
E 10 ng/ml + C 10 uM 2,53 + 0,59 1,18 + 0,28

Conclusién
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[0422] ASO Seq. ID No. 218b fue eficiente en la mediacion de efectos antifibréticos en células A549 en condiciones
patoldgicas artificiales que simulaban concentraciones excesivas de TGF-31.

20.2.3 Resultados para Seq. ID No. 218c
20.2.3,1 Resultados por efectos de transferencia gimnética

[0423] Transferencia gimnética de ASO Seq. ID No. 218c media una fuerte reduccion, dependiente de la dosis, del
ARNmM de CTGF 72 h después de la transferencia gimnética en células A549 (Tabla 70).

Tabla 70: Regulacion a la baja del ARNm de CTGF 72 h después de la transferencia gimnética de Seq. ID No.
218c en células A549. Los niveles de ARNm se determinaron en relacion con el gen de mantenimiento GNB2L1
utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin tratar. A = control no
tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c. + = SEM, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc de "Dunnett".

Linea de células|, . A549 o
Nivel de ARNm tras la transferencia gimnética
Diana
Punto de tiempo CTGF 72h n=4
A 1,00 + 0,08
B 2,5uM 0,97 + 0,07
B 10 uM 0,85 + 0,06
D 2,5 uM 0,49** + 0,05
D 10 uM 0,31** + 0,03

Conclusién

[0424] Transferencia gimnoética de ASO Seq. ID No. 218c fue eficiente en la reduccion del ARNm de CTGF mediador
aguas abajo de TGF-8.

20.2.2.2 Resultados de los efectos de la transferencia gimnética después de la incubacion previa con TGF-

[0425] Resultados para transferencia gimnoética para ASO Seq. ID No. 218c después de la incubacién previa con
TGF-B1 verificd un blogueo efectivo de los fuertes efectos inducidos por TGF-31 en los niveles de ARNm de CTGF
(Tabla 71). La tincién inmunocitoquimica contra CTGF confirmé estos hallazgos a nivel de proteina (Figura 28).

Tabla 71: Niveles de ARNm de CTGF después de la incubacion previa con TGF-B1 seguida de transferencia
gimnotica de Seq. ID No. 218c y tratamiento paralelo de TGF-B1 en A549. Los datos verificaron un bloqueo
efectivo de los efectos inducidos por TGF-1 en los niveles de ARNm de CTGF por ASO Seq. ID No. 218c en
comparacion con tratamientos combinados. Los niveles de ARNm se determinaron en relacion con el gen de
mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin
tratar. A = control no tratado, B = Ref.1, D = Seq. ID No. 218c, E = TGF-B1. + = SEM, **p <0,01 en referencia a A,
**p <0,01 en referencia a E+B. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de
las comparaciones post hoc de "Tukey".

Diana A549
Punto de tiempo |48 h TGF-B1 -> 72 h TGF-$1 + ASOs / tratamiento Unico
Linea de células C-EGF
n=3
A 1,00 + 0,05
B 10 uM 0,86 + 0,11
D 10 uM 0,53 + 0,10
E 10 ng/ml 4,71 +1,76
E 10 ng/ml + B 10 uM 5,89* + 2,16
E 10 ng/ml + D 10 uM 0,86++ + 0,06

Conclusién

[0426] ASO Seq. ID 218c fue potente en la mediacion de efectos antifibroticos en células A549 en condiciones
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patoldgicas artificiales imitadas por concentraciones excesivas de TGF-f1.

[0427] Considerados juntos, ASO Seq. ID 218c es un agente terapéutico eficaz, porque la patologia de la fibrosis
pulmonar podria disminuirse al reducir CTGF, FN y CollV. Ademas, la formacion de fibras de estrés puede reducirse
de manera efectiva por el ASO especifico de TGF-Ry, lo que hace que las ASO inventivas sean agentes terapéuticos
ideales.

20.3 Efectos sobre varias células cancerosas.

Descripcion de los métodos.

[0428] Para la investigacion de los efectos de ASO dirigidos a las células ECM (CTGF, FN, CollV) se utilizaron y
cultivaron como se describe anteriormente en el protocolo estandar (Tabla 10). Para el tratamiento, las células se
sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos (Sarstedt n° 83.1836.300) (30.000 células/pocillo), placas de cultivo de
6 pocillos (Sarstedt n° 83.3920.300) (50.000 células/pocillo) y se incubaron durante la noche a 37°C.°C y 5% CO..
Para analizar la expresion de ARNm e influencia en CTGF, FN y CollV, los niveles de ARNm y proteinas se trataron
con Ref.1 (control aleatorizado) o ASO Seq. ID No. 218b a concentraciones de 2,5y 10 uM y se incubaron durante
72 horas a 37°C y 5% de CO,. El tratamiento que incluia el reemplazo del medio se repitié6 3 veces cada 72 h (12
dias en total). Para la recoleccion, las células se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se usaron para el
aislamiento de ARN (placas de 24 pocillos) o el aislamiento de proteinas (placas de 6 pocillos). Los protocolos para
el aislamiento de ARN y proteinas, asi como los anticuerpos y diluciones utilizados, se realizaron como se describe
anteriormente.

20.3,1 Resultados para Seq. ID No. 218b

[0429] Los efectos antifibréticos se detectaron mediante analisis de CTGF, FN, CollV ARNm y niveles de proteina.
El ARNm de CTGF (Tabla 72) se redujo de manera dependiente de la dosis por Seq. ID No. 218b en células HT-29,
HTZ-19, MCF-7 y THP-1, Para las células KG-1, se reconocio la regulacion por disminucion de TGF- mediador en
sentido descendente para ASO 2,5 uM. ID No. 218b. Para A549, células Panc-1 y CaCO; se demostré una
disminucion de FN (Tabla 73) de acuerdo con una disminucion dependiente de la dosis del ARNm de CollV (Tabla
74) en células THP-1, HTZ-19 y L3.6pl (Tabla 65). El analisis de transferencia Western revel6 una fuerte reduccion
de la proteina CTGF en células HT-29, MCF-7, TMK-1 y L3.6pl. El resultado para MCF-7 fue significativo (Tabla 75).
Ademas, la fosforilacion de Erk1/2 en células A549 y TMK-1 fue inhibida por ASO Seq. ID No. 218b. pErk1/2
normalmente es activado por CTGF para inducir efectos fibréticos mediados por TGF-3 (Tabla 76). Para FN (A549,
MCF-7, HT-29, HTZ-19, HPAFII) y Col IV (A549, HTZ-19, HPAFII, PC3M) (Tabla 77 y 78), los dos componentes
principales de la ECM fueron los niveles de proteina. minimizado en aproximadamente un 50%.

Tabla 72: expresion de ARNm de CTGF 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b en
células HT-29, HTZ-19, KG1, MCF-7 y THP-1. El ARNm de CTGF disminuy6 después de la transferencia gimnética
de Seq. ID No. 218b para todas las lineas celulares ensayadas. Los niveles de ARNm se determinaron en relacion
con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el
control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM. Las estadisticas se calcularon
utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones post hoc multiples de "Tukey".

. CTGF
Diana Niveles de ARNm 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
. . HT-29 HTZ-19 KG-1 MCF-7 THP-1
Linea de células _ _ _ - =
n=2 n=1 n=1 n=1 n=2

A 1,00 + 0,28 1,00 1,00 1,00 1,00 + 0,28
B 2,5uM 0,686 0,11 1,30 0,93 0,99 + 0,68
B 10 uM 0,65 + 0,03 1,20 0,88 0,91 1,15+ 0,34
C2,5uM 0,40 + 0,20 0,64 0,24 0,98 + 0,11
C10 uM 0,33+ 0,19 0,55 0,26 0,22 0,09 + 0,03

Tabla 73: expresion de ARNm de FN 12 dias después de la transferencia gimnotica de Seq. ID No. 218b en
células A549, Panc-1 y CaCO2. El ARNm de FN disminuyé después de la transferencia gimnética de Seq. ID No.
218b para todas las lineas celulares ensayadas. Los niveles de ARNm se determinaron en relacién con el gen de
mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se normalizaron para el control sin
tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, **p <0,01 en referencia a A. Las estadisticas
se calcularon utilizando el ANOVA Ordinario de una via seguido de varias comparaciones post hoc de "Tukey".
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Diana FN
niveles de ARNm 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
Linea de células A549 Panc-1 CaCo2
n=2 n=1 n=2
A 1,00 + 0,39 1,00 1,00 + 0,30
B2,5uM 0,83 + 0,08 1,29 0,55 +0,13
B 10 uM 1,00 + 0,76
C25uM 0,35+ 0,20 0,15 0,73 + 0,54
C10 uM 0,18 + 0,17

Tabla 74: expresion de ARNm de CollV 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b en
células A549, HTZ-19, THP-1, L3.6pl, Panc-1 y CaCO2. El ARNm de CollV disminuyé después de la transferencia
gimnética de Seq. ID No. 218b para todas las lineas celulares ensayadas. Los niveles de ARNm se determinaron en
relacién con el gen de mantenimiento GNB2L1 utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y luego se
normalizaron para el control sin tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b, + = SEM, las
estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones muiltiples post
hoc de "Tukey".

. Col IV
Diana niveles de ARNm 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
. . A549 THP-1 HTZ-19 L3,6pl Panc-1 CaCo2
Linea de células _ _ _ _ - =
n=2 n=2 n=1 n=2 n=1 n=2

A 1,00+ 0,00 | 1,00+0,22 | 1,00 |1,00+0,20| 1,00 | 1,00+ 0,71
B 2,5uM 1,18+0,31|0,71+025| 094 |0,83+0,09| 098 | 1,37+0,19
B 10 uM 1,11 +0,60 | 0,61 + 0,03 091+0,29| 0,57 | 2,61+0,01
C 2,5uM 0,84 +0,02 | 065+0,19| 051 |114+0,13| 0,59 | 1,30+ 0,03
C 10 uM 0,75+0,02 | 0,30 + 0,13 0,69+0,05| 030 |0,57+ 0,14

Tabla 75: Analisis densitométrico después de la transferencia Western en células HT-29, MCF-7, L3.6pl y
TMK-1 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b. Podria ser reconocida la regulacion a
la baja de la proteina CTGF por ASO Seq. ID No. 218b. Los niveles de proteina se determinaron en relacién con el
gen de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se normalizé para el
control no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

CTGF
Diana protein levels 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72
h)

Linea de HT-29 MCF-7 TMK-1 L3,6pl
células n=1 n=2 n =1 n=1

A 1,00 1,00 + 0,0 1,00 1,00
B 10 uM 1,19 1,12 + 0,11 0,85 0,93
Cc10uM 0,50 0,22**++ + 0,03 0,38 0,22

Tabla 76: Analisis densitométrico después de transferencia Western en células A549 y TMK-1 12 dias
después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b. Fue determinada la regulacién a la baja de la
proteina pErk1/2 por ASO Seq. ID No. 218b. La cuantificacion del nivel de proteina se realiz6 en relacion con el gen
de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se normaliz6 a un control sin
tratar. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. Las estadisticas se calcularon utilizando el ANOVA
ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".
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Diana pErk1/2
Niveles de proteina 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
. . A549 TMK-1
Linea de células| — _

n=1 n =1

A 1,00 1,00

B 10 uM 1,21 1,14

C 10 uM 0,58 0,76

Tabla 77: Analisis densitométrico después de transferencia Western en células A549, MCF-7, HT-29, HTZ-19y
HPAFII 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b. Fue determinada la regulacion a la
baja de la proteina FN por ASO Seq. ID No. 218b. La cuantificacion del nivel de proteina se realizé en relacion con el
gen de mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando Image Studio™ Lite Software y luego se normaliz6 a un control
no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

. FN
Diana Niveles de proteina 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
. . A549 MCF-7 HT-29 HTZ-19 HPAFII
Linea de células _ _ _ - =
n=1 n=2 n =1 n =1 n=1
A 1,00 1,00 + 0,22 1,00 1,00 1,00
B 10 uM 1,10 1,08 + 0,25 0,81 1,20 1,12
C 10 uM 0,56 0,69 + 0,18 0,40 0,83 0,56

Tabla 78: Analisis densitométrico después de transferencia Western en células A549, MCF-7, HT-29, HTZ-19y
HPAFII 12 dias después de la transferencia gimnética de Seq. ID No. 218b. Fue determinada la regulacion a la
baja de la proteina FN por ASO Seq. ID No. 218b. Los niveles de proteina se analizaron en relacién con el gen de
mantenimiento de la alfa-tubulina utilizando el software Image Studio™ Lite y luego se normalizaron para el control

no tratado. A = control sin tratar, B = Ref.1, C = Seq. ID No. 218b. Las estadisticas se calcularon utilizando el
ANOVA ordinario de una via seguido de las comparaciones multiples post hoc de "Tukey".

. Col IV
Diana Niveles de proteina 12 dias tras la transferencia gimnética repetida (4x 72 h)
. . A549 HTZ-19 HPAFII PC3M
Linea de células| — _ _ _
n=1 n =1 n =1 n=1
A 1,00 1,00 1,00 1,00
B 10 uM 1,31 1,01 1,05 1,07
C10 uM 0,61 0,36 0,76 0,43

Conclusién

[0430] El aumento de la deposicion de ECM mediada por TGF-1, a través de su CTGF mediador descendente,
podria revertirse de manera eficiente por las ASO inventivas especificas a TGF-R; en diferentes lineas celulares de
tumores. Un nivel reducido de componentes de la MEC podria contribuir a una progresion del tumor menos agresivo.
En conjunto, las ASO ensayadas pueden demostrar una nueva estrategia terapéutica en diferentes enfermedades
asociadas con la fibrosis.

Ejemplo 21: Umbral para la toxicidad de las ASO inventivas por administracion intracerebroventricular
cronica utilizando un paradigma de aumento de la dosis en Cynomolgus.

[0431] Para evaluar el intervalo de dosis ideal para el estudio de toxicidad de GLP, se realizé un experimento previo
con administracion intracerebroventricular (icv) de oligonucleétido antisentido (ASO) con dosis crecientes en monos
Cynomolgus. Durante la administracion, los animales fueron monitoreados para detectar alteraciones inmunoldgicas,
hematoldgicas y fisioldgicas.

Descripcion del método:

[0432] Para la infusion central cronica de ASO en monos Cynomolgus machos y hembras, se implantd por via
subcutanea una bomba de presion de gas (0,25 ml/24 h, Tricumed-IP 2000V®) conectada a un catéter de silicona
dirigido al ventriculo lateral derecho. Anestesia con ketamina/xilacina y condiciones semi-estériles. Se utilizaron un
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solo macho y una uUnica hembra para cada condicion de tratamiento (Seq. ID No. 218b, Seq. ID No. 218c,
concentraciones dadas en la Tabla 79). Cada bomba se implantd por via subcutanea en la regiéon abdominal a través
de una incisién en la piel de 10 cm de largo en el cuello del mono y se conectd con la canula icv mediante un catéter
de silicona. Los animales se colocaron en un marco estereotaxico y la canula icv se bajé hacia el ventriculo lateral
derecho. La canula se fij6 con dos tornillos de acero inoxidable utilizando cemento dental (Kallocryl, Speiko®-Dr.
Speier GmbH, Munster, Alemania). La piel del cuello se cerré con suturas. Durante la cirugia, la temperatura
corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar infecciones postquirtrgicas, los monos fueron
tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg, Alemania) y recibieron antibiéticos de 1 ml
(sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo y la bomba se llen6é con la solucion de
tratamiento respectiva. Los periodos de infusion de ASO (1 semana para cada dosis) se interrumpieron por un
periodo de lavado de una semana con una administracion exclusiva de NaCl al 0,9%. Durante toda la administracion
del paradigma del desarrollo del peso corporal y se monitorizé el consumo de alimentos. Ademas, se tomaron
muestras de sangre y de LCR una vez a la semana para determinar alteraciones hematolégicas y también
inmunoldgicas, pero también concentraciones sistémicas de ASO. El ultimo dia, se sacrificaron los animales y se
extirparon los érganos (higado, rifiones, cerebro) y se analizaron en busca de proliferacion, apoptosis, eliminacién de
ARNm y formacion de tumores.

Tabla 79: Disefio experimental y las dosis de ASO administradas durante el paradigma de administraciéon de
7 semanas.

Condicién de tratamiento/Semana 1/Semana 2|Semana 3/Semana 4/Semana 5Semana 6|Semana 7

Seq. ID No.218b 0,048 mM [0,9% NaCl|0,24 mM [0,9% NaCl{1,2mM |0,9% NaCI|6 mM
Seq. ID No 218c 0,048 mM [0,9% NaCl|0,24 mM [0,9% NaCl{1,2mM |0,9% NaCI|6 mM
Conclusion:

[0433] Todas las ASO inventadas e inventivas fueron al menos no téxicas en las semanas 1 a 6 y, por lo tanto, se
utilizaron para investigaciones adicionales y examenes toxicolégicos. Sin embargo, la infusion de oligonucleétidos
antisentido Seq. ID No. 214, Seq. ID No. 138b, Seq. ID No. 172b asi como Ref. 0 y ref. 5, dio lugar a efectos toxicos
tempranos en el esquema anterior. Por lo tanto, estos oligonucleétidos antisentido no son adecuados como agentes
terapéuticos y no se utilizaron para estudios adicionales.

Ejemplo 22: Determinacion de anomalias de comportamiento y fisiologicas después de la administracion
central de oligonucleoétidos antisentido

[0434] EI objetivo de este estudio fue investigar los efectos de una Unica administracion de oligonucleétidos
antisentido intracerebroventricular (icv) en los parametros neurolégicos y de comportamiento resultantes en ratas.

Descripcion del método:

[0435] Los procedimientos estereotaxicos se realizaron bajo anestesia con ketamina/xilacina y en condiciones semi-
estériles. Después de la cirugia, las ratas tuvieron dos dias para recuperarse.

Implantacién de la canula de quia icv.

[0436] Los animales se colocaron en un marco estereotaxico, y la canula de guia (12 mm) se implanté 2 mm por
encima del ventriculo lateral izquierdo (coordenadas relativas a bregma: 1,0 mm posterior, -1,6 mm lateral a la linea
media, 1,8 mm por debajo de la superficie La canula guia se anclé a dos tornillos de acero inoxidable utilizando
cemento acrilico dental (Kallocryl, Speiko®-Dr. Speier GmbH, Minster, Alemania) y se cerré con una canula
simulada. Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo por una almohadilla de calefaccion. Para evitar las
infecciones post quirlrgicas, los ratones fueron tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH,
Limburg, Alemania) y recibieron 0,1 ml de antibiéticos (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania).

Infusién de ICV

[0437] Las ratas ligeramente restringidas recibieron una infusion icv de ASO (2 pM/5 pl, 10 uM/5 pl, 50 uM/5 ul, 250
MM/5 pl) o vehiculo (5 pl, NaCl al 0,9%, pH 7,4, Braun) utilizando una canula de calibre 27, que se extendié 2 mm
mas alla de la canula de guia y permanecié en su lugar durante 30 s para permitir la difusion. Las ratas se
monitorizaron 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administraciéon de icv para detectar reacciones de
comportamiento, actividad motora, excitacion del SNC, postura, coordinaciéon motora, tono muscular, reflejos y
temperatura corporal.

Verificacion de canula y colocacién de sonda de microdialisis.

[0438] Después de la escarificacion, se extrajeron los cerebros, se congelaron rapidamente y se almacenaron a -
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80°C hasta su analisis. La verificacion histolégica de los sitios de implantacion de icv se realizé en cortes cerebrales
tefidos con cresil violeta coronal de 40 um.

[0439] Los presentes resultados demuestran una administracion unica de icv de ASO (para ambas secuencias,
SEQ. ID NO. 218b, ID. Sec. 218c), para diferentes dosis, para ser una técnica segura en ratas debido a que no tiene
efectos en parametros neurolégicos.

Ejemplo 23: Determinacion del rango de dosis ideal para el estudio de toxicidad de GLP de Cynomolgus
(experimento de toxicidad previa en ratas)

[0440] Para investigar cualquier efecto toxicoldégico general de una administracion diaria intravenosa (iv) de
oligonucledtido antisentido (ASO), y para localizar el rango de dosis perfecto para el estudio de protoxicidad con
GLP en ratas, fue realizado un experimento de pre-toxicidad en ratas.

Descripcion del método:

[0441] Para la inyeccion intravenosa repetida de ASO, se dividieron 20 ratas macho y 20 hembras en cuatro grupos
de tratamiento, un grupo de vehiculo, un grupo ASOpgjo, Un grupo ASOintermedio Y UN grupo ASOaio. Este paradigma
fue realizado para Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c. Las ratas recibieron una inyeccion diaria de bolo
intravenoso por 15 dias consecutivos. Las ratas se controlaron para determinar la mortalidad (dos veces al dia), los
sintomas clinicos (una vez al dia, el desarrollo del peso corporal (semanalmente), el consumo de alimentos
(semanalmente). El dia 15 del paradigma experimental, los animales se sacrificaron, se extrajeron los 6rganos
(higado, rifién, cerebro) y se recogio la sangre del tronco. Posteriormente, se analizaron los tejidos y la sangre para
detectar alteraciones inmunoldgicas y hematoldgicas.

[0442] Los resultados del presente estudio demuestran que los dos ASO Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c son
una medicacion segura para una variedad de trastornos diferentes sin efectos toxicos cuando se administra en dosis
bajas e intermedias.

Ejemplo 24: Determinacion de cualquier efecto toxicolégico general por inyeccion intravenosa repetida de
oligonucleétido antisentido

[0443] El objetivo de este estudio era el de investigar en qué dosis una administraciéon diaria intravenosa (iv) de
oligonucledtido antisentido (ASO) ejerce cualquier efecto toxicoldgico general en ratas.

Descripcion del método:

[0444] Para la inyeccion intravenosa repetida de ASO, se dividieron 80 ratas macho y 80 ratas hembra en cuatro
grupos de tratamiento, un grupo de vehiculo, un grupo ASOpgjo, Un grupo ASOintermedio Y UN grupo ASOaio. Las ratas
recibieron una inyeccién diaria de bolo iv con ASO durante 29 dias consecutivos. Las ratas se controlaron para
determinar la mortalidad (dos veces al dia), los sintomas clinicos (una vez al dia, el desarrollo del peso corporal
(semanalmente), el consumo de alimentos (semanalmente). En el dia 29 del paradigma experimental, se sacrificaron
los animales, los 6rganos (higado, rifiéon, cerebro) se extrajeron y se extrajo sangre del tronco. Ademas, se
recogieron frotis de médula 6sea. Posteriormente, se analizaron las alteraciones inmunoldégicas, hematologicas e
histopatologicas de los tejidos y la sangre.

[0445] Los resultados del presente estudio demuestran los dos ASO Seq. ID No. 218b y la Seq. ID No. 218c son
medicamentos seguros para una variedad de trastornos diferentes sin efectos toxicos cuando se administran en
dosis bajas e intermedias.

Ejemplo 25: Determinacion de las propiedades toxicolégicas de una administracion crénica central de
oligonucleétidos antisentido en monos Cynomolgus

[0446] Para determinar la eficacia y para identificar la dosis téxica, los monos Cynomolgus machos y hembras
recibieron diferentes dosis de un oligonucledtido antisentido (ASO) de la invencion mediante administracion
intracerebroventricular crénica. Durante el paradigma de administracion, los animales fueron monitoreados para
detectar alteraciones inmunoldgicas, hematoldgicas y fisioldgicas.

Descripcion del método:

[0447] Para la infusion central cronica de ASO en monos Cynomolgus machos y hembras, se implantd por via
subcutanea una bomba de gas (0,25 ml/24 h, Tricumed IP-2000V®) conectada a un catéter de silicona, dirigido al
ventriculo lateral derecho. Bajo anestesia con ketamina/xilacina y condiciones semi-estériles. Se usaron tres monos
machos y tres hembras para cada condicién de tratamiento (vehiculo, ASOpajo, ASOaio, cONcentraciones dadas en la
Tabla 79). Ademas, para investigar el periodo de recuperacion, se sacrificaron dos monos machos y dos hembras
(vehiculo y ASOato) cuatro semanas después de que se termind la administracion de ASO. Cada bomba se implanto
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por via subcutanea en la region abdominal a través de una incision de piel de 10 cm en el cuello del mono y se
conectod con la canula icv mediante un catéter de silicona. Los animales se colocaron en un marco estereotaxico y la
canula icv se bajo hacia el ventriculo lateral derecho. La canula se fijé con dos tornillos de acero inoxidable utilizando
cemento dental (Kallocryl, Speiko®-Dr. Speier GmbH, Miinster, Alemania). La piel del cuello se cerrd con suturas.
Durante la cirugia, la temperatura corporal se mantuvo mediante una almohadilla térmica. Para evitar infecciones
postquirargicas, los monos fueron tratados localmente con betaisodona® (Mundipharma GmbH, Limburg, Alemania)
y recibieron antibidticos de 1 ml (sc, Baytril® 2,5% Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Alemania). El tubo se llen6 con la
solucion de tratamiento respectiva. Durante toda la administracion se monitorizd el desarrollo del peso corporal del
paradigma y el consumo de alimentos. Ademas, se tomaron muestras de sangre y aCSF una vez a la semana para
determinar alteraciones tanto hematolégicas como inmunoldgicas pero también concentraciones sistémicas de ASO.
El dltimo dia, se sacrificaron los animales del estudio principal y se extirparon los érganos (higado, rifiones, cerebro)
y se analizaron para determinar la proliferacion, apoptosis, eliminacion de ARNm y formacién de tumores. Después
de la semana 57, los animales adicionales utilizados para investigar los periodos de recuperacion también se
sacrificaron y se determinaron los mismos parametros de lectura.

Tabla 80. Condiciones de tratamiento y los animales por grupo para el estudio de toxicidad GLP de 4
semanas y para el periodo de recuperacion adicional de 4 semanas.

Tratamiento| Estudio principal [Periodo de recuperaciéon de 4 semanas
condiciéon |Machos [n]|Hembras [n] Machos [n] Hembras [n]
Vehiculo 3 3 2 2
ASOps, 3 3 / /
ASO,;, 3 3 2 2

[0448] Los resultados del presente estudio demuestran que una administraciéon de ASO intracerebroventricular
cronica es una medicacion no téxica y segura para el tratamiento de una variedad de enfermedades diferentes.

Ejemplo 26: Determinacion de la estabilidad y la actividad biolégica de un oligonucleétido antisentido en
diferentes soluciones de vehiculo

[0449] Para investigar, si hay algun efecto de interaccion de los oligonucledtidos antisentido (Seq. ID No. 218b, Seq.
ID No. 218c) y la solucién de infusion, se realizé un experimento previo de 29 dias. Por lo tanto, los dos ASO se
reconstituyeron en diferentes soluciones de vehiculos libres de endotoxinas (PBS, agua para inyecciéon [WFI], 0,9%
de NaCl) y se almacenaron en diferentes condiciones, respectivamente. Las muestras se recolectaron cada semana
y se analizaron para determinar el valor de pH, la estabilidad de ASO, el contenido y la integridad mediante AEX-
HPLC. Cualquier cambio en las condiciones de eficacia se ensaydé demostrando la potencia de la eliminacion del
ARNm de TGF-R; en el ensayo de cultivo celular con cada muestra, respectivamente.

Descripcion del método:

[0450] Las ASO liofilizadas se diluyeron con la solucién de vehiculo respectiva (Agua para inyeccion, NaCl al 0,9%,
PBS) en condiciones estériles (flujo laminar, BIOWIZARD Golden GL-170 Ergoscience®, condiciones S1). Las copas
Eppendorf de 1,5 ml se marcaron y se llenaron con 100 pl (AEX-HPLC) o 250 pl (eliminacion directa) de la solucion
ASO respectiva (todas las etapas bajo flujo laminar, BIOWIZARD Golden GL-170 Ergoscience®, condiciones S1, ver
pipeteo/esquema de etiquetado tabla 81). En el siguiente paso, todas las muestras se almacenaron en sus
respectivas condiciones de almacenamiento y las muestras se recolectaron cada semana (ver tabla de esquema de
muestreo 82) y se almacenaron a -80°C hasta el analisis.

Tabla 81: Esquema de etiquetado para el estudio de estabilidad de vehiculo de ASO. El esquema de etiquetado

se realizé para Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c (cada 10 uyM y 0,24 uM) y para los tres vehiculos WFI, NaCl al
0,9% y PBS (=> 12 esquemas diferentes).

127



ES 2705066 T3

Dia
Etiqueta | Vehiculo | Condiciéon 0 6 12 18 24 29
(WFI,
0,9%NaCL
o PBS)
ASO [10 X Linea de ASO
uM] base [10
pM]
xX_
Linea
de
base
ASO [10 X -20°C ASO ASO ASO[10 | ASO[10 ASO
uM] [1OuM] | 1O pM] | UM X_- | uM]X_- | [10 uM]
X - X - 20°C_ 20°C_ X -
20°C_ | 20°C_ Dia 18 Dia 24 20°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 29
ASO [10 X +4°C ASO ASO ASO[10 | ASO[10 ASO
uM] [10 uM] | [10 uM] | pM] X_ HM]X_ | [10 uM]
X_ X_ +4°C_ +4°C_ X_
+4°C_ | +4°C_ Dia18 Dia 24 +4°C_
Dia 6 Dia12 Dia 29
ASO [10 X +20°C ASO _Dia ASO[10 | ASO[10 ASO
uM] [1TO0uM] | ASO pM] X MM] X | [10 uM]
X_ [10 X_ +20°C_ +20°C_ X
+20°C6 | +20°C_ Dia 18 Dia 24 +20°C_
Dia 12 Dia 29
ASO [10 X +37°C ASO ASO ASO[10 | ASO[10 ASO
uM] [10 uM] | [10 uM] | pM] X_ HM]X_ | [10 uM]
X_ X_ +37°_Dia | +37°_Dia X
+37°C_ | +37°C_ 18 24 +37°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 29
ASO [10 X +40°C ASO ASO ASO[10 | ASO[10 ASO
uM] [10 uM] | [10 uM] | pM] X_ HM]X_ | [10 uM]
X_ X_ 40°C_ 40°C_ X
40°C_ | 40°C_ Dia 18 Dia 24 40°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 29
ASO [10 X valor de ASO ASO
uM] pH [10 [10 uM]
uM] X_pH
X_pH value
valor_ Dia 29
Dia 0
ASO X Linea de ASO
[0,24 base [0,24
uM] uM]
xX_
Linea
de
base
ASO X -20°C ASO ASO ASO ASO ASO
[0,24 [0,24 [0,24 [0,24 uM] | [0,24 uM] [0,24
pM] pM] pM] X_- X_- pM]
X - X - 20°C_ 20°C_ X -
20°C_ | 20°C_ Dia 18 Dia 24 20°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 29
ASO X +4°C ASO ASO ASO ASO ASO
[0,24 [0,24 [0,24 [0,24 uM] | [0,24 uM] [0,24
uM] MM] X_ | uM] X_ x_ x_ MM] X_
+4°C_ | +4°C_ +4°C_ +4°C_ +4°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24 Dia 29
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(continua)
Dia
Etiqueta | Vehiculo | Condicion 0 6 12 18 24 29
(WFI,
0,9%NaCL
o PBS)

ASO X +20°C ASO ASO ASO ASO ASO

[0,24 [0,24 [0,24 [0,24 uM] | [0,24 uM] [0,24
HM] HM] X_ | uM] X X_ X_ HM] X _
+20°C_ | +20°C_ | +20°C_ +20°C_ | +20°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24 Dia 29

ASO X +37°C ASO ASO ASO ASO ASO

[0,24 [0,24 [0,24 [0,24 uM] | [0,24 uM] [0,24
HM] HM] X_ | uM] X X_ X_ HM] X _
+37°C_ | +37°C_ | +37°_Dia | +37°_Dia | +37°C_
Dia 6 Dia 12 18 24 Dia 29

ASO X +40°C ASO ASO ASO ASO ASO

[0,24 [0,24 [0,24 [0,24 uM] | [0,24 uM] [0,24
HM] HM]X_ | UM] X X_ X_ HM] X _
40°C_ | 40°C_ 40°C_ 40°C_ 40°C_
Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24 Dia 29

ASO X valor de ASO ASO

[0,24 pH [0,24 [0,24
uM] MM] MM] X_

X_pH pH_
valor_ value_
Dia 0 Dia 29

Tabla 82: Esquema de recoleccion para el estudio de estabilidad de vehiculo de ASO. El esquema de
recoleccion se realizd para Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c (cada 10 uyM y 0,24 uM) y para los tres vehiculos
WFI, NaCl al 0,9% y PBS (=> 12 esquemas diferentes).

Muestra Dia
Condicion 0 6 12 18 24 29
Linea de base X
-20°C X X X X X
+4°C X X X X X
+20°C X X X X X
+37°C X X X X X
+40°C X X X X X
Valor de pH X X

[0451] Dado que no hubo efectos de ninguna de las soluciones del vehiculo en la estabilidad, el contenido y la
integridad de la Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c, se usé NaCl al 0,9% para el experimento de estabilidad de uso
ASO-in.

Ejemplo 27: Determinacion de la estabilidad en uso y la actividad biologica de oligonucleétidos antisentido
de la invencion (ASO) en solucion de vehiculo

[0452] Para investigar si hay algun efecto de interaccion de los oligonucledtidos antisentido (ASO) (Seq. ID No.
218b, Seq. ID No. 218c) y una bomba de presion de gas o un catéter, fue realizado un experimento previo de 29
dias. Por lo tanto, los dos ASO se reconstituyeron en NaCl al 0,9% y la bomba y el catéter se llenaron de acuerdo
con la descripcion del fabricante. Las muestras se recolectaron cada semana y se analizaron para determinar el
valor de pH, microbiologia y estabilidad, contenido e integridad del oligo mediante AEX-HPLC. También se ensayo
cualquier cambio en las condiciones de eficacia mediante la prueba de la potencia para eliminar el ARNm de TGF-R;
en un ensayo de cultivo celular con cada muestra, respectivamente.

Descripcion del método:

[0453] Las ASO liofilizadas se diluyeron con NaCl al 0,9% en condiciones estériles (flujo laminar, BIOWIZARD
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Golden GL-170 Ergoscience®, condiciones S1). Las copas Eppendorf de 5 ml se marcaron segun el esquema de
etiqguetado (consulte la tabla 83) en condiciones estériles (flujo laminar, BIOWIZARD Golden GL-170 Ergoscience,
condiciones S1). Las dos bombas de presion de gas (Tricumed Model IP-2000 V®) y el catéter (conjunto de catéter
espinal 4000) se llenaron de acuerdo con la descripcion del fabricante con la solucion ASO respectiva (todos los
pasos bajo flujo laminar, BIOWIZARD Golden GL-170 Ergoscience®, condiciones S1, consulte la tabla de esquemas
de pipeteo/etiquetado 83). En el siguiente paso, la bomba se conectd al catéter que se conectod a la tapa de una
Copa Eppendorf de 5 ml y las Copas restantes se almacenaron en una caja de almacenamiento con todas las
aberturas cerradas con Parafilm®, para evitar cualquier contaminacion. Cada semana, las muestras se recolectaron,
se almacenaron a -80°C hasta que el analisis y el catéter conectado a la tapa de una Copa Eppendorf de 5 ml se
transfirieron a la Copa siguiente para continuar con el procedimiento de muestreo. Ademas, se tomé una muestra
directamente de la bomba a través del puerto de bolo y se almacend a -80°C. El ultimo dia, se recogioé una muestra
adicional para el analisis microbiolégico.

Tabla 83: Esquema de etiquetado para el estudio de estabilidad en uso de ASO. El esquema de etiquetado se
realizé para Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c (cada 0,24 pM). PS: (Muestra de bomba: muestra directamente
desde el catéter), AS: (Muestra adicional: muestra directamente desde el reservorio dentro de la bomba a través del
puerto de bolos, MB: (MicroBiologia: 500 uM desde PS y AS)
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Muestra Dia
Oligo Copa | Condicion 0 6 12 18 24 29
Seq, ID 5ml PS Seq,ID | Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID
No, 218b No, No, No, No, No, No,
[0,24 218b 218b_ 218b_ 218b_ 218b_ 218b_
mM] [10 uM] +37°C +37°C +37°C +37°C +37°C
Linea PS_Dia PS_Dia PS_Dia PS_Dia PS_Dia
de 6 12 18 24 29
base
Seq, ID 5ml AS Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID
No, 218b No, No, No, No, No,
[0,24 uM] 218b_ 218b_ 218b_ 218b_ 218b_
+37°C +37°C +37°C +37°C +37°C
AS Dia | AS_Dia | AS Dia AS _Dia AS_Dia
6 12 18 24 29
Seq, ID 5ml MB Seq, ID
No, 218b No,
[0,24 M 218b_
+37°C
MB_ Dia
29
Seq, ID 5mil valor pH Seq, ID Seq, ID
No, 218b No, No, 218b
[0,24 uM] 218b valor pH
valor Dia 29
pH Dia
0
Seq, ID 5ml PS Seq,ID | Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID
No, 218c No, No, 218c | No, 218c | No, 218c | No, 218c | No, 218c
[0,24 218c _+37°C _+37°C _+37°C _+37°C _+37°C
mM] Linea PS_Dia PS_Dia PS_Dia PS_Dia PS_Dia
de 6 12 18 24 29
base
Seq, ID 5ml AS Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID Seq, ID
No, 218c No, 218c | No, 218c | No, 218c | No, 218c | No, 218c
[0,24 uM] _+37°C | _+37°C _+37°C _+37°C _+37°C
AS Dia | AS_Dia | AS Dia AS _Dia AS _Dia
6 12 18 24 29
Seq, ID 5ml MB Seq, ID
No, 218c No, 218c
[0,24 _+37°C
mM] MB_Dia
29
Seq, ID 5mil valor pH Seq, ID Seq, ID
No, 218c No, No, 218c
[0,24 218c valor pH
mM] valor Dia 29
pH Dia
0

Tabla 84: Esquema de recoleccion para el estudio de estabilidad en uso de ASO. El esquema de recoleccién se
realizé para Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c (0,24 mM). PS: (Muestra de bomba: muestra directamente desde
el catéter), AS: (Muestra adicional: muestra directamente desde el reservorio dentro de la bomba a través del puerto

de bolos, MB: (MicroBiologia: 500 uM desde PS y AS)
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[0454] Dado que no hubo efectos de la bomba y el catéter sobre la estabilidad, el contenido y la integridad de la
Seq. ID No. 218b y Seq. ID No. 218c, y tampoco hubo problemas microbioldgicos notables, este paradigma de
aplicacion representa la técnica optima para la administracion intratecal e intracerebroventricular en monos
Cynomolgus y humanos.

Sintesis quimica

Abreviaturas

[0455]

Pybop: (Benzotriazol-1-il-oxi)tripirrolidinofosfonio-hexafluorofosfato
DCM: Diclorometano

DMF: Dimetilformamida

DMAP: 4-Dimetilaminopiridina

DMT: 4,4'-dimetoxitritilo

LCAA: Alquil Amino de cadena larga

TRIS: Tris(hidroximetil)-aminometano

TRIS-HCI: Clorhidrato de tris(hidroximetil)-aminometano
DEPC: Dicarbonato de dietilo

Sintesis y purificacion antisentido-oligonucleétido de gapmero

[0456] Los oligonucledtidos antisentido en forma de gapmeros se ensamblaron en un sintetizador ABI 3900 o en un
sintetizador ABI 394, o en un Expedite™ (Applied Biosystems) de acuerdo con la quimica de la oligomerizacion de
fosforamidita. En el ABI3900, el soporte sdlido era poliestireno cargado con UnySupport (comprado en Glen
Research, Sterling, Virginia, EE.UU.) Para proporcionar una escala de sintesis de 0,2 ymol. En el ABI 394, el soporte
solido era un vidrio de poro controlado (CPG) de 500 A cargado con Unylinker™ adquirido en Chemgenes
(Wilmington, MA, EE.UU.) para proporcionar una escala de sintesis de 3 pmol.

[0457] Se obtuvieron reactivos de sintesis auxiliares tales como "Deblock”, "Oxidizer", "CapA" y "CapB", asi como
ADN-fosforimitas, de SAFC Proligo (Hamburgo, Alemania).

Especificamente, los monémeros de 5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-O, 3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita de
deoxi timidina (dT), 4-N-benzoil-2'-desoxi-citidina (dCB?), 6-N-benzoil-2'-desoxi-adenosina (dABz) y 2-N-isobutiril-2'-
deoxi-guanosina (dGiBu) se utilizaron como unidades de construccién de ADN. 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metilen-N2-
dimetilformamidina-guanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-diisopropil )fosforamidita (LNA-GP“F), 5'-0-DMT-2'-O,4’-C-metilen-
timidina 3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]fosforamidita (LNA-Tb), 5'-O-DMT-2-O,4'-C-metileno-N8-benzoiladenosina-
3’-(2-cianoetil-N,N-diisopropil )fosforamidita (LNA-AB?), 5'-O-DMT-2'-O-, 4' -C-metilen-5-metil-N*-benzoilcididina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (LNA-C*B?) se utilizaron como unidades de construccion de LNA. Las
fosforamiditas de LNA se adquirieron en Exigon (Vebaek, Dinamarca).

[0458] Como se muestra en los ejemplos de los LNA en la tabla 85, las fosforamiditas se disolvieron en acetonitrilo
seco para dar un oligonucledtido 0,07 M, excepto LNA-C*8%, que se disolvid en una mezcla de THF/acetonitrilo
(25/75 (vIv)).

Tabla 85:
Peso molecular g/mol [CAS N° Disolvente 5:? ggt&n%éj:?gsolumon
LNA-ABz |885,9 [206055-79-0] |Acetonitril anhidro 1,6 mi
LNA-C*Bz |875,9 [206055-82-5] |THF/Acetonitril 25/75 (v/v)[1,6 ml
LNA-Gov 1852,9 [709641-79-2] |Acetonitril anhidro 1,7 mi
LNA-T 772,8 [206055-75-6] |Acetonitril anhidro 1,8 mi

[0459] Los B-D-tio-LNA 5-O-DMT-2'-desoxi-2'-mercapto-2'-S,4'-C-metilen-N8-benzoiladenosina-3'-[(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)]-fosforamidita, 5'-0-DMT-2'-deoxi-2'-mercapto-2'-S, 4'-C-metileno-5-metil-N*-benzoilcitiidina-3"-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamiditas, 5'-0-DMT-2'-deoxi-2'-mercapto-2'-S,4’-C-metileno-N2-
dimetilformamidineguanosina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, 5-O-DMT-2'-deoxi-2'-mercapto-2'-S, 4'-
C-metilen-timidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, y 5-O-DMT-2'-deoxi-2'-amino-2'-N, 4'-C-metileno-
Né-benzoiladenosina-3’-(2-cianoetil-N,N-diisopropil fosforamiditas se sintetizaron como se describe en J. Org. Chem.
1998, 63, 6078 - 6079.

[0460] La sintesis de la B-D-amino-LNA 5'-O-DMT-2'-deoxi-2'-amino-2'-N, 4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilo-citidina-
3’-[(2-cianoetil-N,N-diisopropil)]-fosforamiditas, 5'-O-DMT-2'-deoxi-2'-amino-2'-N, 4'-C-metileno-N-
dimetilformamidineguanosina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, 5-O-DMT-2'-deoxi-2'-amino-2"-N, 4'-C-
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metilen-timidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, 5'-O-DMT-2'-deoxi-2'-metilamino-2-N, 4'-C-metileno-
Né-benzoiladenosina-3'-[(2-cianoetil-N,N-diisopropil)]-fosforamidita y 5-O-DMT-2'-deoxi-2"-metilamino-2'-N, 4'-C-
metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-diisopropil ffosforamiditas, 5'-O-DMT-2’-desoxi-2'-metilamino-2'-
N, 4'-C-metilen-N?-dimetilformamidineguanosina-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita 5'-O-DMT-2'-desoxi-
2'-metilamino-2'-N, 4'-C-metilen-timidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita se llevaron a cabo de
acuerdo con al procedimiento de literatura (J. Org Chem. 1998, 63, 6078 - 6079).

[0461] Los a-L-oxi-LNAs_a-L-5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metileno-Né-benzoiladenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita, a-L-5'-O-DMT-2'-O-,4'-C-metileno-5-metil-N*-benzoilcididina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita, a-L-5'-0O-DMT-2"-0,4'-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-3'-[(2-cianoetil )-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita y a-L-5-0O-DMT-2'-0,4'-C-metilen-timidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)] la
fosforamidita se realizd6 de manera similar a los procedimientos descritos en la literatura (J. Am. Chem. Soc. 2002,
124, 2164-2176; Angew. Chem. Int. Ed. 200, 39, 1656 - 1659).

[0462] Los (B-benzoilmercapto)etil)pirrolidinoltiofosforamiditas para la sintesis del oligonucledtido con esqueleto de
fosforotioato se prepararon en analogia al protocolo informado por Caruthers (J. Org. Chem. 1996, 61, 4272-4281).

[0463] Las "fosforamiditas-C3" (3-(4,4'-Dimetoxitritiloxi)propil-1-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita y el "3'-
espaciador C3 CPG" (1-Dimetoxitritiloxi-propanodiol-3-succinoil)-alquilamino-CPG de cadena larga se compraron en
Glen Research.

Procedimiento general

Preparacion del soporte sélido de LNA:

1) Preparacion del hemiéster de succinil LNA (documento W0O2007/112754)

[0464] Se disolvieron 5'-O-DMT-3"-hidroxi-nucledsido monémero, anhidrido succinico (1,2 eq.) y DMAP (1,2 eq.) En
35 ml de diclorometano (DCM). La reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Después de las
extracciones con NaH2PO4 0,1 M pH 5,5 (2x) y salmuera (1x), la capa organica se secd adicionalmente con NaSO4
anhidro, se filtré y se evaporo. El derivado de hemiéster se obtuvo con un rendimiento del 95% y se uso6 sin ninguna
purificacién adicional.

2) Preparacién del soporte de LNA (documento WO2007/112754)

[0465] El derivado de hemiéster preparado anteriormente (90 umol) se disolvié en una cantidad minima de DMF,
DIEA y pyBOP (90 umol) se afiadieron y se mezclaron juntos durante 1 minuto. Esta mezcla preactivada se combiné
con LCAA-CPG (500 A, tamafio de malla 80-120, 300 mg) en un sintetizador manual y se agit6. Después de 1,5
horas a temperatura ambiente, el soporte se filiré y se lavd con DMF, DCM y MeOH. Después del secado, se
determin6é que la carga era de 57 ymol/g (ver Tom Brown, Dorcas JS Brown. Métodos modernos de sintesis de
oligodeoxirribonucledtidos asistidos por maquina. En: F.Eckstein, editor. Oligonucleotides and 35 Analogues A
Practical Approach. Oxford: IRL Press, 1991:13-14).

Alargamiento del oligonucledtido (acoplamiento)

[0466] Se empled 5-etiltio-1H-tetrazol (ETT) como activador (0,5 M en acetonitril) para el acoplamiento de las
fosforamiditas. En lugar de ETT, se pueden usar otros reactivos, como el 4,5-dicianoimidazol (DCI), como se
describe en el documento WO2007/112754, 5-benciltio-1H-tetrazol o sacarina-1-metilimidazol como activador. Se
utilizé DCI 0,25 M en acetonitril para el acoplamiento con LNA.

Tapado

[0467] Se afiadid anhidrido acético al 10% (AC20) en THF (grado HPLC) y N-metilimidazol al 10% (NMI) en
THF/piridina (8:1) (grado HPLC) y se dejo reaccionar.

Oxidacion

[0468] EI fésforo (lIIl) al fésforo (V) se realiza normalmente con, por ejemplo, yodo/THF/piridina/H;O utilizando yodo
0,02 M en THF/piridina/H,O comprado en Glen Research o 0,5 M 1S)-(+)-camforsulfonil)-oxaziridina (CSO) en
acetonitril anhidro de Glen Research.

[0469] En el caso de que se prepare un enlace internucledsido de fosforioato, se realiza una etapa de tiolacion
utilizando una solucién de 0,05 M de 3-((dimetilamino-metiliden)amino)-3H-1,2,4-ditiazol-3-tiona (DDTT, obtenido de
Chem-genes (Wilmington, MA, EE.UU.) en acetonitril/piridina anhidra (1:1 v/v). En el caso de que se usen LNA, la
tiolacion se llevo a cabo con 0,2 M 3,H-1,2-benzotiol-3-ona 1,1-diéxido (reactivo de Beaucage) en acetonitril anhidro.
En general, la tiolacién también se puede llevar a cabo utilizando cloruro de xantano (0,01 M en acetonitril/piridina al
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10%) como se describe en el documento WO2007/112754.
Alternativamente, se pueden aplicar otros reactivos para la etapa de tiolacién, como el hidruro de xantano (5-imino-
(1,2,4)ditiazolidina-3-tiona), disulfuro de fenilacetil (PADS).

[0470] En el caso de que se sintetizara un fosforitioato, el triéster de tiofosfito resultante se oxido al fosforotiotriéster
mediante la adicion de DDTT 0,05 M (3-((Dimetilamino-metilideno)amino)-3H-1,2,4-ditiazol-3-tiona) en
piridina/acteonitrilo (4:1 v/v).

Escision del soporte sdlido y desproteccion.

[0471] Al final de la sintesis en fase sodlida, el oligonucledtido antisentido puede ser escindido "DMT-activado” o
"DMT-desactivado”. "DMT desactivado”" significa que el grupo 5-O-(4,4-dimetoxitritil) final se eliminé en el
sintetizador usando el reactivo "Deblock"” y DMT-activado significa que el grupo esta presente mientras el
oligonucledtido se escinde del solido soporte. Los grupos DMT se eliminaron con acido tricloroacético.

"DMT-desactivado"

[0472] Una vez completada la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con una solucion
de dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los
grupos protectores de cianoetil en el esqueleto de fosfato. Posteriormente, los oligonucleétidos antisentido se
escindieron del soporte soélido y se desprotegieron usando 1 a 5 mL de amoniaco acuoso concentrado (obtenido de
Sigma Aldrich) durante 16 horas a 55°C. El soporte soélido se separd de los oligonucledtidos antisentido mediante
filtracién o centrifugacion.

[0473] Si los oligonucledtidos contienen triéster de fosforoditioato, los grupos tiol se desprotegieron con tiofenol:
trietilamina: dioxano, 1:1:2, v/v/v durante 24 h, luego los oligonucledtidos se escindieron del soporte soélido utilizando
amoniaco acuoso durante 1-2 horas a temperatura ambiente, y se desprotegieron adicionalmente durante 4 horas a
65°C.

"DMT-activado"

[0474] Los oligonucledtidos se escindieron del soporte solido usando amoniaco acuoso durante 1-2 horas a
temperatura ambiente, y se desprotegieron adicionalmente durante 4 horas a 65°C. Los oligonucledtidos se
purificaron mediante HPLC de fase inversa (RP-HPLC), y luego se eliminé el grupo DMT con &cido tricloroacético.
[0475] Si los oligonucleotidos contienen triéster de fosforoditioato, la escision del soporte sélido y la eliminacion del
grupo tiol se realizaron mediante la adicion de 850 ul de amoniaco en etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v)
a 55°C durante 15 - 16h.

Grupos terminales

Grupos terminales en el extremo 5’ del oligonucleétido antisentido

[0476] EI oligonucledtido con soporte sélido se tratd con acido tricloroacético al 3% en diclorometano (p/v) para
eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Ademas, el compuesto se convirtid con un grupo terminal
apropiado con un resto de cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita. Después de la oxidacion del fésforo (l11) al fosforo
(V), la desproteccion, el desprendimiento del soporte sélido y la secuencia de desproteccion se realizaron como se
describe anteriormente.

Purificacién

[0477] A continuacidn, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio aniénico (HPLC) en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con la Fuente Q15 (GE Healthcare). El tampén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20
mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampon A, con la
excepcion del perclorato sédico 500 yM. Se emple6 un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volumenes
de columna (CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con
NaOAc 3 M, pH = 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavé con etanol al 70%.

[0478] La identidad de los oligonucledtidos antisentido se confirmé mediante espectrometria de masas de ionizacion
por electropulverizacion (ESI-MS) y la pureza se realizd mediante electroforesis capilar analitica OligoPro (CE).

[0479] La purificacion del ditioato se realizé en un instrumento Amersham Biosciences P920 FPLC equipado con
una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus composiciones
fueron las siguientes: Tampoén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampoén B: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM,
NaCl 1 M, pH 8,0.
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Ejemplo 28
Gb'sTb'sdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b! (Seq. ID No. 209y)

[0480] 5'-O-DMT-2’-O,4’-C-metilen-5-metil-N*-benzoxilcitidina-3'-O-succinoil unido a LCAA CPG (0,2 umol) se trato
con 1400 pl 3 % de acido tricloroacético en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2-0,4’-C-metilen-N2-dimetilformamidineguanosina-3'-[(2-
cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforomidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavd con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0481] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0482] ElI acoplamiento se realizé con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-di-
isopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236. ml DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccidon de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y
se insertaron 640 ul de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0483] El acoplamiento se realizd con 80 pl de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo realizar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron
640 ml de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 s. El sistema se lavé con 320 pul de acetonitril. Para la etapa
de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0484] El acoplamiento se realizd con 80 pl de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0485] El acoplamiento se realizo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0486] EI acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ml de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 pl de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
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(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0487] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ml de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0488] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0489] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)]-fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0490] EIl acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0491] El acoplamiento se realizd con 80 pl de 5-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) se afiadieron y se dejaron reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. El compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0492] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0493] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.
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[0494] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavé con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0495] Una vez completada la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con una solucion
de dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 minutos. para eliminar los
grupos protectores de cianoetil en el esqueleto de fosfato.

Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente con 5 mL de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separé de
los oligonucleodtidos antisentido mediante filtracion o centrifugacion.

[0496] A continuacion, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio aniénico (HPLC) en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con Source Q15 (GE Healthcare). El tampén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampdén A, con la excepcion del
perclorato sédico 500 uM. Se emple6 un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volimenes de columna
(CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con NaOAc 3 M, pH
= 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavd con etanol al 70%. El oligonucledtido antisentido se recibio
con una pureza del 93,7%. ESI-MS: experimental: 5387,3 Da; calculado: 5387,80 da.

Ejemplo 29
Gb'Tb'dAdGdTdGdTdTdTAAdGdGdGAb'Gb'C*b! (Seq. ID No. 209u)

[0497] EI LNA se uni6é a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
cobertura también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 28. Después de la etapa de cobertura, el
sistema se lavé con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 ul de yodo 0,02 M en THF/piridina/H2O en la columna
para 45 s. El sistema se lavé después de la etapa de oxidacién con 24 ul de acetonitril. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 95,3%. ESI-Ms: experimental: 5146,80 Da; calculado:
5146,4 da.

Ejemplo 30
/5SpC3s/Gb'sTb'sdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b! (Seq. ID No. 209v)

[0498] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el Ejemplo 28. Pero con la excepcion de que después del ultimo
nucledtido se ha acoplado al oligonucleétido y los pasos subsiguientes de oxidacién y tapado se llevaron a cabo, se
agregaron 80 pl de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se permiti6 que el
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y un exceso de reactivos se elimind rapidamente con 800 pl de
acetonitril. Los pasos subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 28. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 97,4%. HRMS (ESI): experimental: 5540,70 Da; calculado:
5541,4 da.

Ejemplo 31
Gb'sTb'sdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b'/3SpCss/(Seq. ID No. 209w)

[0499] 3'-Espaciador C3 CPG (0,2 mmol) se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una
cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2"-0-,4’-C-
metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-[(2-cianoetil-N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril
(0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se
eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante
180 segundos. El sistema se lavdo con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de
anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar
durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con
1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Las reacciones posteriores se realizaron como se describe en el ejemplo 28. Después de la
purificacion, se recibio el oligonucledtido antisentido con una pureza del 92,7%. ESI-sMS: experimental: 5541,70 Da;
calculado: 5541,4 da.
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Ejemplo 32

[0500]

Gb'ssTh'ssAb'ssdGssdTssdGssd TssdTssdTssdA*ssdGssdGssdGssAb'ssGb'ssC*b
' (Seq. ID No. 209an)

[0501] 5'-O-DMT-2-O,4’-C-metilen-5-metil-N*-benzoxilcitidina-3'-O-succinoil unido a LCAA CPG (0,2 mmol) se trato
con 1.400 yl 3 % de acido tricloroacético en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevd a cabo con 38 pl de 5-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-3'-[(B-
benzoilmercapto)etillpirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/V) en acetonitril y 236 ul de DCI
en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril y se insertaron 900 ml de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema se enjuagé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0502] El acoplamiento se llevd a cabo con 38 ul de 5-O-DMT-2-O,4’-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-[(B-
benzoilm-ercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15). M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236 ul de
DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos
en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril y se insertaron 900 pyl de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s El sistema se enjuag6 con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0503] El alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0504] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, los oligonucledtidos antisentido se trataron con 850 ul de
amoniaco en etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido
antisentido del soporte sdlido y desproteger el grupo tiol.

[0505] A continuacion, se purificd el oligonucledtido antisentido en bruto mediante cromatografia de intercambio
anionico usando una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.

Ejemplo 33

Gb'sTb'sAb'sdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsGbsAb'sGb'sC*b' (Seq. ID No. 209az)

[0506] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el Ejemplo 28. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 90,5%. ESI-MS: experimental: 5442,9 Da; calculado: 5443,3 da.

Ejemplo 34

Gb'sTb'sAb'sGb'sdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsGb'sAb'sGb'sC*b' (Seq. ID No. 209ba)

[0507] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el Ejemplo 28. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 89,4%. ESI-MS: experimental: 5469,9 Da; calculado: 5471,3 da.

Ejemplo 35

Gb'sTb'sAb'sdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsdAsGb'sC*b" (Seq. ID No. 209bb)

[0508] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN

y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el Ejemplo 28. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 88,4%. ESI-MS: experimental: 5386,5 Da; calculado: 5387,3 da.
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Ejemplo 36
Gb'Tb'dAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'Gb'C*b' (Seq. ID No. 209s)

[0509] EI compuesto se sintetizd de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 28 y el ejemplo 29 con el
ADN apropiado, los derivados del ADN vy las unidades de construccion de LNA. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 96,8%. ESI-MS: experimental: 5323,30 Da; calculado:
5323,0 da.

Ejemplo 37
Gb'sTb'sdA* sdGsdTsdGsdTsdTsdTsdA* sdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b! (Seq. ID No. 209t)

[0510] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general y como se describe en el ejemplo 28 con
las unidades de construccion de ADN y LNA apropiadas. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido se
recibié con una pureza del 91,4%. ESI-MS: experimental: 5416.30 Da; calculado: 5417,3 da.

Ejemplo 38
/5SpC3s/Gb'sTh'sdAsdGsdTsdGsdTsdTsdTsdAsdGsdGsdGsAb'sGb'sC*b'/3SpC3 s/ (Seq. ID No. 209x)

[0511] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 28, el ejemplo 30 y el ejemplo 31. Después de la purificacion,
el oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 95,1%. ESI-MS: experimental: 5696,30 Da; calculado:
5695,5 da.

Ejemplos 39 - 132

[0512] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 6 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del oligonucleétido antisentido que incluye B-D-tio-LNA, a-L-oxi-LNA, B-D-
(NH)-LNA o B-D-(NCHzs)-LNA se realizé en las mismas unidades. asi como los oligonucleétidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Ejemplo 133
Gb'sC*b'sTb'sAb'sdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGb'sTb'sTb' (Seq. ID No. 210q)

[0513] 5-O-DMT-2-0,4’-C-metileno timidina-3'-O-succinoil LCAA CPG (0,2 mmol) se traté con 1.400 ul de acido
tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.
Después de varios lavados con una cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reaccién de acoplamiento se llevo a
cabo con 80 yl de 5-O-DMT-2-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y
236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y
los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 ul de Beaucage (0,2
M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 pl de acetonitril. Para la etapa final, se
agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 yl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piririna (1:8:1) y se
dejo reaccionar durante 45 minutos. segundo. Al final de este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. El
compuesto se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0514] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidinaguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavé con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0515] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.
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[0516] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamiditas (0,07 M) y 236 ul DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0517] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0518] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0519] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0520] EI acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0521] EIl acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0522] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0523] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-

fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
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640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0524] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 upl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0525] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0526] El acoplamiento se llevo a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-0O-,4’-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0527] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavé con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0528] Una vez completada la sintesis en fase solida, se trataron oligonucleétidos antisentido con un 20% de
solucion de dietilamina en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los
grupos protectores de cianoetil en el esqueleto de fosfato.

Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente con 5 ml de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separé de
los oligonucleodtidos antisentido mediante filtracion o centrifugacion.

[0529] A continuacion, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida (HPLC)
de alto rendimiento de intercambio aniénico en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con la Fuente Q15 (GE Healthcare). El tampén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20
mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampoén A, con la
excepcion del perclorato sédico 500 yM. Se emple6 un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volumenes
de columna (CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con 3
M NaOAc, pH = 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavé con etanol al 70%.

[0530] El oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 87,1%. ESI-MS: experimental: 5384,30 Da;
calculado: 5384.3 da.

Ejemplo 134
Gb'C*b'Tb'Ab'dTdTdTdGAGdTdA* dGdTGb'Tbh'Tb' (Seq. ID No. 210r)

[0531] EI LNA se uni6é a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
taponado también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 133. Después de la etapa de taponamiento, el
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sistema se lavd con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 ml de yodo 0,02 M en THF/piridina/H20O en la columna
para 45 s. El sistema se lavd después de la etapa de oxidacion con 24 ml de acetonitril. Después de la purificacion,
el oligonucleétido antisentido se recibié con una pureza del 95,3%.

Ejemplo 135
/5SpC3s/Gb'sC*b'sTh'sAb'sdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGb'sTh'sTh! (Seq. ID No. 210v)

[0532] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el ejemplo 133. Pero con la excepcion de que después de acoplarse el
ultimo nucledtido al oligonucledtido y llevarse a cabo las etapas subsiguientes de oxidacion y tapado, se agregaron
80 pl de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que el acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril. Los pasos
subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 133. Después de la purificacion, el oligonucledtido
antisentido se recibié con una pureza del 93,9%.

Ejemplo 136
Gb'sC*b'sTb'sAb'sdTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGb'sTh'sTbh'/3SpCss/(Seq. ID No. 210w)

[0533] 3'-Espaciador C3 CPG (0,2 mmol) se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una
cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reacciéon de acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2-O,4’-C-
metilen-timidina-3’-[(2-cianoetilo)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se
dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron
rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180
segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido
acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45
segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavé con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 pl de
acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-
DMT. Las reacciones posteriores se realizaron como se describe en el ejemplo 133. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 89,7%.

Ejemplo 137
Gb'C*b'Tb'Ab'dTsdTsdTsdGsdGsdTsdAsdGsdTsGb'Tb'Tb' (Seq. ID No. 2100)

[0534] El compuesto se sintetizd de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificd en el ejemplo 133 y el ejemplo 134. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 83,8%. ESI-MS: experimental: 5288.10 Da; calculado:
5287,9 da.

Ejemplo 138
Gb'sC*b'sTb'sAb'sdTsdTsdTdGsdGsdTsdA*sdGsdTsGb'sTb'sTb' (Seq. ID No. 210p)

[0535] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 133. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 80,7%. ESI-MS: experimental: 5398.40 Da; calculado: 5399,3 da.

Ejemplo 139

[0536]

Gb'ssC*b'ssTh'ssdAssdTssdTssdTssdGssdGssdTssdA*ssdGssdTssGb'ssTh'ssT
b' (Seq. ID No. 210af)

[0537] LCAA CPG ligado a 5'-O-DMT-2-O,4’-C-metilen-timidina-3'-O-succinoil (0,2 mmol) se traté con 1.400 pl de
acido tricloroacético al 3% en diclorometano para 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.
Después de varios lavados con una cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reaccién de acoplamiento se llevo a
cabo con 38 pl de 5-O-DMT-2’-0,4’-C-metilen-timidina-3’-[(3-benzoilmercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M)
en diclorometano al 10% (v/V) en acetonitril y 236 yl de DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se
dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de
acetonitril y se insertaron 900 yl de DDTT (0,05 M en piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema
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se enjuago con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9
v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejo6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este
ciclo, el sistema se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3%
en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0538] El acoplamiento se llevé a cabo con 38 ul de 5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-[(B-benzoilmercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236 pl de
DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos
en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril y se insertaron 900 pyl de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s El sistema se enjuag6 con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0539] El alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0540] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, los oligonucledtidos antisentido se trataron con 850 ul de
amoniaco en etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido
antisentido del soporte sdlido y desproteger el grupo tiol.

[0541] A continuacion, se purifico el oligonucledtido antisentido en bruto por cromatografia de intercambio aniénico
usando una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.

Ejemplo 140-23

[0542] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 7 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del oligonucleétido antisentido que incluye B-D-tio-LNA, a-L-oxi-LNA, B-D-
(NH)-LNA o B-D-(NCHzs)-LNA se realizé en las mismas unidades, asi como los oligonucleétidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Ejemplo 234

C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTb'sAb' (Seq. ID No. 218b)

5'-0-DMT-2"-0,4'-C-metileno-N°é-benzoiladenosina-3'-O-succinato

[0543] 5'-O-DMT-2’-O,4’-C-metilen-N®-benzoiladenosina (500 mg, 0,73 mmol), 95 mg de anhidrido succinico (0,95
mmol, 1,2 eq.) Y 116 mg DMAP (0,95 mmol, 1,2 eq.) se disolvieron en 35 ml de diclorometano. La reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante la noche. La solucion de reaccion se lavé 2 veces con 10 ml de NaH;PO4 (0,1 M,
pH 5,5) y una vez con 10 ml de salmuera. La fase organica se secé bajo NaSO,4 anhidro, se filtré y se concentré a
sequedad al vacio. El derivado de hemiéster se obtuvo con un rendimiento del 95% y se usd sin purificacion
adicional para el siguiente paso.

LCAA ligada a 5'-O-DMT-2-O.4’-C-metilen-N®-benzoiladenosina-3'-O-succinoil

[0544] Se disolvieron 70 mg de derivado de hemiéster (90 mmol) en 0,3 ml de DMF, se afiadieron 11,6 ml de DIEA
(90 mmol) y pyBOP (90 mmol) y se mezclaron durante 1 min. Esta mezcla se combiné con LCAA-CPG (500 A,
tamafio de malla 80-120, 300 mg) en un sintetizador manual y se agité durante 1,5 horas a temperatura ambiente. El
soporte se separo por filtracion y se lavé con DMF, DCM y MeOH. Después del secado, se determind que la carga
era de 57 mmol/g.

Alargamiento

[0545] LCAA CPG ligada a 5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metilen-N8-benzoxiladenosina-3'-O-succinoil (0,2 mmol) se traté con
1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2-0,4’-C-metilen-timidina 3’-[(2-cianoetilo)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa final, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 minutos. segundo. Al final de este ciclo, el sistema se lavo
con 480 yl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante
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60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0546] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-(2-cianoetil-N,N-diisopropil ffosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6é que la reaccion
de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800
pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0547] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0548] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0549] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril.

[0550] El compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0551] El acoplamiento se realizd con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se afiadieron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0552] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0553] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.
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[0554] EIl acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0555] El acoplamiento se realizd con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0556] El acoplamiento se realizd con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0557] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0558] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavé con 480 pl de acetonitril. El compuesto se tratdé con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0559] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto fue tratado con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0560] EI acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5-O-DMT-2'-O-,4’-C-metileno-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 ul de acetonitril. El compuesto se tratd con 1.400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0561] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, se trataron oligonucleétidos antisentido con una solucion de
dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard,
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[0562] Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los grupos protectores de cianoetil en el esqueleto de fosfato.
Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente con 5 ml de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separé de
los oligonucledtidos antisentido mediante filtracion o centrifugacion.

[0563] A continuacion, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida (HPLC)
de alto rendimiento de intercambio aniénico en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con la Fuente Q15 (GE Healthcare). El tampén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20
mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampon A, con la
excepcion del perclorato sédico 500 uM. Se empled un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volumenes
de columna (CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con 3
M NaOAc, pH = 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavd con etanol al 70%. El oligonucleétido
antisentido se recibié con una pureza del 94,8%. ESI-MS: experimental: 5365,80 Da; calculado: 5365.30 da.

Ejemplo 235
C*b'Ab'Tb'dGdAJAdTTdGAdGAAdCdCAb'Gb'Tb'Ab' (Seq. ID No. 218r)

[0564] EI LNA se unié a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
cobertura también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 234. Después de la etapa de cobertura, el
sistema se lavé con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 ml de yodo 0,02 M en THF/piridina/H20O en la columna
para 45 s. El sistema se lavd después de la etapa de oxidacion con 24 ml de acetonitril. Después de la purificacion,
el oligonucledtido antisentido se recibidé con una pureza del 97,8%. ESI-MS: experimental: 5125.10 Da.; calculado:
5124 ,4 da.

Ejemplo 236
/5SpC3s/C*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTh'sAb' (Seq. ID No. 218t)

[0565] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 234. Pero con la excepcién de que después del ultimo
nucledtido se habia acoplado al oligonucleétido y se llevaron a cabo las subsiguientes etapas de oxidacion y
cobertura, se agregaron 80 pul de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que el
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril. Los pasos subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 234. Después de la
purificacion, el oligonucleétido antisentido se recibio con una pureza del 94,2%. ESI-MS: experimental: 5519,60 Da;
calculado: 5519,4 da.

Ejemplo 237
C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTh'sAb's/3SpCa/ (Seq. ID No. 218u)

[0566] El tratamiento con 3'-espaciador C3 CPG (0,2 mmol) se traté con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados
con una cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reaccién de acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2’-
0,4’-C-metileno-N8-benzoiladenosina-3'-[(2-cianoetil-N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en
acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la
columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron
448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejo
reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto fue
tratado con 1.400 ul de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el
grupo de proteccion 5-DMT. Las reacciones subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 234.
Después de la purificacion, el oligonucledtido antisentido se recibid6 con una pureza del 94,3%. ESI-MS:
experimental: 5519,10 Da; calculado: 5519,4 da.

Ejemplo 238
C*b'ssAb’'ssTh'ssdGssdAssdAssdTssdGssdGssdAssdCssdCssAb'ssGb'ssTh'ss Ab! (Seq. ID No. 218aa)

[0567] LCAA CPG ligada a 5-O-DMT-2'-O,4’-C-metilen-N®-benzoiladenosina-3'-O-succinoil (0,2 pymol) se traté con
1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevo a cabo con 38 pl de 5'-0-DMT-2’-0,4’-C-metilen-timidina-3'-[(B-
benzoilmercapto)etillpirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/V) en acetonitril y 236 ml de DCI
en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en
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exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril y se insertaron 900 ml de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema se enjuagé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0568] El acoplamiento se llevd a cabo con 38 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidinaguanosina-
3’-[(B-benzoilmercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0, 15 M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236
de DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccién de acoplamiento se dej6 llevar a cabo durante 250 segundos, y los
reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril y se insertaron 900 ul de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema se enjuagé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0569] El alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0570] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, los oligonucledtidos antisentido se trataron con 850 ul de
amoniaco en etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido
antisentido del soporte sdlido y desproteger el grupo tiol.

[0571] A continuacion, se purificd el oligonucledtido antisentido en bruto mediante cromatografia de intercambio
anionico usando una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.

Ejemplo 239

C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC*sdC*sAb'sGb'sTh'sAb' (Seq. ID No. 218m)

[0572] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 234. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 93,8%. ESI-MS: experimental: 5394,00 Da; calculado: 5393,3 da.

Ejemplo 240

C*b'Ab'Tb'dGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC*sdC*sAb'Gb'Th'Ab’' (Seq. ID No. 218n)

[0573] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
apropiadas y las unidades de construccion de LNA como se ejemplificé en el ejemplo 234 y el ejemplo 235. Después
de la purificacion, se recibid el oligonucleétido antisentido con una pureza del 94,7%. ESI-MS: experimental: 5297,30
Da; calculado: 5297,0 da.

Ejemplo 241

C*b'sAb'sTb'sdGsdA * sdA * sdTsdGsdGsdA * sdCsdCsAb'sGb'sTb'sAb’ (Seq. ID No. 2180)

[0574] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 234. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 92,8%. ESI-MS: experimental: 5410,40 Da; calculado: 5410,3 Da.

Ejemplo 242

C*b'sAb'sTb'sdGsdA*sdA*sdTsdGsdGsdA*sdC*sdC*sAb'sGb'sTh'sAb' (Seq. ID No. 218p)

[0575] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 234. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 95,3%. ESI-MS: experimental: 5437,40 Da; calculado: 5438,4 da.

Ejemplo 243

C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC*sdCsAbsGb'sTb'sAb' (Seq. ID No. 218q)

[0576] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
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y LNA apropiadas, como se ejemplifico en el ejemplo 234. Después de la purificacion, se recibio el oligonucledtido
antisentido con una pureza del 93,9%. ESI-MS: experimental: 5378,80 Da; calculado: 5379,3 da.

Ejemplo 244
C*b'sAb'sTb'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdC*sAb'sGb'sTh'sAb! (Seq. ID No. 218c)

[0577] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 234. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 92,9%. ESI-MS: experimental: 5379,10 Da; calculado: 5379,3 da.

Ejemplo 245
C*b'sAb'sTb'sdGdAJAdTdGdGdAdC*sdC*sAb'sGb'sTb'sAb" (Seq. ID No. 218s)

[0578] El compuesto se sintetizd de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificd en el ejemplo 234. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido
se recibié con una pureza del 94,5%. ESI-MS: experimental: 5152,70 Da; calculado: 5152,4 da.

Ejemplo 246

[0579]

158pC3/sC*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsd TsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTh'sAb's/3Sp
C3/ (Seq. ID No. 218v)

[0580] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
apropiadas y las unidades de construccion de LNA como se ejemplificd en el ejemplo 234, el ejemplo 236 y el
ejemplo 237. Después de la purificacion, el oligonucleétido antisentido se recibié con una pureza del 94,4%. ESI-MS:
experimental: 5673,50 Da; calculado: 5673.5 da

Ejemplo 247 - 335

[0581] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 8 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del antiparasito oligonucleétido que incluye B-D-tio-LNA, a-L-oxi-LNA, B-D-
(NH)-LNA o B-D-(NCHs)-LNA unidades se realizd6 de la misma forma que los oligonucledtidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Ejemplo 336
C*b'sGb'sAb'sTb'sdAsdCsdGsdCsdGsdTsdCsdCsAb'sC*b'sAb! (Seq. ID No. 152h)

[0582] LCAA CPG unida a 5'-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno-N8-benzoiladenosina-3'-O-succinoil (0,2 umol) se tratoé con
1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2'-0-4’-C-metilen-5-metil-N4-benzoilcitidina-3’-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0583] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 upl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0584] EI acoplamiento se realizd con 80 ul de 5-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
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tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0585] El acoplamiento se realizd con 80 ul de 5-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236. ml DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento tuvo lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se enjuagd con 320 pl de acetonitril.
Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0586] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0587] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0588] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236. ml DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0589] EIl acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0590] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0591] ElI acoplamiento se realizd con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
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metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0592] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2-0,4’-C-metilen timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0593] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0594] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavo con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0595] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O-4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0596] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, se trataron oligonucleétidos antisentido con una solucion de
dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los grupos
protectores de cianoetilo en el esqueleto de fosfato.

[0597] Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente usando 5 mL de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separd
de los oligonucledtidos antisentido por filtraciéon o centrifugacion.

[0598] A continuacidn, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de intercambio anidnico en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y una
columna empaquetada con la Fuente Q15 (GE Healthcare) . El tampén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampén A, con la excepcion del
perclorato sédico 500 mM. Se empled un gradiente de 15% B a 55% B dentro de 32 volumenes de columna (CV). Se
registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con NaOAc 3 M, pH =52y
etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavé con etanol al 70%.

Ejemplo 337

C*b'Gb'Ab'Tb'dAdCdGdC*dGdTdCdC*Ab'C*b'Ab’ (Seq. ID No. 152q)

[0599] EI LNA se unié a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
cobertura también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 336. Después de la etapa de acoplamiento, el
sistema se lavé con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 ml de yodo 0,02 M en THF/piridina/H2O en la columna

para 45 s. Después de la etapa de oxidacion, el sistema se lavé con 24 pl de acetonitril. Después de la purificacion,
el oligonucledtido antisentido se recibid con una pureza del 93,1%.
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Ejemplo 338
/5spC3s/C*b'sGb'sAb'sTh'sdAsdC*sdGsdC*sdGsdTsdCsdCsAb'sC*b'sAb? (Seq. ID No. 152s)

[0600] El compuesto se sintetizd de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 336. Pero con la excepcién de que después del ultimo
nucledtido se habia acoplado al oligonucledétido y se llevaron a cabo las etapas subsiguientes de oxidacion y tapado,
se agregaron 80 pl de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que el acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril.
Los pasos subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 336. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza de 96,5%.

Ejemplo 339
C*b'sGb'sAb'sTh'sdAsdC*sdGsdCsdGsdTsdCsdC*sAb'sC*b'sAb'/3spC3s/ (Seq. ID No. 152t)

[0601] Se tratd 3’-Espaciador C3 CPG (0,2 pymol) con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una
cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reaccion de acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2-O,4’-C-
metileno-N8-benzoiladenosina-3'-[(2-cianoetil-N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril
(0,25 M). Se dejo que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se
eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante
180 segundos. El sistema se lavd con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de
anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar
durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con
1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Las reacciones posteriores se realizaron como se describe en el ejemplo 336. Después de la
purificacion, el oligonucleétido antisentido se recibié con una pureza del 92,1%.

Ejemplo 340
C*b'ssGb'ssAb'ssdTssdAssdC*ssdGssdCssdGssdTssdCssdC*ssAb'ssC*b'ssAb! (Seq. ID No. 152aa)

[0602] 5'-O-DMT-2’-O,4’-C-metilen-N®-benzoiladenosina-3'-O-succinoil ligado a LCAA CPG (0,2 ymol) se tratd con
1400 pl de tricloroacético al 3%. acido en dicloroma durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevo a cabo con 38 pl de 5-O-DMT-2'-0-4’-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3’-[(B-benzoilmerc
apto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/V) en acetonitril y 236 pl de DCI en acetonitril
(0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se
eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril y se insertaron 900 pl de DDTT (0,05 M en piridina/acetonitril 4:1
v/v) en la columna para 240 s. El sistema se enjuagé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa final, se agregaron 448
pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piririna (1:8:1) y se dejoé reaccionar
durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con
1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT.

[0603] El acoplamiento se llevd a cabo con 38 ul de 5-O-DMT-2-O,4’-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-[(B-
benzoilmercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15). M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236 pl de DCI
en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitrii y se insertaron 900 ul de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s El sistema se lavo con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0604] EI alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0605] Al finalizar la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con 850 yl de amoniaco en
etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido antisentido
del soporte solido y desproteger el grupo tiol.

[0606] A continuacion, se purificd el oligonucledtido antisentido en bruto mediante cromatografia de intercambio
anionico usando una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.
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Ejemplo 341 - 433

[0607] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 5 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del oligonucleétido antisentido que incluye unidades de 3-D-tio-LNA, a-L-
oxi-LNA, B-D-(NH)-LNA o B-D-(NCHs)-LNA se realiz6 de la misma forma que los oligonucledtidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Ejemplo 434
C*b'sTb'sdCsdGsdTsdCsdAsdTsdAsdGsdAsC*b'sC*b'sGb' (Seq. ID No. 143h)

[0608] LCAA CPG ligada a 5'-O-DMT-2'-0O,4’-C-metilen-N?-dimetilformamidineguanosina-3’-O-succinoil (0,2 ymol) se
tratd con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo
de proteccion 5-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5-O-DMT-2'-O-4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0609] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O-4’-C-metileno-5-metil-N*-benzoilcitidina-3"-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0610] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0611] EIl acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0612] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de cobertura, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé que reaccionaran durante 45 seg. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0613] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
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para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0614] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0615] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0616] EI acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0617] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0618] El acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0619] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 pl de 5-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0620] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O-4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0621] Una vez completada la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con una solucion
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de dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los
grupos protectores de cianoetilo en el esqueleto de fosfato.

Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente con 5 mL de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separ6 de
los oligonucleodtidos antisentido mediante filtracion o centrifugacion.

[0622] A continuacidn, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio aniénico (HPLC) en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con la Source Q15 (GE Healthcare). El tampdn A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20
mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampon A, con la
excepcion del perclorato sédico 500 mM. Se empled un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volumenes
de columna (CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con
NaOAc 3 M, pH = 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavé con etanol al 70%.

Ejemplo 435
C*b'Tb'dC*dGdTdCAAdTdAdGdAC*b'C*b'Gb’ (Seq. ID No. 143ad)

[0623] EI LNA se unié a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
taponado también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 434. Después de la etapa de taponado, el
sistema se lavé con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 ul de yodo 0,02 M en THF/piridina/H2O en la columna
para 45 s. El sistema se lavé después de la etapa de oxidacién con 24 ul de acetonitril. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 88,7%.

Ejemplo 436
/5spC3s/C*b'sTh'sdC*dGdTdC*dA*dTdAdGdA*sC*b'sC*b'sGb" (Seq. ID No. 143af)

[0624] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplifica en el ejemplo 434 y el ejemplo 435. Pero con la excepcion de que después
del ultimo nucledtido se ha acoplado al oligonucleétido y se realizaron los posteriores pasos de oxidacion y tapado,
se agregaron 80 pl de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que el acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril.
Los pasos subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 434 y el ejemplo 435. Después de la
purificacion, el oligonucleétido antisentido se recibié con una pureza del 94,4%.

Ejemplo 437
C*b'sTbh'sdC*dGdTdC*dA*dTdAdGdA*sC*b'sC*b'sGb"/3spC3s/ (Seq. ID No. 143ag)

[0625] 3-Espaciador C3 CPG (0,2 pmol) se tratd con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una
cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reacciéon de acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2-0,4’-C-
metilen-N2-diemetilformamidinaguanosina-3’-[(2-cianoetil }-(N,N-diisopropil )]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en
acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la
columna durante 180 segundos. El sistema se lavo con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron
448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejo
reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se
tratd con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo
de proteccion 5'-DMT. Las reacciones posteriores se realizaron como se describe en el ejemplo 434 y el ejemplo
435. Después de la purificacion, el oligonucleotido antisentido se recibié con una pureza del 91,6%.

Ejemplo 438
C*b'ssTh'ssC*b'ssdGssdTssdC*ssdAssdTssdAssdGssdAssC*b'ssC*b'ssGb! (Seq. ID No. 143t)

[0626] LCAA ligada a 5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metilen-N2-dimetilformamidineguanosina-3'-O-succinoil (0,2 umol) se trato
con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en Diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de
proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 pl de acetonitril, se llevé a cabo la
reaccion de acoplamiento con 38 pl de 5-O-DMT-2'-O-4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcitidina-3'-[(B-
benzoilmercapto)etillpirrolidinoltio-fosforamidita (0,15 M) en 10% de diclorometano (v/V) en acetonitril y 236 ul de
DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento debié tener lugar durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 900 pyl de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema se lavd con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
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(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0627] EI acoplamiento se llevé a cabo con 38 pl de 5'-O-DMT-2'-O-4'-C-metilen-5-metil-N*-benzoilcididina-3-[(3-
benzoilmercapto)etillpirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236 ul de DCI
en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitrii y se insertaron 900 ul de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s. El sistema se enjuagé con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0628] El alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0629] Una vez completada la sintesis en fase sdlida, los oligonucledtidos antisentido se trataron con 850 ul de
amoniaco en etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido
antisentido del soporte sdlido y desproteger el grupo tiol.

[0630] A continuacion, se purificd el oligonucledtido antisentido en bruto mediante cromatografia de intercambio
anioénico usando una columna Mono Q 10/100 GL. Las burbujas se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampoén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.

Ejemplo 439 - 534

[0631] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 4 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del oligonucleétido antisentido que incluye B-D-tio-LNA, a-L-oxi-LNA, B-D-
(NH)-LNA o B-D-(NCHzs)-LNA se realizé en las mismas unidades. asi como los oligonucleétidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Ejemplo 535
C*b'sAb'sGb'sdGsdCsdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGb'sTb'sGb' (Seq. ID No. 213k)

[0632] 5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metilen-N?-dimetilformamidineguanosina-3'-O-succinoil ligado a LCAA CPG (0,2 umol) se
traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo
de proteccion 5-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevo a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2’-0,4’-C-metileno timidina 3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0633] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidineguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavo con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0634] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de cobertura, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé que reaccionaran durante 45 seg. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.
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[0635] El acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0636] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0637] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccién de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavd con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0638] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0639] EI acoplamiento se llevo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0640] EI acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0641] EIl acoplamiento se llevé a cabo con 80 pl de 5'-O-DMT-2'-desoxitimidina-3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil )]-
fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar
durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y se insertaron
640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo con 320 ul de acetonitril. Para
la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pul de N-metilimidazol
(NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con
480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s
para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0642] ElI acoplamiento se realizd con 80 ul de 5'-O-DMT-N8-benzoil-2'-desoxiadenosina-3'-(2-cianoetil-N,N-

diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril, y
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se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0643] El acoplamiento se realizd con 80 ul de 5-0O-DMT-N*-benzoil-2'-desoxicitidina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0644] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-N2-isobutiril-2'-desoxiguanosina-3'-(2-cianoetil-N,N-
diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 pl DCI en acetonitril (0,25 M). Se dej6 que la reaccion de acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pul de acetonitril, y
se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavé con 320 pl de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavd con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccién 5'-DMT.

[0645] El acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidinaguanosina-
3’-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropilo)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 pl de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la
reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente
con 800 ul de acetonitril, y se insertaron 640 yl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El
sistema se lavo con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF
(1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dej6 reaccionar durante 45 segundos. Al final de
este ciclo, el sistema se lavé con 480 pl de acetonitril. EI compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al
3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0646] EI acoplamiento se llevdo a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4'-C-metileno-N®-benzoiladenosina-3'-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccién de acoplamiento
tuvo lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se
insertaron 640 ul de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se enjuagd con 320 ul de
acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 pl de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-
metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema
se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0647] EI acoplamiento se llevd a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2'-0O-4’-C-metileno-5-metil-N*-benzoilcitidina-3"-(2-
cianoetil-N,N-diisopropil)fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejé que la reacciéon de
acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl
de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la columna durante 180 segundos. El sistema se lavo
con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl
de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejoé reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el
sistema se lavo con 480 pl de acetonitril. El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en
diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5-DMT.

[0648] Una vez completada la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con una solucion
de dietilamina al 20% en acetonitril (Biosolve BV, Valkenswaard, Paises Bajos) durante 20 min. para eliminar los
grupos protectores de cianoetilo en el esqueleto de fosfato.

Posteriormente, los oligonucledtidos antisentido se escindieron del soporte soélido y se desprotegieron
adicionalmente con 5 mL de amoniaco acuoso concentrado durante 16 horas a 55°C. El soporte sélido se separé de
los oligonucleodtidos antisentido mediante filtracion o centrifugacion.

[0649] A continuacidn, los oligonucleotidos antisentido crudos se purificaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento de intercambio aniénico (HPLC) en un sistema AKTA Explorer (GE Healthcare, Freiburg, Alemania) y
una columna empaquetada con Fuente Q15 (GE Healthcare). El tampoén A era perclorato sédico 10 mM, Tris 20 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4 y contenia 20% de acetonitril y el tampon B era el mismo que el tampdén A, con la excepcion del
perclorato sédico 500 mM. Se emple6 un gradiente de 15% de B a 55% de B dentro de 32 volumenes de columna
(CV). Se registraron trazas UV a 280 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y precipitaron con NaOAc 3 M, pH
= 5,2 y etanol al 70%. Finalmente, el sedimento se lavé con etanol al 70%.

157



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2705066 T3

Ejemplo 536
C*b'Ab'Gb'dGdC*dAdTdTAAJAJAdTdAJAdAGb'Tb'Gb' (nimero de identificacion de ID 213n)

[0650] EI LNA se unié a CPG de acuerdo con el procedimiento general. La reaccion de acoplamiento y la etapa de
terminacion también se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 535. Después de la etapa de captura, el
sistema se lavd con 800 pl de acetonitril y se insertaron 400 pl de yodo 0,02 M en THF/piridina/H2O en la columna
para 45 s. El sistema se lavé después de la etapa de oxidacién con 24 ul de acetonitril. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza de 91,4%.

Ejemplo 537
/5spC3s/C*b'sAb'sGb'sdGsdC*sdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGb'sTh'sGb! (Seq. ID No. 2130)

[0651] El compuesto se sintetizé de acuerdo con el procedimiento general con las unidades de construccion de ADN
y LNA apropiadas, como se ejemplificé en el ejemplo 535. Pero con la excepcién de que después del ultimo
nucledtido se habia acoplado al oligonucleétido y se llevaron a cabo los pasos subsiguientes de oxidacion y tapado,
se agregaron 80 pul de fosforamidita-C3 (0,07 M) y 236 ul de DCI en acetonitril (0,25 M). Se dejo que el acoplamiento
tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril.
Los pasos subsiguientes se realizaron como se describe en el ejemplo 535. Después de la purificacion, el
oligonucledtido antisentido se recibié con una pureza del 87,1%.

Ejemplo 538
C*b'sAb'sGb'sdGsdC*sdAsdTsdTsdAsdAsdTsdAsdAsdAsGb'sTbh'sGb'/3spC3s/ (Seq. ID No. 213p)

[0652] Se tratd 3’-Espaciador C3 CPG (0,2 pymol) con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano
durante 60 s para eliminar completamente el grupo de proteccion 5'-DMT. Después de varios lavados con una
cantidad total de 800 pl de acetonitril, la reacciéon de acoplamiento se llevé a cabo con 80 ul de 5'-O-DMT-2-O,4’-C-
metilen-N2-diemetilformamidinaguanosina-3’-[(2-cianoetil}-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (0,07 M) y 236 ul de DCI en
acetonitril (0,25 M). Se dejoé que la reaccion de acoplamiento tuviera lugar durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 pl de acetonitril, y se insertaron 640 pl de Beaucage (0,2 M) en la
columna durante 180 segundos. El sistema se lavo con 320 ul de acetonitril. Para la etapa de tapado, se agregaron
448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 ul de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina (1:8:1) y se dejo
reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavd con 480 ul de acetonitril. EI compuesto se
tratd con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo
de proteccion 5'-DMT. Las reacciones posteriores se realizaron como se describe en el ejemplo 535. Después de la
purificacion, se recibi6 el oligonucleotido antisentido con una pureza del 95,7%.

Ejemplo 539

[0653]

C*b'ssAb'ssGb'ssdGssdC*ssdAssdTssdTssdAssdAssdTssdAssdAssAb'ssGb'ssT
b'ssGb' (Seq. ID No. 213ae)

[0654] 5'-O-DMT-2'-0,4’-C-metilen-N?-dimetilformamidineguanosina-3'-O-succinoil ligado a LCAA CPG (0,2 umol) se
tratd con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar completamente el grupo
de proteccion 5-DMT. Después de varios lavados con una cantidad total de 800 ul de acetonitril, la reaccién de
acoplamiento se llevo a cabo con 38 pl de 5'-0-DMT-2’-0,4’-C-metilen-timidina-3'-[(B-
benzoilmercapto)etillpirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/V) en acetonitril y 236 ul de DCI
en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos en
exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitrii y se insertaron 900 ul de DDTT (0,05 M en
piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s El sistema se enjuago con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0655] El acoplamiento se llevé a cabo con 38 ul de 5'-O-DMT-2'-O,4’-C-metileno-N2-dimetilformamidinaguanosina-
3’-[(B-benzoilmercapto)etil]pirrolidinoltiofosforamidita (0,15 M) en diclorometano al 10% (v/v) en acetonitril y 236 pl de
DCI en acetonitril (0,25 M). La reaccion de acoplamiento se dejo llevar a cabo durante 250 segundos, y los reactivos
en exceso se eliminaron rapidamente con 800 ul de acetonitril y se insertaron 900 yl de DDTT (0,05 M en
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piridina/acetonitril 4:1 v/v) en la columna para 240 s El sistema se enjuago con 320 pl de acetonitril. Para la etapa de
tapado, se agregaron 448 ul de anhidrido acético en THF (1:9 v/v) y 448 pl de N-metilimidazol (NMI)/THF/piridina
(1:8:1) y se dejo reaccionar durante 45 segundos. Al final de este ciclo, el sistema se lavo con 480 pl de acetonitril.
El compuesto se traté con 1400 pl de acido tricloroacético al 3% en diclorometano durante 60 s para eliminar
completamente el grupo de proteccion 5'-DMT.

[0656] El alargamiento adicional del oligonucledtido se realizé de la misma manera.

[0657] Al finalizar la sintesis en fase solida, los oligonucleétidos antisentido se trataron con 850 yl de amoniaco en
etanol concentrado (amoniaco/etanol 3:1 v/v) a 55°C durante 15 - 16 h para separar el oligonucleétido antisentido
del soporte solido y desproteger el grupo tiol.

[0658] A continuacion, se purificd el oligonucledtido antisentido en bruto mediante cromatografia de intercambio
anionico usando una columna Mono Q 10/100 GL. Los tampones se prepararon con agua tratada con DEPC, y sus
composiciones fueron las siguientes: Tampén A: Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0; Tampén B: Tris-HCI 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 1 M, pH 8,0.

Ejemplos 540 - 640

[0659] Los otros oligonucledtidos de la Tabla 9 se sintetizaron de acuerdo con el procedimiento general y como se
muestra en los ejemplos. La preparacion del oligonucleétido antisentido que incluye B-D-tio-LNA, a-L-oxi-LNA, B-D-
(NH)-LNA o B-D-(NCHzs)-LNA se realizd en las mismas unidades, asi como los oligonucleétidos antisentido que
contienen unidades B-D-oxi-LNA.

Listado de secuencias

[0660]

Seq. ID No. 1: Factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (TGFBR2), variante de
transcripcion 2, (antisentido; cédigo de ADN)
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TTTAGCTACT
AATCTAATAA
TTGAGACTTIT
ACAGCTGAAG
TCAGTATTTIT
ARAACATARR
ACCCAGAAGT
AACTCACCAC
TGCAAGTGGA
CCCACCCACA
AAARATCTCAA
TCCCTCTCTA
GATTACTTGC
CTCATACTIT
GTCCCACATT
AGAGAACGGT
GGGTAAAACT
TTCCCCTTIA
ATCATATTAT
TTAGGTGCAG
TACAGTGAGA
GARCTGGAGAT
AATCTCCAAA
CATATGTTTA
CCTCTTCATC
GGTGTITGTA
AGCCTAGAGT
TAACATAAGT
CAATCGCATG
GGGTTCARARA
AGTTTCTARA
ATAAGGGCAL
CCATGGCCAG
TGGTCATAGC
AGTCAGAGAA
TCTCTGCTTG

AGGAATGGGA
ACATTTTATT
TGATATAAAA
TGTTCCATAA
TAGGAACTAC
CAAAACAAGC
GAGAATACTC
TAGAGGTCAA
ATTTCTAGGEC
CTGAGGAGGG
TAAARTGAGA
ATATTCCTAT
AGCATTAACA
CTTCTTIGTCC
CAAATCCTCT
AACCATGAGS
ATTAARCATAT
GTCCRATARAE
ATACCCAGAG
ATTTAATTCC
AGTGAGGCAG
ARCTGAARRC
TATTTATARA
GAGTGCCTGA
AGGCCARACT
TAGAAARACTA
GAGAATTTGC
GCAGGGGARA
GATGGGGACA
CATTCARGGT
CTAGCCCCCC
ACAGGAACCC
ARGAGARGTG
TGGCTGTGAG
CCACTGCATG
GITCTGCGAGT
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ACAGGAGGCA
TATGTAAAAG
AGAGTATATA
AAGAATAAAKR
AGAATGTTATY
CACAGTATCC
TTGAATCTTG
TGGGCAACAG
GCCTCTATGC
TGCCTAGAGG
CCTTCCACCA
TTGGUTGAAR
CTTCITIGTY
TTGTGGACAC
CTAGTAATTY
ABAGUTTICTT
ARGCAARAGA
AGGCCAACTT
AATGACTGCT
TAGACTGGGG
CTTTGTAAGT
CATCTGCTAT
GTGGCTTICAC
GGTCATAGTC
GTGCTTGAGC
GAAARRTCAAG
TCCTTTITAG
GATGAARAAR
TCTGTTCTGA
ATTARAGATG
AGATITGGGG
CGGGARCACT
CTAGGCAGGS
ACATGGAGCC
TGTGATIGTC
TCTCCAATAA

GGATGCTCAC
ACARARCAATG
GCATTCACAT
CTTTCCCTTT
TCCTTGGTCT
TCTGACACTA
AATATCTCAT
CTATTGGGAT
TACTGCAGCC
TTCTATITCC
TCCAAACAGA
ATAAGTAGCT
GATTARCAAG
ARATTTICTA
CTGCAAAGET
GGAGTARAGC
AACTTGGGCT
CRAATCTTAA
TGAARTGGACA
TCCAGGTAGG
GTCTCCACAC
CCTTACCTGG
TTTTTGAARAC
CTGACAATGA
AATCAGGAGC
TCAAGTGTAA
ARAAGGATGA
AGAACAATTT
TTTTTCIGCA
GGGTAGAGTT
CTTGGAGCTT
GGTCCTCAAR
AATGATTATT
TCTITCCTCA
AAARTGCTAAT
AACCAATTTC

160

CTGAGTATTT
CATAGAATARA
TCCTATITTA
ATGTATAGTA
TTTTTCTTGA
CATTCCAGTT
GAATGGACCA
GGTATCAGCA
ACACTGTICTT
ABACCTTITGC
GCTGATATTC
TCAARAAGTT
TTTCCTATGG
ACTGCRAATG
TGAGAAGGCT
ACTCCTCTICT
ARCTGAGACC
CACCAGATAA
TTTCTTACAA
CAGTGGAAAG
CITCACATTT
GGATCCAGAT
GCTGTGCTGA
TAGTATIGTG
CCAGAAAGAT
TGAARAAGTA
AGGCTGGGAG
TTCATTAGTA
ACCCATGAAG
TCTARACTAG
ABRRTGAARAG
CAGTGCCACT
TTGCAARAGC
TGCAARAGTTC
GCTGICATGG
CTGGGAATAT

TGCTTTATTC
AAATARAGTGC
ATACATGAGT
GTGARRARAG
ATAAGAAARRA
TATGCTGATA
GTATTCTAGA
TGCCCTACGG
TARCTCTCAG
ATGTATCTTA
TCACTACCAG
TTAARBARGA
AGTTTTARAG
GGACCTTIGT
GGCATGATGG
CCAATGCAGA
CTTAAAGGAG
GGTAGTCARA
GGGACCTTIGG
AGCTAATGTT
TGTGAACGTG
TITCCTGCAA
CCAAACARAR
TAGTTGAAAT
GGAACCCATT
ARCACGATAA
CAGAGAATAG
GATGGTGGEE
GTAARBAGTG
GITCGAGGGAG
TCCAGGAGAR
GTACTTAGTT
AAGTGCAATG
ACTGTTTTAC
GICCCTTCCT
TTGATGTITT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
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TCCTTGTCTC
ATATATATAT
GTTATTGGCT
TATGACAATG
TGCTTATCCC
GTTCAGGGGC
TGGCCCAGCC
TTCTCCTCCG
TCTGCCACAC
GTCTCACACA
CCTCGATCTC
GAACCAAAT

TCCCAGAGCA
AARTTCATCC
CTGTTAGCCA
CACAGGCAGC
ACGATGGGCA
CGGGCGAGGG
TACTCCTIGIA
TCCGICTTCC
TCTGAGAARGA
ACTGCCACTG
GCAAAGCGAC
TTGATGTTGT
CAGTGCTCGC
TTCTGCTGCC
AGTGGTGGCA
CTGGIGTTAT
CACATGAAGA
GCATCTTCCA
GTTATGTTCT
ATGGAGGIGA
ACATCACARA
ATGTCGTTAT
AGGACGATGT
GCTCGTCATA
CCTCCGLGLC
GATGTGGCGT
CCCeaeeal
CREGGETGTIC
GGGAAACAGG
reeereree

TTTTCAAGGT
ATAARACATAR
ATTGTAARRA
TCAARAGGCAT
CACAGCTTAC
AGCTTCCTIGC
TGCCCCAGAR
AGCAGCTICCT
ACTGGGITIGT
CCATCTGGAT
TCAACACGTT
GAGGCTCATA
CCAGAGCCAT
TGGATTICTAG
GGTCATCCAC
AGGTTAGGTC
TCTTGGECCT
AGCTGCTCAG
GGITGCCCTT
GCTCCTICAGC
TGICCTTICTC
TCTCARACTG
CTTTCCCCAC
TGGCACACGT
TGAACTCCAT
GGTTARCGCG
GGAGGCTGAT
ATTCTTCTIGA
AAGTCTCACC
GAATRAAGTC
CGICATTCTT
TGCTGCAGTT
ATTTACACAG
TAACCGACTT
GCAGCGGCCA
GACCGAGCCC
GCGCCCTCTC
CCGCTCGCCA
CGAGGGAAGC
GTCGCTCCET
ARACTCCICG
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ATGGCTATAT
GCTATTCATA
TCAATCTCAT
AGAATGCTICT
AGGGAGGGGA
TGCCTCTGTT
GAGCTATTTG
CCCCGAGAGC
GAGACGGGCC
GCCCTGETEG
GTCCITCATG
ATCTTTTACT
GGAGTAGACA
GACTTCTGGA
AGACAGAGTA
GTTCTTICACG
CCCACATGGA
CTTGCGCAGG
GGCGTGGAARG
CGICAGGAAC
TGICTTICCRA
CTCTGARAGTG
CAGGGTGTICC
GGAGCTGAT

GAGCTTCCGC
GTAGCAGTAG
GCCTGTCACT
GARGATGATG
AGGCTTTTTT
ATGGTAGGGG
TCTCCATACA
GCITCATGCAG
TTGTGCARAC
CTGARACGTGC
CAGGCCCCTG
CCARGCGTAGC
CGGACCCCGC
GCCAGGAGGG
TGCACAGGAG
GCGCGCGAGT
CCARACAGCTG

ATATAGAGCT
TTTATATACE
TTCCTGAGGA
ATGTCACCCA
GTGACCCCCT
CTTTGGTGAG
GTAGTGTTTA
CTGTCCAGAT
TCTGGETCET
TTGAGCCAGA
CTTTCGACAC
TCTCCCACTG
TCGGTCTGCT
GCCATGTATC
GGGTCCAGAC
AGGATATTGG
GTGTGATCAC
TCCTCCCAGC
GCGGTGATCA
TGGAGTATGT
GAGGCATARCT
TICTGCTTCA
AGCTCAATGG
TCAGAGCGGT
GICTTGCCGE
AAGATGATGA
TGRAATATGA
TIGTCATTGC
TTTTCCTTCA
AGCTTGGGGT
GCCACACAGA
GATTTCTIGGT
TTGACTGCAC
GGTGGGATCG
AGCAGCCCCC
GGACGGCGCC
GCCGGGLCGEG
GGCCTGGAGG
TCCGGCTCCT
GACTCACTCA
GGCAGGACCT

161

ATAGACATAT
GGCATTAATA
AGTGCTRACA
CTCCCTGCTG
TGGTTTTCCA
AGGGGCAGCC
GGGAGCCGTC
GCTCCAGCTC
GGTCCCAGCA
AGCTGGGAAT
AGGGGTGCTC

ATTACAGCG
TGRAGGACTC
TTGCAGTTCC
GCAGGGAAAG
AGCTCTTIGAG
TGTGGAGGTG
TGATGACATG
GCCAGTATIG
TCTCATGCTT
CCTCATAGGG
GCITGGCCTT
GCAGCAGCTC
CATCTTICCAG
TTTCCCAGGT
TGACAGATAT
CTAGCAACRA
ACTCATCAGA
TAATGCACTT
CATGGCARAC
CTTCCTGTGG
TGTCACAGGT
CGITGTTIGTC
TGCTGGCGAT
GACCCATGGC
TTCCCGGACT
CAGCGCAGAT
CCGGCGAGGT
GTCCCGAGCE
ACTTCAACTC
CTCTCCGCCC

ATAGATATAT
AAGTGCAAAT
CAGCTTATCC
CTGTTGTTTIC
GGAAGCATCA
TCTTTGGACA
TTCAGGAATC
ACTGARAGCGT
CTCAGTCAAC
TTCTGGTCGC
CCGCACCTTIG
AGATGTCATT
BACATTCTCC
CACCTGCCCA
CCCAAAGTCA
GTICCCIGTGC
AGCAATCCCC
CCGCGTCAGG
TTTCCCCRAC
CAGATTGATG
ARAGATCTTG
ATAGACCTCA
TGIGTTGTGG
GATGATGGCA
TGBACTCAGC
GGCAACTCCC
GTCAGGATIG
GCTACAGGAA
TGGAGAAGCA
TGTCTCTAGT
CTTCTCACAG
GGARAATCTC
AGTGACTATC
ACGCGTCCAC
AGACCCCGCT
CCTGECTGCG
GTGCGGGCCA
GCGGGGAGGC
GGTGCACGCG
AGCGCTGCGE
GAGAGCCTTC

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
26490
2700
2760
2820
2880
2949
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
40290
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4629
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Segq. ID No. 2: Factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (TGFBR2), variante de
transcripcion 2, ARNm (sentido; escrito en codigo de ADN)
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GGAGAGGGAG AAGGCTCTICG GGCGGAGAGA GGTICCTIGLCT AGCTGTITGEGC GAGGAGITTC 60
CTGTTTCCCC CGCAGCGCTE AGTTGAAGTT GAGTGAGTCA CTCGLGCGCA CGGAGCGALG 120
ACACCCCCGC GCGTGCACCC GCTCGGGACA GGAGCCGGACL TCCTIGTIGCAG CTTCCCICGG 180
CCGCCEEEEE CCTCCCCGCEG CCTCGCLGGL CTCCAGGLCT CCTCCTGECT GGCGAGCGEE 240
CGCCACATCT GGCCCGCACA TCTIGCGCTGC CGGCCCGELG CGGGGTCCGG AGAGGGCGCG 300
GCECGGAGGEE GCAGCCAGGG GTCCGGGAAG GCGCCGTCCG CTGCGCTGGE GGCICGGTCT 360
ATGACGAGCA GUGGEGTCTG CCATGGLTCG GGGGCTGCTIC AGGGGCCTGT GGCCGCTGCA 420
CATCGTCCTG TCGACGCGTA TCGCCAGCAC GATCCCACCE CACGTTCAGA AGTCGGTITAA 480
TAACGACATG ATAGTCACTG ACAARCAACGG TGCAGTCAAG TTTCCACAAC TGTGTAAATT 540
TIGTGATGTG AGATTTTCCA CCIGTGACAA CCAGARATCC TGCATGAGCA ACTGCAGCAT 600
CACCTCCATC TCTGAGAAGC CACAGGAAGT CTGTGTIGGCT GTATGGAGAAR AGAATGACGA 660
GAACATAACA CTAGAGACAG TTTGCCATGA CCCCAAGCTIC CCCTACCATG ACTITATTCT 720
GGAAGATGCT GCTTCTCCAA AGTGCATTAT GAAGGAAAARA AAAARGCCTG GTGAGACTTT 780
CTTCATGTGT TCCTGTAGCT CTGATGAGTG CAATGACAAC ATCATCTITCT CAGAAGAATA 840
TAACACCAGC AATCCTGACT TGITGCTAGT CATATTITCAA GTGACAGGCA TCAGCCICCT 500
GCCACCACTCG GGAGTTGCCA TATCIGTCAT CATCATCTIC TACTGCTACC GCGITAARCCG 960
GUCAGCAGAAG CTGAGTTCAA CCTGGGAAAC CGGCAAGACG CGGAAGCTCA TGGAGTICAG 1020
CGAGCACTGT GCCATCATCC TGGAAGATGA CCGCTCTGAC ATCAGCTCCA CGTGTIGCCAA 1080
CAARCATCAAC CACAACACAG AGCTGCTGCC CATTGAGCTG GACACCCIGG TGGGGAAAGG 11406
TCGCTITTIGCT GAGGICTATA AGGCCAAGCT GAAGCAGAAC ACTTCAGAGC AGTTTGAGAC 1200
AGTGGCAGTC ARAGATCTITC CCTATGAGGA GTATGCCTCT TGGAAGACAG AGAAGGACAT 1260
CTTCTCAGAC ATCAATCTGA AGCATGAGAA CATACTCCAG TTCCTGACGG CTGAGGAGCG 1320
GAAGACGGAG TTGGGGAAAC AATACTGGUT GATCACCGCC TTCCACGCCA AGGGCAACCT 1380
ACAGGAGTAC CTGACGCGGC ATGTCATCAL CTGGGAGGAC CTGCGCAAGC TGGGCAGCTC 1440
CCTCGCCCGEE GGGATTGCTC ACCTCCACAG TGATCACACT CCATGTIGGGA GGCCCARAGAT 1500
GCCCATCGTG CACAGGGACC TCAAGAGCTC CAATATCCIC GTGRAGAACG ACCTIAACCTG 1560
CTGCCTGTGT GACTTTGGGC TTTCCCTGCG TCIGGACCCT ACTCTIGTCIG TGGATGACCT 1620
GGCTAACAGT GGGCAGGTGG GAACTGCAAG ATACATGGCT CCAGAAGTCC TAGAATCCAG 1680
GATGAATTTG GAGAATGITG AGTCCTTCAA GCAGACCGAT GICTACTCCA TGGCTCIGGT 1740
GCTCTGGGAA ATGACATCTC GCIGTAATGC AGTIGGGAGAA GTAAAAGATT ATGAGLCTCC 1800
ATTTGGTTCC AAGGTGCGGG AGCACCCCTG TGICGAAARGC ATGCAAGGACA ACGTGTIGAG 1860
AGATCGAGGG CGACCAGAAA TTCCCAGCTT CTGGCTICAAC CACCAGGGCA TCCAGATGGT 1820
GCTGTGAGCACG TTGACTGAGT GCIGGGACCA CGACCCAGAG GCCCGTCTCA CAGCCCAGTG 1280
TGTGGCAGAA CGCTTCAGTG AGCTGGAGCA TCTGGACAGGE CTCICGGGGA GGAGCTGCTC 2040
GGAGGAGAAG ATTCCTGAAG ACGGCTICCCT AAACACTACC AARATAGCTCT TCTGGGGCAG 2100
GCTGGEGCCAT GICCAAAGAG GCIGCCCCTC TCACCAAAGA ACAGAGGCAG CAGGAAGCTG 2160
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CCCCTGAACT
GGATAAGCAG
ATTGTCATAG
GCCAATAACA
TATATATATA
AGACAAGGAA
AAGCAGAGAA
TCTCTGACTG
CTATGACCAC
TGGCCATGGA
TGCCCTTATT
TTAGAAACTC
TTTGARACCCC
ATGCGATTGC
CTTATGTTAC
CTCTAGGCTT
ACAARCACCA
ATGAAGAGGA
ARACATATGT
TTGGAGATTT
TCTCCAGTCC
CTCACTGTAA
TGCACCTAAC
TAATATGATT
AARRGGGGAAC
GTTTTACCCT
CCETICTCTIC
ATGTGGGACA
AAGTATGAGC
CAAGTAATCT
AGAGAGGGAC
TGAGATTTTT
GTGGEETEEEC
CCACTTGCAC
TGGTGAGTTT
CTTCTGGGTT
TTATGITTTT
AARATACTGAC
TTCAGCTGTA
AAGTCTCAAG
TATTAGATTG
GTAGCTAAA

GATGCTTCCT
ARACARCAGC
GATAAGCTGT
TTTGCACTIT
TATATCTATA
ARRCATCAAR
GGAAGGGACC
TAAAACAGTG
ATTGCACTIG
ACTAAGTACA
TCTCCTGGAC
TCCCTCARACC
ACTTTTTACC
CCCACCATCT
TATTCTCTGC
TATCGTGTTIT
ATGGGTTCCA
TTTCAACTAC
TTTGTTTGET
TGCAGGAAAA
ACGTTCACAA
ACATTAGCTC
CAAGGTCCCT
TTGACTACCT
TCCTTTAAG

CTGCATTGGA
CATCATGCCA
CAAAGGTCCC
TTTAAAACTC
CTTTTTTAAA
TGGTAGTGAG
ARGATACATG
TGAGAGTTAA
CGTAGGGCAT
CTAGAATACT
ATCAGCATAA
TTTTCTTATT
TTTTTTCACT
CTCATGTATT
CACTTATTTT
ARTARAGCAA
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GGAAAACCAA
AGCAGGGAGT
GTTAGCACTT
ATTAATGCCT
TATGTCTATA
TATTCCCAGG
CATGACAGCA
AACTTTGCAT
CTTTTGCAAA
GTGGCACTGT
TTTTCATTTA
TAGTTTAGAA
TTCATGGETT
ACTARTGAAA
TCCCAGCCTT
ACTTTTTCAT
TCTTTCTGGG
ACARTACTAT
CAGCACAGCG
TCTGGATCCC
AATGTGAAGG
TTTCCACTGC
TGTAAGARAAT
TATCTGGTGT
GTCTCAGTTA
GAGAGGAGTG
GCCTTCTCAA
ATTTGCAGTT
CATAGGAAAC
ACTTTTTGAA
AATATCAGCT
CAAAGGTITIG
AGACAGTGTG
GCTGATACCA
GGTCCATTCA
ACTGGAATGT
CAAGAAAARA
ACTATACATA
AARRTAGGAA
TATTCTATGC
AATACTCAGG

GGGGGTCACT
GGGTGACATA
CCTCAGGAAA
GTATATAAAT
GCICTATATA
ARATTGGTTIT
TTAGCATTIG
GAGGAARGAG
ATARTCATIC
TTGAGGACCA
AGUTCCAAGC
ACTCTACCCC
GCAGAARAAT
AATTGTTCIT
CATCCTTTTIC
TACACTTGAC
CTCCTGATTG
CATTGTCAGG
TTTCAARRAG
CAGGTAAGGA
TGTGGAGACA
CTACCTGGAC
GTCCATTCAA
TAAGATTTGA
GCCCARGTTT
CTTTACTCCA
CCTTTGCAGA
AGAAAATTTG
TTGTTAATCA
GCTACTTATT
CTGTTTGGAT
GARATAGAAC
GCIGCAGTAG
TCCCAATAGC
TGAGATATIC
AGTGTCAGAG
GACCAAGGAA
AAGGGAAAGT
TGTGAATGCT
ATTGTTTGIC
TGAGCATCCT
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CCCCTCCCTG
GAGCATICTA
TGAGATTGAT
ATGAATAGCT
TATAGCCATA
TATTGGAGAA
ACAATCACAC
GCTCCATGTC
CCTGCCTAGC
GTGTTCCCGG
CCCARATCTG
ATCTTTAATA
CAGAACAGAT
TTTTTCATCT
TAAARAGGAG
TTGATTTICT
CTCAAGCACA
ACTATGACCT
TGAAGCCACT
TAGCAGATGG
CTTACARAGT
CCCAGTCTAG
GCAGTCATTC
AGTTGGCCTT
CTTTTGCTTA
AGAAGCTTTC
AATTACTAGA
TGTCCACAAG
ACAAAGAAGT
TTCAGCCAAA
GGTGGAAGGT
CTCTAGGCAC
CATAGAGGCG
TGTTGCCCAT
AAGATTCAAG
GATACTGTGG
TAACATTCTG
TTTATTCTTT
ATATACTCTT
TTTTACATAA
GCCTCCTGTT

TRAGCTGTGG
TGCCTTTGAC
TTTTACAATA
ATGTTTTATA
CCTTGARBAG
CTCCAGAACC
ATGCAGTGGT
TCACAGCCAG
ACTTCTCTIC
GGTTCCTIGTG
GGGGGCTAGT
CCTTGAATGT
GTCCCCATCC
TTCCCCTGCA
CAARATTCTCA
AGTTTTCTAT
GTTTGGCCTIG
CAGGCACTCT
TTATAAATAT
TTTTCAGTTA
TGCCTCACTT
GAATTARATC
TCTGGGTATA
TTATTGGACT
TATGTTAATA
CTCATGGTTA
GAGGATTTGA
GACAAGAACA
GTTAATGCTG
TAGGAATATT
CTCATTTTAT
CCTCCTCAGT
CCTAGAAATT
TGACCTCTAG
AGTATTCTCA
CTTGTTTTGT
TAGTTCCTAA
TATGGAACAC
TTTATATCAA
ATAAAATGTIT
CCCATTCCTA

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4629
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Segq. ID No. 3: Factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (TGFBR2), variante de
transcripcion 2, ARNm (sentido; escrito en codigo de ADN)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

GGAGAGGGAG AAGGCUCUCG GGCGGAGAGA GGUCCUGCCC AGCUGUUGGC GAGGAGUUUC 60
CUGUUUCCCC CGCAGCGCUG AGUUGAAGUU GAGUGAGUCA CUCGCGCGCA CGGAGCGACG 120
ACACCCCCGC GCGUGCACCC GCUCGGGACA GGAGCCGGAC UCCUGUGCAG CUUCCCUCGG 180
CCGLCGGEEE CCUCCCCGCE CCUCGLCGEL CUCCAGGLCC CCUCCUGGCU GGCGAGCEGE 240
CGCCACAUCU GGCCCGLACA UCUGLGCUGC CGGLLCGGLE CGGGGUCCGE AGAGGGCGCE 300
GCGCGGAGGC GCAGCCAGGG GUCCGGGAAG GCGCCGUCCE CUGCGCUGGG GGCUCGGUCU 360
AUGACGAGCA GCGGGGUCUG CCAUGGGUCG GGGGCUGCUC AGGGGCCUGU GGCCGCUGCA 420
CAUCGUCCUG UGGACGCGUA UCGCCAGCAC GAUCCCACCG CACGUUCAGA AGUCGGUUAA 480
UAACGACAUG AUAGUCACUG ACAACAACGG UGCAGUCAAG UUUCCACAAC UGUGUAARAUU 540
UUGUGAUGUG AGAUUUUCCA CCUGUGACAA CCAGAAAUCC UGCAUGAGCA ACUGCAGCAU 600
CACCUCCAUC UGUGAGAAGT CACAGGAAGU CUGUGUGGCU GUAUGGAGAA AGAAUGACGA 660
GAACAUAACA CUAGAGACAG UUUGCCAUGA CCCCAAGCUC CCCUACCAUG ACUUUAUUCU 720
GGAAGAUGCU GCUUCUCCAA AGUGCAUUAU GAAGGAAAAA AARMAGCCUG GUGAGACUUU 780
CUUCAUGUGU UCCUGUAGCU CUGAUGAGUG CAAUGACAAC AUCAUCUUCU CAGAAGAAUA 840
UAACACCAGC AAUCCUGACU UGUUGCUAGU CAUAUUUCAA GUGACAGGCA UCAGCCUCCU 900
GCCACCACUG GGAGUUGCCA UAUCUGUCAU CAUCAUCUUC UACUGCUACC GCGUUAACCG 260
GCAGCAGAAG CUGAGUUCAR CCUGGGARAC CGGCAAGACG CGGAAGCUCA UGGAGUUCAG 1020
CGAGCACUGY GCCAUCAUCC UGGAAGAUGA CCGCUCUGAC AUCAGCUCCA CGUGUGCCAA 1080
CAACAUCARC CACAACACAG AGCUGCUGCC CAUUGAGCUG GACACCCUGG UGGGGAAAGG 1140
OCGLUUUGCY GAGGUCUAUA AGGCCAAGCU GAAGCAGAAC ACUUCAGAGC AGUUUGAGAC 1200
AGUGGCAGUC AAGAUCUUUC CCUAUGAGGA GUAUGCCUCU UGGAAGACAG AGAAGGACAU 1260
CUUCUCAGAC AUCAAUCUGA AGCAUGAGAA CAUACUCCAG UUCCUGACGG CUGAGGAGCG 1320
GAAGACGGAG UUGGGGAAAC AAUACUGGCU GAUCACCGCC UUCCACGCCA AGGGCAACCU 1380
RCAGGAGUAC CUGACGCGGC AUGUCAUCAG CUGGGAGGAC CUGCGCAAGC UGGGCAGCUC 144

CCUCGCCCGE GGGAUUGCUC ACCUCCACAG UGAUCACACU CCAUGUGGGA GGCCCAAGAU 1500
GUCCAUCGUG CACAGGGACC UCAAGAGCUC CAAUAUCCUC GUGAAGAARCG ACCUAARCCUG 1560
CUGCCUGUGEYU GACUUUGGEC UUUCCCUGEG UCUGGACCCU ACUCUGUCUG UGGAUGACCU 1620
GGCUAACAGU GGGLAGGUGG GAACUGCAAG AUACAUGGCU CCAGAAGUCC UAGAAUCCAG 1680
GAUGAAUUUG GAGAAUGUUG AGUCCUUCAA GCAGACCGAU GUCUACUCCA UGGCUCUGGU 1740
GCUCUGGGARA AUGACAUCUC GCUGUAAUGC AGUGGGAGAAR GUAARAGARUU AUGAGCCUCC 1800
AUUUGGUUCT AAGGUGEGGE AGCACCCCUG UGUCGAAAGC AUGAAGGACA ACLGUGUUGAG 1860
AGAUCGAGGG CGACCAGAAA UUCCCAGCUU CUGGCUCAAC CACCAGGGCA UCCAGAUGGU 13820
GUGUGAGACG UUGACUGAGU GCUGGGACCA CGACCCAGAG GCCCGUCUCA CAGCCCAGUG 1980
UGUGGCAGAA CGCUUCAGUG AGCUGGAGCA UCUGGACAGG CUCUCGGGGA GGAGCUGCUC 2040
GGAGGAGAAG AUUCCUGARAG ACGGCUCCCU AAACACUACC AAMUAGCUCU UCUGGGGCAG 2100
GCUGGGCCAU GUCCAAAGAG GCUGCCCCUC UCACCAARAGA ACAGAGGCAG CAGGAAGCUG 2160
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CCCCUGARLCU
GGAUAAGCAG
AUUGUCAUAG
GCCAAURACA
UAUAUAUAUA
AGACRAGGAA
ABRGCAGAGAA
JCUCUGACUG
CUAUGACCAC
UGGCCAUGGA
UGCCCUUAUU
UUAGAARCUC
TJUUGAACCCC
AUGCGAUUGC
CUUAUGUUAC
CUCUAGGCUU
ACAAACACCA
AUGARGRGGAR
AARCAUAUGU
JUGGAGAUUU
UCUCCAGUCC
CUCACUGUAA
UGCACCUAAC
JAAUAUGAUD
ABRGGGGAAC
GUUUUACCCU
Cecuucucuc
AUGUGGGACA
AAGUAUGAGC
CARAGUAAUCT
AGAGAGGGAC
UGAGAUUUUU
GUGGGUGGEC
CCACUUGCAC
UGGUGAGUUU
CUTCuUGGGUY
JuauGgUUuUy
AARUACUGAC
JUCAGCUGUA
AAGUCUCARAG
UAUUAGAUUG
GUAGCUARA

GAUGCULCCU
ARRCAARCAGC
GAURAGCUGU
UUUGCACUUY
UAUAUCUARUA
AARCAUCAAA
GGAAGGGACC
UAARRACAGUG
AUUGCACUUG
ACUAARGUACH
OCUCCUGGAC
UCCCUCAACC
ACUUUUUACC
CCCACCARUCU
UAUUCUCUGC
UAUCGUGUUY
AUGGGUUCCA
UUUCARCUAC
DUUGUUUGEY
UGCAGGAARA
ACGUUCACAA
ACAUUAGCUC
CAARGGUCCCU
UUGACUACCU
UCCUUUAAGG
CUGCAUUGGA
CAUCAUCCCA
CARAGGUCCC
UUUAARACUC
CUUUUUUARA
UGGUAGUGAG
ARGAUACAUG
UGAGAGUURA
CGUAGGGCAU
CUAGARUARCU
AUCAGCAUAA
UUUUCUUALT
UUUUUUCACy
CUCAUGUAUU
CACUUAUDUU
ARUARAGCAA
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GGARBACCAR
AGCAGGGAGU
GUUAGCACUU
AUUAAUGCCU
UAUGUCUAUA
UAUUCCCAGG
CAUGACAGCA
ARCUUUGCAU
CUUUUGCAAA
GUGGCACUGU
JUUUCADUCA
UARGUUUAGRA
JUCAUGGGUU
ACUAAUGARA
JCCCAGCCUU
ACUUUUUCAU
JCUUUCOGEE
ACARUACUARU
CAGCACAGCG
JCUGGAUCCC
ARUGUGAAGG
JUUCCACUGT
UGUAAGAAAU
UARUCUGGUGU
GUCUCAGUUA
GAGAGGAGUG
GCCUUCUCAR
AUUUGCAGUU
CRUAGGRAAC
ACUUUUUGAA
ARAURUCAGCU
CAAAGGUUUG
AGACAGUGUG
GCUGAUACCA
GGUCCAUUCA
ACUGGARUGU
CAAGAARARA
ACUAUACAUA
ARKAUAGGAR
UAUUCURUGC
AAURCUCAGG

GGGGGUCACY
GGGUGACAUA
CCUCAGGARA
GUAUAUARAD
GCUCUAUAUA
ARAAUUGGUUU
UUAGCAULUG
GCAGGARAGAG
AUARUCAUUC
UUGAGGACCA
AGCUCCAAGC
RCUCUACCCC
GCAGAARALRAT
ARUUGUUCUY
Cauccuuuuc
UACACUUGAC
CUOCCUGALUG
CAUUGUCAGG
UUUCAAARAG
CAGGUAAGGA
UGUGGAGACA
CUACCUGGAC
GUCCAUUCAA
UAAGAUUUGA
GCCCAAGUUU
CUUUACUCCA
CCUUUGCAGA
AGARAARAUUUG
UUGUUAAUCA
GCUACUUAUU
CUGUUUGGAU
GAARUAGAAC
GCUGCAGUAG
UCCCAAUAGC
DGAGAURDUC
AGUGUCAGAG
GACCRAGGAR
AAGGGAARGU
UGUGAAUGCU
ADUGUUIUGUC
UGAGCAUCCU
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CCCCucCCLus
GAGCAUUCUA
UGAGARUUGAU
AUGAAUAGCU
URUAGCCAUA
URUUGGAGAA
ACARUCACAC
GCUCCAUGUC
CCUGCCUAGC
GUGUUCCCGE

UuouuCAUCy
UAARAARGGAG
JucaUduuuCcy
CUCAAGCACA
ACUARUGACCU
UGAAGCCACU
UAGCAGAUGG
CUUACARAGC
CCCAGUCUAG
GCAGUCAUUC
AGUUGGCCUU
CUUGUGCUUA
AGAAGCUUUC
AAUUACUAGR
UGUCCACAAG
ACARAGAAGYU
UUCAGCCARA
GGUGGAAGGU
CUCUAGGCAC
CAUAGAGGCG
UGUUGCCCAU
ARGAUUCAAG
GARUACUGUGE
UAACAUUCUG
JUUAUUCULU
AUAUACUCUU
UUUUACAUAR
GCCUCCUGUU

UAAGCUGUGE
UGCCUUUGAC
UDUUUACARUA
AUGUUUUALA
CCUUGRARAG
CUCCAGARCC
AUGCAGUGGU
UCACAGCCAG
ACUUCUCUUC
GGUUCCUGUG
GGGGEGCUAGH
CCUUGAAUGU
GUCCCCAUCC
QUCCCCuGta
CAAAUUCUCA
AGUUUUCUAU
GUUUGGCCUG
CAGGCACUCU
UUAUAAATUAD
UUUUCAGUUA
UGCCUCACUY
GAAUUAAAUC
DCUGGGUAUA
UUAUUGGACU
UAUGUUARUA
CUCAUGGUUA
GAGGAUUUGA
GACAAGARACA
GUUAAUGCUG
UAGGAARUAUU
CUCAUUUUAU
CCUCCUCAGU
CCUAGAARUU
UGACCUCUAG
AGUAUUCUCA
CUuGuUUUUGH
UAGUUCCUAR
UAUGGAACAC
UUUAUAUCAR
AUARARDGUU
CCCAUUCCUA

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
282

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4620
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
44629



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

LISTADO DE SECUENCIAS

[0661]

<110> Neurovision Pharma GmbH

ES 2705066 T3

<120> Oligonucledtidos antisentido como inhibidores de sefalizacion de TGF-R

<130> NVP-P03653WO

<150> EP14193368
<151> 2014-11-16

<160> 508

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 4629
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa) (TGFBR2), variante de

transcripcion 2, ADN anti-sentido

<400> 1

tttagctact
aatctaataa
ttgagacttt
acagctgaag
tcagtatttt
aaaacataaa
acccagaagt
aactcaccac
tgcaagtgga
cccacccaca
aaaatctcaa
toccteteota
gattacttgce
cteatacttt
gteccacatt
agagaacggt
gggtaaaact
tteccettta

atcatattat

aggaatggga
acattttatt
tgatataaaa
tgttccataa
taggaactac
caaaacaagc
gagaatactc
tagaggtcaa
atttctagge
ctgaggaggy
taaaatgaga
atattcctat
agcattaaca
gttcttgtec
caaatcctet
aaccatgagyg
attaacatat
gtccaataaa

atacccagag

acaggaggca
tatgtaaaag
agagtatata
aagaatasaa
agaatgttat
cacagtatec
ttgaatcttyg
tgggcaacag
gectetatge
tgcctagagg
cettecaccea
ttggctgaaa
cttctttgtt
ttgtggacac
ctagtaattt
aaagcttcett
aagcaaaaga
aggcceaactt

aatgactget

ggatgctcac
acaaacaatg
gcattcacat
cttteocettt
teocttggtoet
tetgacacta
aatatcteat
ctattgggat
tactgeagec
ttetatttee
tecaaacaga
ataagtagct
gattaacaag
aaattttcta
ctgcaaaggt
ggagtaaagc
aacttgggct
caaatettaa

tgaatggaca

166

ctgagtattt
catagaataa
tcectatttta
atgtatagta
tttttottga
cattccagtt
gaatggacca
ggtatcagca
acactgtett
aaacctttge
gcetgatatte
tcaaaaagtt
tttectatgg
actgcaaatg
tgagaaggcet
actcctetet
aactgagacc
caccagataa

tttottacaa

tgctttatte
aaataagtgeo
atacatgagt
gtgaaaaaag
ataagaaaaa
tatgcotgata
gtattctaga
tgccctacgy
taactctcag
atgtatctta
tcactaccag
ttaaaaaaga
agttttaaag
ggacctttgt
ggcatgatgy
ccaatgcaga
cttaaaggag
ggtagtcaaa

gggaccttgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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ttaggtgcag
tacagtgaga
gactggagat
aatctccaaa
catatgttta
cetetteate
ggtgtttgta
agcctagagt
taacataagt
caatcgeatg
gggttcaaaa
agtttctaaa
ataagggcac
cecatggocag
tggtcatagce
agtcagagaa
tctectgettyg
tocttgtete
atatatatat
gttattgget
tatgacaatg
tgcttatceoc
gttcagggge
tggcccagee
ttecteocteeg
totgecacac
gtctcacaca
cctegatete
gaaccaaatg
teoccagagcea
aaattcatee

ctgttagcca

atttaattce
agtgaggcag
aactgaaaac
tatttataaa
gagtgcectga
aggccaaact
tagaaaacta
gagaatttge
gcaggggaaa
gatggggaca
cattcaaggt
ctagecccece
acaggaaccc
aagagaagtg
tggctgtgayg
ccactgcatg
gttctggagt
ttttecaaggt
ataaaacata
attgtaaaaa
tcaaaggeat
cacagcttac
agctteotge
tgccccagaa
agcagctect
actgggotgt
ccatctggat
tcaacacgtt
gaggctcata
ccagagccat
tggattcetag

ggtcatccac
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tagactgggy
ctttgtaagt
catctgetat
gtggcttcac
ggtcatagtce
gtgettgage
gaaaatcaag
toctttttag
gatgaaaaaa
tetgttetga
attaaagatg
agatttgggy
cgggaacact
ctaggcaggg
acatggagcce
tgtgattgte
tctccaataa
atggctatat
gctattcata
tcaatctcat
agaatgetet
agggagggga
tgectetgtt
gagcetatttg
ccccgagage
gagacgggea
geceetggtgy
gtcocttoatg
atcttttact
ggagtagaca
gacttctgga

agacagagta

tecaggtagg
gtecteocacac
cettaccetgg
tttttgaaac
ctgacaatga
aatcaggage
tcaagtgtaa
aaaaggatga
agaacaattt
ttittetgea
gggtagagtt
cttggagett
ggtecteaaa
aatgattatt
tctttectea
aaatgctaat
aaccaatttc
atatagagcet
tttatataca
ttecctgagyga
atgtcaccca
gtgacccccet
ctttggtgag
gtagtgttta
ctgtccagat
tetgggtagt
ttgagccaga
ctttegacac
teteccactg
teggtctget
gecatgtatce

gggtccagac
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cagtggaaag
cttcacattt
ggatccagat
gctgtgetga
tagtattgtg
ccagaaagat
tgaaaaagta
aggctgggag
ttecattagta
acccatgaag
tctaaactag
aaatgaaaag
cagtgecact
ttgcaaaagc
tgcaaagttc
gctgteatgyg
ctgggaatat
atagacatat
ggcattaata
agtgctaaca
ctecetgetg
tggttttcecca
aggggcagec
gggagecgte
gctoecagetce
ggtcoecagea
agctgggaat
aggggtgcte
cattacagceg
tgaaggactc
ttgcagttee

gcagggaaag

agctaatgtt
tgtgaacgtyg
ttteetgeaa
ccaaacaaaa
tagttgaaat
ggaacceatt
aacacgataa
cagagaatag
gatggtgggy
gtaaaaagtg
gttgagggag
tccaggagaa
gtacttagtt
aagtgcaatg
actgttttac
gtcecttect
ttgatgtttt
atagatatat
aagtgcaaat
cagcttatcce
ctgttgttte
ggaagcatca
tctttggaca
tteaggaate
actgaagcgt
ctecagtcaac
ttctggtcge
cegeaccttg
agatgtcatt
aacattctce
cacctgocca

cccaaagteca

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060
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<210> 2

cacaggeagae
acgatgggca
cgggcgagygy
tactcetgta
toegtettee
tetgagaaga
actgcecactyg
gcaaagegac
ttgatgttgt
cagtgctcge
ttetgetgee
agtggtggcea
ctggtgttat
cacatgaaga
gcatcttcca
gttatgttct
atggaggtga
acatcacaaa
atgtegttat
aggacgatgt
getegtoata
ccteegegeo
gatgtggcge
coecggegge
cgggggtgte

gggaaacagg

tecctetee

<211> 4629
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2

aggttaggte
tcttgggect
agetgeccag
ggttgccctt
getectceage
tgtecettote
tcotcaaactg
ctttecccac
tggcacacgt
tgaactccat
ggttaacgeg
ggaggctgat
attcttetga
aagtctcacce
gaataaagtc
cgtecattctt
tgetgeagtt
atttacacag
taaccgactt
gecageggoca
gacegageoe
gegecctote
ccgeteogeca
cgagggaagce
gtogetcegt

aaactcctcg
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gttetteacy
cccacatgga
cttgogeagy
ggegtyggaag
cgtcaggaac
tgtcttecaa
ctctgaagty
cagggtgtec
ggagctgatg
gagcttccge
gtagcagtag
gcctgtcact
gaagatgatg
aggcetbttet
atggtagggg
tctecataca
gctcatgeag
ttgtggaaac
ctgaacgtge
caggcccctg
ccagcegeage
cggaccoega
gccaggagyg
tgcacaggag
gegegegagt

ccaacagctg

aggatattgg
gtgtgatcac
toctoocage
gaggtgatca
tggagtatgt
gaggcatact
ttctgettea
agctcaatgg
tcagagcggt
gtcttgeegg
aagatgatga
tgaaatatga
ttgtcattge
ttttecttca
agettygggygt
gccacacaga
gatttctggt
ttgactgcac
ggtgggateg
agcagccecc
ggacggegeo
gecgggecgyg
ggcctggagyg
tecggeteot
gactcactca

ggcaggacct

168

agctoettgag
tgtggaggtyg
tgatgacatg
gecagtattg
toctecatgett
ccteatagoy
goettggecott
geageageta
catcttccag
ttteceocaggt
tgacagatat
ctagcaacaa
actcatcaga
taatgcactt
catggcaaac
cttectgtgg
tgtcacaggt
cgtigttgte
tgctggegat
gacccatggce
tteoeeggace
cagegeagat
ccggegagygce
gteccgageyg
acttcaacte

ctctececgece

gteeetgtge
agcaatccce
ccgegtoagyg
tttececaac
cagattgatg
aaagatcttyg
atagacctca
tgtgttgtgyg
gatgatggca
tgaactcage
ggcaactcce
gtcaggattg
gctacaggaa
tggagaagca
tgtetctagt
cttetcacag
ggaaaatcte
agtgactatc
acgegtcecac
agaccccgcet
cetggetgeg
gtgegggeca
gcggggagygc
ggtgeacgey
agegotgegg

gagagccttc

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

48629
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ctgtttocee
acacccocge
cegecgggayg
cgccacatct
gegeggagge
atgacgagea
catcgtoctyg
taacgacatg
ttgtgatgtg
caccteeatce
gaacataaca
ggaagatgct
cttcatgtgt
taacaccagc
gccaccactg
gcagcagaag
cgagcactgt
caacatcaac
tegetttgot
agtggcagtce
cttctcagac
gaagacggag
acaggagtac
cctegeoegg
geccatogty
ctgcetgtgt
ggctaacagt
gatgaatttg
getetgggaa
atttggttce

agatcgaggg

cgcagagetg
gcgtgoaccc
ccteccogeg
ggoccgeaca
gcagecaggg
gcggggtetg
tggacgegta
atagtcactg
agattttcca
tgtgagaage
ctagagacag
gcttotecaa
tcetgtaget
aatcctgact
ggagttgcoca
ctgagttcaa
gcecatcatce
cacaacacag
gaggtctata
aagatettte
atcaatctga
ttggggaaac
ctgacgegge
gggattgete
cacagggaca
gactttggge
gggcaggtgy
gagaatgttg
atgacatcte
aaggtgcggg

cgaccagaaa
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agttgaagtt
gctogggaca
cotegeegge
tctgegetge
gtecgggaag
ccatgggteg
taegecageac
acaacaacgg
cctgtgacaa
cacaggaagt
tttgccatga
agtgcattat
ctgatgagtyg
tgttgetagt
tatctgtcat
cctgggaaac
tggaagatga
agctgctgee
aggccaagcet
cctatgagga
agcatgagaa
aatactgget
atgtcatcag
acctecacag
tcaagagetc
tttecetgeg
gaactgcaag
agtccttcaa
getgtaatge
agcacccctg

ttcccagett

gagtgagtca
ggagccggac
ctecaggecc
cggeccggey
gegeagtocg
ggggctgete
gatcccaccy
tgcagtcaag
ccagaaatoc
ctgtgtgget
ceccaagete
gaaggaaaaa
caatgacaac
catatttcaa
catcatctte
cggcaagacyg
ccgetetgac
cattgagctg
gaagcagaac
gtatgcctet
catactccag
gatcaccgee
ctgggaggac
tgatcacact
caatatccte
tetggacect
atacatggcet
gcagaccgat
agtgggagaa
tgtcgaaage

ctggcetcaac
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ctegegegea
toctgtgeag
cctectgget
cggggtccgyg
ctgegetggyg
aggggectgt
cacgttcaga
tttcecacaac
tgcatgagca
gtatggagaa
ccctaccatg
aaaaagcctg
atcatcttet
gtgacaggca
tactgctace
cggaagetca
atcagctcca
gacaccctgg
acttcagage
tggaagacag
ttcectgacgg
tteocacgeca
ctgecgeaage
ccatgtggga
gtgaagaacg
actctgtetg
ccagaagtce
gtctactcca
gtaaaagatt
atgaaggaca

caccagggea

cggagegacy
cttocctogy
ggcgagegyyg
agagggcgeg
ggetoggtet
ggecgetgea
agtcggttaa
tgtgtaaatt
actgcageat
agaatgacga
actttattet
gtgagacttt
cagaagaata
tcagectcoct
gegttaaceg
tggagtteag
cgtgtgccaa
tggggaaagyg
agtttgagac
agaaggacat
ctgaggagcg
agggcaacct
tgggcagcetce
ggcccaagat
acctaacctg
tggatgacct
tagaatccag
tggctctggt
atgagcctec
acgtgttgag

tcecagatggt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320
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gtgtgagacg
tgtggcagaa
ggaggagaag
getgggecat
cocctgaact
ggataagcag
attgtecatag
gccaataaca
tatatatata
agacaaggaa
aagcagagaa
tectetgactg
ctatgaccac
tggecatgga
tgeccttatt
ttagaaacte
tttgaaccoce
atgegattge
cttatgttac
ctctaggett
acaaacacca
atgaagagga
aaacatatgt
ttggagattt
tctocagtee
ctcactgtaa
tgcacctaac
taatatgatt
aaaggggaac
gttttaccct
cogttotete

atgtgggaca

ttgactgagt
cgetteagtyg
attcectgaag
gtccaaagag
gatgcttoct
aaacaacagce
gataagotgt
tttgcacttt
tatatctata
aaacatcaaa
ggaagggacce
taaaacagtyg
attgcacttg
actaagtaca
tctectggac
tcooctcaace
actttttace
cccaccatoet
tattctcetge
tatcgtgttt
atgggttceca
tttcaactac
tttgtttggt
tgcaggaaaa
acgttcacaa
acattagetc
caaggtcoact
ttgactacct
tecetttaagg
ctgcattgga
catcatgecca

caaaggtecc
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gctgggacca
agctggagea
acggctcocct
gotgececte
ggaaaaccaa
agcagggagt
gttagcactt
attaatgecct
tatgtctata
tattcceagg
catgacagca
aactttgeat
cttttgcaaa
gtggeactgt
ttttecattta
tagtttagaa
ttecatgggtt
actaatgaaa
teccecagectt
actttttecat
tetttetggg
acaatactat
cagcacagcyg
totggataoce
aatgtgaagg
tttccactge
tgtaagaaat
tatctggtgt
gtctecagtta
gagaggagtg
gcettcectcaa

atttgeagtt

cgacccagag
tectggacagg
aaacactacc
tcaccaaaga
gggggtcact

gggtgacata

cctcaggaaa
gtatataaat
gctotatata
aaattggttt
ttageatttg
gaggaaagag
ataatcattc
ttgaggacca
agctccaage
actctaccce
gcagaaaaat
aattgttcett
catcetttte
tacacttgac
ctectgattyg
cattgtcagg
tttcaaaaag
caggtaagga
tgtggagaca
ctacctggac
gtccattcaa
taagatttga
geccaagttt
ctttactcea
cctttgeaga

agaaaatttg
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geecgtetea
ctetegggga
aaatagctet
acagaggcaqg
cccctoectg
gagcattcta
tgagattgat
atgaatagect
tatagccata
tattggagaa
acaatcacac
gcteecatgte
cctgcotage
gtgtteeegy
cccaaatctg
atctttaata
cagaacagat
tttttecatet
taaaaaggag
ttgattttet
ctcaagceaca
actatgacct
tgaagccact
tagcagatgy
cttacaaage
cocagtotag
gcagtcattce
agttggectt
cttttgetta
agaagcettte
aattactaga

tgtccacaag

cagoccagtyg
ggagectgete
tctggggcag
caggaagcety
taagctgtgg
tgectttgac
ttttacaata
atgttttata
ccttgaaaag
ctcocagaace
atgcagtggt
tcacagocag
acttetectte
ggttectgtyg

gggggctagt

ccttgaatgt
gtoeccatcoo
ttoccctgea
caaattctca
agttttctat
gtttggectg
caggcactct
ttataaatat
ttttcagtta
tgceteactt
gaattaaate
tctgggtata
ttattggact
tatgttaata
ctcatggtta
gaggatttga

gacaagaaca

1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840
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aagtatgage
caagtaatct
agagagggac
tgagattttt
gtgggtggge
ceacttgecac
tggtgagttt
cttetggott
ttatgttttt
aaatactgac
tteagetgta
aagtctcaag
tattagattg

gtagctaaa

tttaaaactc
cttttttaaa
tggtagtgag
aagatacatg
tgagagttaa
cgtagggcat
ctagaatact
atcagcataa
ttttcttatt
ttttttcact
ctcatgtatt
cacttatttt

aataaagcaa
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cataggaaac
actttttgaa
aatatcaget
caaaggtttg
agacagtgtyg
getgataccea
ggtccattca
actggaatgt
caagaaaaaa
actatacata
aaaataggaa
tattctatge

aatactcagg

ttgttaatca
gctacttatt
ctgtttggat
gaaatagaac
getgoagtag
toccaatage
tgagatattc
agtgtcagag
gaccaaggaa
aagggaaagt
tgtgaatget
attgtttgtc

tgagcatcct

acaaagaagt
ttcagccaaa
ggtggaaggt
ctectaggcac
catagaggceg
tgttgcecat
aagattcaag
gatactgtgg
taacattctyg
tttattcttt
atatactcett
ttttacataa

gectectgtt

gttaatgetg
taggaatatt
ctecattttat
cctcetecagt
cctagaaatt
tgacctotag
agtattctca
cttgttttgt
tagttcctaa
tatggaacac
tttatatcaa
ataaaatgtt

cccattcocta

<210>3
<211> 4629
<212> RNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

ggagagggag

cuguuuccce

acacccecgce

cecgeeggggy

cgoccacaucu

gegeggagge

augacgagca

caucguccug

uaacgacauyg

uugugauguy

cacouecauc

gaacauaaca

ggaagaugcu

cuucaugugu

aaggeucucy

cgoagogoug

gcgugeacce

coucaccogeg

ggccageaca

geagecagygy

gcggggucug

uggacgcegua

auvagucacuy

agauuuucca

ugugagaage

cuagagacaqg

gouucuccaa

uccuguageu

ggcggagaga

aguugaaguu

gcucgggaca

coucgecgge

ucugcgouge

gucegggaag

ccaugggucyg

ucgecageac

acaacaacgyg

ccugugacaa

cacaggaagu

vuugceccauga

agugcauuau

cugaugagug

gguccugecs
gagugaguca
ggagccggac
cuccaggeae
cggeecggeyg
gegecguecy
ggggcugeuc
gaucccaccyg
ugcagucaaqg
ccagaaaucc
cuguguggcu
coccaagouc
gaaggaaaaa

Caaugacaac
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ageuguugge

cucgegogea

uccugugcag

couccuggoun

cgggguccgy

cugegeuggy

aggggcocugu

cacguucaga

uuuccacaac

ugcaugagea

guauggagaa

ccouaccaug

aaaaagceccocug

aucaucuucu

gaggaguuuc

cggagcgacy

cuucccucgyg

ggcgageggyg

agagggcgcyg

ggcucggucu

ggcegougoa

agucgguuaa

uguguaaauu

acugecagcau

agaaugacga

acuuguauucu

gugagacuuu

cagaagaaua

3300

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4629

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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uaacaccage

gccaccacug

geageagaag

cgageacugu

caacaucaac

ucgouuugeu

aguggcaguc

cuucucagac

gaagacggag

acaggaguac

coucgecegg

goccaucgug

cugcougugu

ggcuaacagu

gaugaauuug

goucugggaa

auuugguuce

agaucgagqgqg

gugugagacyg

uguggcagaa

ggaggagaag

gougggocau

cocoocugaacu

ggauvaagcag

auugucauvag

gccaauaaca

uauvauvauaua

agacaaggaa

aagcagagaa

ucucugacug

cuaungacocac

aauccugacu

ggaguugcca

cugaguucaa

geocaucauce

cacaacacag

gaggucuaua

aagaucuuuc

aucaaucuga

uuggggaaac

cugacgegge

gggauugeuc

cacagggace

gacuuugggs

gggcaggugy

gagaauguug

augacaucuc

aaggugcggyg

cgaccagaaa

uugacugagu

cgeuncaguyg

auuccugaag

guccaaagag

gaugcuuccu

aaacaacagc

gauaagcugu

uuugeacuuu

uauaucuaua

aaacaucaaa

ggaagggacc

uaaaacagug

auugeacuug
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uguugcuagu

uaucugucau

cougggaaac

uggaagauga

agcugeougec

aggccaageu

ccuaugagga

agcaugagaa

aauacuggcu

augucaucag

accuccacaqg

ucaagageud

uuucccugey

gaacugcaag

aguccuucaa

gouguaauge

agoaccocug

uucgccagcuu

gcugggacca

agcuggagea

acggoeucecu

geugcccouc

ggaaaaccaa

agcagggagu

guuagcacuu

auuaaugccu

uaugucuaua

uaunucecagyg

caugacagca

aacuuugeau

cuuuugcaaa

cauauuucaa
caucaucuue
cggcaagacy
cegeucugac
cauugagoug
gaagcagaac
guaugccucu
cauvacuccag
gaucaccgec
cugggaggac
ugaucacacu
caauauccuc
ucuggaccen
auacauggcou
geagaccgau
agugggagaa
ugucgaaage
cuggcucaac
cgacccagag
ucuggacagy
aaacacuacc
ucaccaaaga
gggggucacu
gggugacaua
ccucaggaaa
guauauaaau
gcoucuauauva
aaauvugguuu
uuagcauuug
gaggaaagag

auvaaucauuc

172

gugacaggca

uacugcuace

cggaagouca

aucageoucca

gacacccougyg

acuucagage

uggaagacaqg

uuccugacygy

uuccacgeca

cugegcaage

coauguggga

gugaagaacg

acucugucug

ccagaagucc

gucuacuccea

guaaaagauu

augaaggaca

caccagggea

gocegucuca

cucucgggga

aaauvagoucu

acagaggcag

cooecucecuyg

gagcauucua

ugagauugau

augaauagcu

uauvagccaua

uauuggagaa

acaaucacac

gouccaugue

ccugecouage

ucagccuccu

geguuaaceqg

uggaguucag

cgugugocaa

uggggaaagg

aguuugagac

agaaggacau

cugaggagey

agggcaaccu

ugggcagouc

ggcccaagau

accuaaccuyg

uggaugaccu

uagaauccag

uggoucuggu

augageeuce

acguguugag

uccagauggu

cageecaguyg

ggageugeouc

ucuggggeay

caggaagcug

uaageugugyg

ugccuuugac

uuuuacaaua

auguuuuaua

ccuugaaaag

cuccagaace

augcaguggu

ucacagaecayg

acuucucuuc

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1880

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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uggccaugga

ugeccuuauu

uuagaaacuc

uuugaaccce

augegauuge

cuuauguuac

cucuaggcouu

acaaacacca

augaagagga

aaacauaugu

uuggagauvuu

ucuccagucc

cucacuguaa

ugcaccuaac

uaauvaugauu

aaaggggaac

guuuuacccu

ceguucucuc

augugggaca

aaguaugagc

caaguaaucu

agagagggac

ugagauvuuuu

gugggugggc

cecacuugeac

uggugaguuu

cuucuggguu

uwuauguusuu

aaauacugac

uucagcugua

aagucucaag

uauuagauug

acuaaguaca

ucuccuggac

ucgcoucaace

acuuuuuace

ceeaccaucu

uauucucuge

uaucguguuu

auggguucca

uwuucaacuac

uuuguuuggu

ugcaggaaaa

acguucacaa

acauuagouc

caagguoccu

uugacuaccou

uccuuuaagyg

cugcauugga

caucaugcca

caaaggucce

uuuaaaacuc

cuuunuuaaa

ugguagugag

aagauacaug

ugagaguuaa

cguagggcau

cuagaauacu

auncagcauaa

uuuucuuauu

wuuuuucacu

cucauguauu

cacuunauuuu

aauaaagcaa
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guggcacugu

uuuucauuua

uaguuuagaa

uucauggguu

acuaaugaaa

ueccagecuu

acuuuuucau

ucuuuCugyg

acaauacuau

cagcacageg

ucuggauccec

aaugugaagy

uuuccacuge

uguaagaaau

uaucuggugu

gucucaguua

gagaggagug

gecuucucaa

auuugceaguu

cauaggaaac

acuunuugaa

aauaucagceu

caaagguuug

agacagugug

gougauacea

gguccauuca

acuggaaugu

caagaaaaaa

acuauvacaua

aaaauaggaa

uauucuaugc

aauacucagg

uugaggacea
ageuccaage
acucuaccec
gcagaaaaau
aauuguucuu
cauccuuuuc
uacacuugac
cuccuganuyg
cauugucagy
uuucaaaaag
cagguaagga
uguggagaca
cuaccuggac
guccauucaa
uaagauuuga
goccaaguuu
cuuuacucca
couuugeaga
agaaaauuug
uuguuaauca
gouacuuauu
cuguuuggau
gaaauagaac
geugcaguag
ucccaauage
ugagauvauuc
agugucagag
gaccaaggaa
aagggaaagu
ugugaaugcu
auuguuugue

ugagcauccu

173

guguuceegg

cCecaaaucuyg

aucuuuaaua

cagaacagau

uuuuucaucu

uaaaaaggag

uugauvuuucu

cucaagcaca

acuaugaccu

ugaagccacu

uagcagaugyg

cuuacaaagc

cccagucuag

geagucauuc

aguuggccuu

cuuuugcuua

agaagouuuc

aauuacuaga

uguccacaag

acaaagaagu

uncagecaaa

gguggaaggu

cucuaggcac

cauagaggeg

uguugeccau

aagauvucaag

gauacugugyg

uwaacauucuyg

uuuagucuuu

auauvacucuu

uuuuacauvaa

gccouccuguu

gguuccugug

gggggcuagu

ccuugaaugu

guccccauce

uuceccugea

Caaauvucuca

aguuuucuau

guuuggecug

caggcacucu

uuauaaauvau

uuuucaguua

ugcocucacuu

gaauuaaauc

ucuggguaua

uuauuggacu

uauguuaaua

cucaugguua

gaggauuuga

gacaagaaca

guuaaugcug

uaggaauauu

cucauuuuau

coucgcucagu

couagaaauu

ugaccucuag

aguauucuca

cuuguuuugu

uaguuccuaa

uauggaacac

uuuanaucas

auvaaaauguu

cecauucoua

2760

2820

28890

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620
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guagcuaaa 4629

<210> 4

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 4
tggtccattc 10

<210> 5

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 5
ccctaaacac 10

<210> 6

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 6
actaccaaat 10

<210> 7

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 7
ggacgcgtat 10

<210> 8

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 8
gtctatgacg 10
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<210> 9

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 9
ttattaatgc 10

<210> 10

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S3

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5TGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG’3 o secuencias derivadas de
5TGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTAG'3, en donde uno o mas nucleétidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n
es al menos G

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n puede representar 5GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTCC’3 o secuencias derivadas de

5 GAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTCC'3, en donde uno o mas nucleétidos se eliminan del extremo 3’ y en donde n
es al menos G

<400> 10
ntgtttaggn 10

<210> 11

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S4

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5’GCCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA’3 o secuencias derivadas de
5’'GCCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n
es al menos A

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n puede representar 5TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGAA’3 o secuencias derivadas de
5TGTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGAA'3, en donde uno o mas nucleétidos se eliminan del extremo 3’ y en donde n
esalmenos T

<400> 11
ntttggtagn 10

<210> 12
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<211>10
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S1

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5’CATGGCAGACCCCGCTGCTC’3 o secuencias derivadas de
5’CATGGCAGACCCCGCTGCTC’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al
menos C

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n puede representar 5CCGAGCCCCCAGCGCAGCGG’3 o secuencias derivadas de
5'CCGAGCCCCCAGCGCAGCGG’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde n es al
menos C

<400> 12
ngtcatagan 10

<210> 13

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 13
gctcgtcata gaccga 16

<210> 14

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 14
cgatacgcgt ccacag 16

<210> 15

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra Homo sapiens (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 15
gtagtgttta gggagc 16

<210> 16

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 16
gctatttggt agtgtt 16

<210> 17

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra Homo sapiens (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 17
catgaatgga ccagta 16

<210> 18

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 18
aggcattaat aaagtg 16

<210> 19

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 19
ccgcetgeteg tcatagac 18

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 20
cgctgctcgt catagacc 18

<210> 21

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 21
gctgctcgtc atagaccg 18

<210> 22

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 22
ctgctcgtca tagaccga 18

<210> 23

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 23
tgctcgtcat agaccgag 18

<210> 24

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 24
gctcgtcata gaccgage 18

<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 25
ctcgtcatag accgagcec 18

<210> 26

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 26
tcgtcataga ccgagccc 18

<210> 27
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 27
cgtcatagac cgagcccc 18

<210> 28

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 28
cgctgctcgt catagac 17

<210> 29

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 29
gctgctcgtc atagacc 17

<210> 30

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 30
ctgctcgtca tagaccg 17

<210> 31

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 31
tgctcgtcat agaccga 17

<210> 32

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta I
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 32
gctcgtcata gaccgag 17

<210> 33

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 33
ctcgtcatag accgagce 17

<210> 34

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 34
tcgtcataga ccgagcec 17

<210> 35

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta I
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 35
cgtcatagac cgagccc 17

<210> 36

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 36
gctgctcgtc atagac 16

<210> 37

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 37
ctgctcgtca tagacc 16

<210> 38

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 38
tgctcgtcat agaccg 16

<210> 39

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 39
gctcgtcata gaccga 16

<210> 40

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 40
ctcgtcatag accgag 16

<210> 41

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 41
tcgtcataga ccgagc 16

<210> 42

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 42
cgtcatagac cgagcc 16

<210> 43
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<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 43
ctgctcgtca tagac 15

<210> 44

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 44
tgctcgtcat agacc 15

<210> 45

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 45
gctcgtcata gaccg 15

<210> 46

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 46
ctcgtcatag accga 15

<210> 47

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 47
tcgtcataga ccgag 15

<210> 48

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 48
cgtcatagac cgagc 15

<210> 49

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 49
tgctcgtcat agac 14

<210> 50

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 50
gctcgtcata gacc 14

<210> 51

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 51
ctcgtcatag accg 14

<210> 52

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 52
tcgtcataga ccga 14

<210> 53

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 53
cgtcatagac cgag 14

<210> 54

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 54
gctggcgata cgegtcca 18

<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 55
ctggcgatac gcgtccac 18

<210> 56

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 56
tggcgatacg cgtccaca 18

<210> 57

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 57
ggcgatacgc gtccacag 18

<210> 58

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 58
gcgatacgcg tccacagg 18

<210> 59
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 59
cgatacgcgt ccacagga 18

<210> 60

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 60
gatacgcgtc cacaggac 18

<210> 61

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 61
atacgcgtcc acaggacg 18

<210> 62

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 62
tacgcgtcca caggacga 18

<210> 63

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 63
ctggcgatac gegtcca 17

<210> 64

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 64
tggcgatacg cgtccac 17

<210> 65

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 65
ggcgatacgc gtccaca 17

<210> 66

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 66
gcgatacgcg tccacag 17

<210> 67

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta I
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 67
cgatacgcgt ccacagg 17

<210> 68

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 68
gatacgcgtc cacagga 17

<210> 69
<211> 12

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia general

<220>
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<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5’CATGGCAGACCCCGCTGCT'3 o secuencias derivadas de
5’CATGGCAGACCCCGCTGCT'3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’y en donde n es al
menos T

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n puede representar 5’CGAGCCCCCAGCGCAGCGG’3 o secuencias derivadas de
5’'CGAGCCCCCAGCGCAGCGG’3, en donde uno o mas nucleotidos se eliminan del extremo 3’ y en donde n es al
menos C

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> nesa,c,g,o0t

<400> 69
ncgtcataga cn 12

<210> 70

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar ’GGTGGGATCGTGCTGGCGA’3 o secuencias derivadas de
5GGTGGGATCGTGCTGGCGA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al
menos A

<220>

<221> misc_feature

<222>(12) .. (12)

<223> n puede representar 5CAGGACGATGTGCAGCGGC’3 o secuencias derivadas de

5 CAGGACGATGTGCAGCGGC’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde n es al
menos C

<400> 70
ntacgcgtcc an 12

<210> 71

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia general

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 55TGCCCCAGAAGAGCTATTTGGTA'3 o secuencias derivadas de 5 TGCCCCAGAA-
GAGCTATTTGGTA'3, en donde uno o mas nucleétidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al menos A

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> n puede representar ’AGCCGTCTTCAGGAATCTTCTCC’3 o secuencias derivadas de 5’ AGCCGTCTTCAG-
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GAATCTTCTCC’3, en donde uno o mas nucleétidos se eliminan del extremo 3’ y en donde n es al menos A

<400> 71
ngtgtttagg gn 12

<210> 72

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia general

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar ’GCCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCT'3 o secuencias derivadas de 5GCCCAGCCT-
GCCCCAGAAGAGCT’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al menos T

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(12)

<223> n puede representar 5GTTTAGGGAGCCGTCTTCAGGAA’3 o secuencias derivadas de 5GTTTAG-
GGAGCCGTCTTCAGGAA'3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde n es al menos
G

<400> 72
natttggtag tn 12

<210> 73

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia general

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5TGAATCTTGAATATCTCAT 3 o secuencias derivadas de
5TGAATCTTGAATATCTCAT'3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’y en donde n es al
menos T

<220>
<221> misc_feature

<222>(12)..(12)

<223> n puede representar 5GTATTCTAGAAACTCACCA'3 o secuencias derivadas de
5’GTATTCTAGAAACTCACCA’3, en donde uno o mas nucleotidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al
menos G

<400> 73
ngaatggacc an 12

<210> 74

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia general

<220>
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<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5ATTCATATTTATATACAGG’3 o secuencias derivadas de
5’ATTCATATTTATATACAGG’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al
menos G

<220>

<221> misc_feature

<222>(12)..(12)

<223> n puede representar 5GTGCAAATGTTATTGGCTA’3 o secuencias derivadas de
5GTGCAAATGTTATTGGCTA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde n es al
menos G

<400> 74
ncattaataa an 12

<210> 75

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 75
gaatcttgaa tatctcatga atggaccagt attctagaaa c 41

<210> 76

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia (control aleatorizado)

<400> 76
aacacgtcta tacgc 15

<210> 77

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 77
ttcatattta tatacaggca ttaataaagt gcaaatgtta t 41

<210> 78

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 78
tgaggaagtg ctaacacagc ttatcctatg acaatgtcaa ag 42

<210> 79
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<211> 49
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 79
gcctgeccca gaagagctat ttggtagtgt ttagggagcec gtcttcagg 49

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 80
ttgaatatct catgaatgga 20

<210> 81

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 81
cgcaggtcct cccagctgat gacatgccge gtcaggtact cetgtaggt 49

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 82
cagaagagct atttggtagt 20

<210> 83

<211> 78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 83
atgtegttat taaccgactt ctgaacgtge ggtgggateg tgetggegat acgegtecac 60
aggacgatgt gcagcgge 78
<210> 84
<211> 74
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 84

ggecacagge coctgageag cccccgacee atggeagace cegetgeteg teatagaccg 60

agcccccagce gcag 74

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 85
tggtagtgtt tagggagccg 20

<210> 86

<211> 149

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 86
atgtcgttat taaccgactt ctgaacgtge ggtgggatcg tgctggegat acgcgtccac &0
aggacgatgt gcageggeca caggceccectg agcagecccee gacccatgge agaccceget 120
gctegteata gaccgagece ccagogeag 149

<210> 87

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 87
ttgaatatct catgaatgga ccagtattct a 31

<210> 88

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 88
caagtggaat ttctaggcgc ctctatgcta ctg 33

<210> 89

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 89
atttatatac aggcattaat aaagtgcaaa t 31

<210> 90

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 90
aagtgctaac acagcttatc ctatgacaat gt 32

<210> 91

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 91
ccccagaaga gctatttggt agtgtttagg gagecgtct 39

<210> 92

<211> 78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa)

(TGFBR?2), variante de transcripcion 2

<400> 92

ctggtogece tegatcectote aacacgttgt cctteatget ttegacacag gggtgetoce 60
gcaccttgga accaaatg 78
<210> 93
<211> 39

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 93
gtccteeccag ctgatgacat geccgegtcag gtactectg 39

<210> 94

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 94
ctcagcttct getgeeggtt aacgeggtag cagtagaaga 40

<210> 95

<211> 68

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 95
gttattaacc gacttetgaa cgtgeggtgg gatcegtgetyg gegatacgeg tocacaggac &0
gatgtgca 68
<210> 96
<211> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 96
caggecocctyg agcageoocoe gacccatgyge agaccccoget getegtcata gaccgagecce 60
ccag 64
<210> 97
<211> 52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 97
cacgcgceggg ggtgtegteg ctecgtgege gegagtgact cactcaactt ca 52

<210> 98
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<211> 10
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S2

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> w puede representar 5GGTGGGATCGTGCTGGCGAT’3 o secuencias derivadas de
5GGTGGGATCGTGCTGGCGAT’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde w es al
menos T

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> r puede representar 5’ACAGGACGATGTGCAGCGGC'3 o secuencias derivadas de
5’ACAGGACGATGTGCAGCGGC’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde w es al
menos A

<400> 98
nacgcgtccn 10

<210> 99

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S5

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> w puede representar 5CCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTATTTG’3 o secuencias derivadas de
5’'CCCAGCCTGCCCCAGAAGAGCTATTTG’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en
donde w es al menos G

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> r puede representar 5TAGGGAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTC’3 o secuencias derivadas de
5TAGGGAGCCGTCTTCAGGAATCTTCTC’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en
donde w es al menos G

<400> 99
ngtagtgttn 10

<210> 100

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> w puede representar 5TGAATCTTGAATATCTCATG’3 o secuencias derivadas de 5TGAATCTTGAATATCT-
CATG’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde w es al menos G

<220>
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<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> n puede representar 5TGAATCTTGAATATCTCATG’3 o secuencias derivadas de 5’TGAATCTTGAATATCT-
CATG’3, en donde uno o mas nucleodtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde n es al menos G

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> r puede representar 5AGTATTCTAGAAACTCACCA’3 o secuencias derivadas de
5’AGTATTCTAGAAACTCAC- CA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’ y en donde w es al
menos A

<400> 100
naatggaccn 10

<210> 101

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Férmula general S7

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> w puede representar 5ATTCATATTTATATACAGGC’3 o secuencias derivadas de
5’ATTCATATTTATATACAGGC’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 5’ y en donde w es al
menos C

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> r puede representar 5AGTGCAAATGTTATTGGCTA'3 o secuencias derivadas de
5AGTGCAAATGTTATTGGCTA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’y en donde w es al
menos A

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n puede representar ’AGTGCAAATGTTATTGGCTA’3 o secuencias derivadas de 5AGTGCAAATGTTATT-
GGCTA’3, en donde uno o mas nucledtidos se eliminan del extremo 3’ y en donde n es al menos A

<400> 101
nattaataan 10

<210> 102

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 102
gcgagtgact cactcaa 17

<210> 103

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 103
cgagtgactc actca 15

<210> 104

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 104
gcgagtgact cactca 16

<210> 105

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 105
cgcgagtgac tcactca 17

<210> 106

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 106
cgagtgactc actc 14

<210> 107

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 107
cgcgagtgac tcactc 16

<210> 108

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 108
gcgcgagtga ctcactc 17

<210> 109

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 109
gcgagtgact cact 14

<210> 110

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 110
gcgcgagtga ctcact 16

<210> 111

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 111
cgcgcegagtg actcact 17

<210> 112

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 112
cgagtgactc ac 12

<210> 113

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 113
gcgagtgact cac 13

<210> 114
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<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 114
cgcgagtgac tcac 14

<210> 115

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 115
cgcgcegagtg actcac 16

<210> 116

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 116
gcgcegcegagt gactcac 17

<210> 117

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 117
cgcgagtgac tca 13

<210> 118

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 118
gcgcgagtga ctca 14

<210> 119

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 119
cgcgcegagtg actca 15

<210> 120

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 120
gcgcgcegagt gactca 16

<210> 121

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 121
tgcgcgcegag tgactca 17

<210> 122

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 122
cgcgcegagtg actc 14

<210> 123

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 123
tgcgcgcegag tgactc 16

<210> 124

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 124
gtgcgcgega gtgactc 17

<210> 125

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 125
cgcgcegagtg act 13

<210> 126

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 126
tgcgcgegag tgac 14

<210> 127

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 127
cgtgcgegeg agtgac 16

<210> 128

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 128
tgcgcgegag tga 13

<210> 129

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 129
gtcgtcgctc cgtgeg 16

<210> 130
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<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 130
gtcgtcgctc cgtge 15

<210> 131

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 131
gtgtcgtcge tcegtge 17

<210> 132

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 132
tcgtcgetce gtg 13

<210> 133

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 133
tgtcgtcgcet ccgtg 15

<210> 134

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 134
tcgtcgcetee gt 12

<210> 135

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 135
gtcgtcgcete cgt 13

<210> 136

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 136
tgtcgtcgct ccgt 14

<210> 137

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 137
gtgtcgtcge teegt 15

<210> 138

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 138
ggtgtcgtcg cteegt 16

<210> 139

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 139
cgtcatagac cgagcc 16

<210> 140

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 140
atagaccgag cc 12

<210> 141

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 141
gctcgtcata gaccga 16

<210> 142

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 142
cgtcatagac cga 13

<210> 143

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 143
ctcgtcatag accg 14

<210> 144

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 144
gctcgtcata gaccg 15

<210> 145

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 145
gctcgtcata gacc 14

<210> 146
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<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il

(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 146
cagcccccga cccatgg 17

<210> 147

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 147
cagcccccga cccatg 16

<210> 148

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il

(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 148
agcceccgac ccat 14

<210> 149

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il

(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 149
cagcccccga cccaagecce cgacccat 28

<210> 150

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il

(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 150
cgcgtccaca ggacgat 17

<210> 151

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 151
cgcgtccaca ggac 14

<210> 152

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 152
cgatacgcgt ccaca 15

<210> 153

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa)

(TGFBR?2), variante de transcripcion 2

<400> 153
cgatacgcgt cca 13

<210> 154

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 154
tggcgatacg cgtcca 16

<210> 155

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 155
cgatacgcgt cc 12

<210> 156

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 156
gcgatacgceg tcc 13

<210> 157

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 157
gctggcegata cgegtce 17

<210> 158

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 158
ctggcgatac gegtc 15

<210> 159

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 159
gcgatacgcg tc 12

<210> 160

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 160
gctggcgata cgcgtc 16

<210> 161

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 161
tggcgatacg cgtc 14

<210> 162
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<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 162
tggcgatacg cgt 13

<210> 163

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 163
ctggcgatac gegt 14

<210> 164

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 164
ggcgatacgc gt 12

<210> 165

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 165
ctggcgatac gcg 13

<210> 166

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 166
tggcgatacg cg 12

<210> 167

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 167
atcgtgctgg cgatacg 17

<210> 168

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 168
cgtgcggtgg gatcgt 16

<210> 169

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 169
acgtgcggtg ggatcgt 17

<210> 170

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 170
aacgtgcggt gggatcg 17

<210> 171

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 171
aacgtgcggt gggat 15

<210> 172

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 172
tgaacgtgcg gtgggat 17

<210> 173

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 173
cgacttctga acgtgeg 17

<210> 174

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 174
ttaacgcggt agcagta 17

<210> 175

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 175
taacgcggta gcagta 16

<210> 176

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 176
gttaacgcgg tagcagt 17

<210> 177

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 177
ttaacgcggt agcag 15

<210> 178
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<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 178
taacgcggta gca 13

<210> 179

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 179
taacgcggta gc 12

<210> 180

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 180
ttaacgcggt agc 13

<210> 181

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 181
ttaacgcggt ag 12

<210> 182

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 182
gttaacgcgg tag 13

<210> 183

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 183
cggttaacgc ggtag 15

<210> 184

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 184
ccggttaacg cggtag 16

<210> 185

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 185
cggttaacgc ggta 14

<210> 186

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 186
ggttaacgcg gta 13

<210> 187

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 187
ccggttaacg cggta 15

<210> 188

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 188
gccggttaac geggta 16

<210> 189

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 189
tgccggttaa cgeggta 17

<210> 190

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 190
cggttaacgce ggt 13

<210> 191

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 191
ccggttaacg cgg 13

<210> 192

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 192
gccggttaac gcgg 14

<210> 193

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 193
tgccggttaa cgegg 15

<210> 194

212
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<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 194
gccggttaac gcg 13

<210> 195

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 195
ctgceggtta acgeg 15

<210> 196

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 196
gctgecggtt aacgeg 16

<210> 197

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 197
atgccgcgtc aggtac 16

<210> 198

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 198
acatgccgeg tca 13

<210> 199

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 199
gatgacatgc cgcgtc 16

<210> 200

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 200
gacatgccgc gt 12

<210> 201

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 201
gatgacatgc cgcgt 15

<210> 202

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 202
atgacatgcc gcg 13

<210> 203

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 203
tccegeacct tggaacc 17

<210> 204

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 204
cgatctctca acacgt 16

<210> 205

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 205
tcgatctctc aacacgt 17

<210> 206

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 206
cgatctctca acacg 15

<210> 207

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 207
tcgatctctc aacacg 16

<210> 208

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 208
ctcgatctct caacacg 17

<210> 209

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 209
gtagtgttta gggagc 16

<210> 210
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<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 210
gctatttggt agtgtt 16

<210> 211

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 211
agcttatcct atgac 15

<210> 212

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 212
agcttatcct atga 14

<210> 213

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 213
caggcattaa taaagtg 17

<210> 214

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 214
ctaggcgcct ctatgc 16

<210> 215

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 215
taggcgcctc tatg 14

<210> 216

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 216
ctaggcgcct ctatg 15

<210> 217

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 217
taggcgcctc tat 13

<210> 218

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 218
catgaatgga ccagta 16

<210> 219

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 219
gaatggacca 10

<210> 220

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 220
tgaatggacc ag 12

<210> 221

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 221
tgaatggacc agt 13

<210> 222

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 222
atgaatggac cagt 14

<210> 223

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 223
atgaatggac cagta 15

<210> 224

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 224
catgaatgga ccagtat 17

<210> 225

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 225
tcatgaatgg accagtat 18
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<210> 226

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 226
tcatgaatgg accagtatt 19

<210> 227

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 227
ctcatgaatg gaccagtatt 20

<210> 228

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 228
tctcatgaat ggaccagtat tc 22

<210> 229

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 229
atctcatgaa tggaccagta ttct 24

<210> 230

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 230
tatctcatga atggaccagt attcta 26

<210> 231

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 231
atatctcatg aatggaccag tattctag 28

<210> 232

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 232
cgtcatagac 10

<210> 233

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 233
tcgtcataga cc 12

<210> 234

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 234
tcgtcataga ccg 13

<210> 235

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 235
ctcgtcatag accga 15

<210> 236

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 236
atatacaggc attaataaag tgcaaatg 28

<210> 237

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 237
tgctcgtcat agaccga 17

<210> 238

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 238
tgctcgtcat agaccgag 18

<210> 239

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 239
tgctcgtcat agaccgage 19

<210> 240

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 240
ctgctegtca tagaccgage 20

<210> 241

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 241
gctgcetegte atagaccgag cc 22

<210> 242
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<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 242
cgctgctcgt catagaccga gecc 24

<210> 243

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 243
ccgctgcteg tcatagaccg agecce 26

<210> 244

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 244
cccgctgcte gtcatagacc gagecccc 28

<210> 245

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 245
tacgcgtcca 10

<210> 246

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 246
atacgcgtcc ac 12

<210> 247

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 247
gatacgcgtc cac 13

<210> 248

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 248
gatacgcgtc caca 14

<210> 249

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 249
cgatacgcgt ccacag 16

<210> 250

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 250
gcgatacgcg tccacag 17

<210> 251

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 251
gcgatacgcg tccacagg 18

<210> 252

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 252
gcgatacgcg tccacagga 19

<210> 253

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 253
ggcgatacgc gtccacagga 20

<210> 254

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 254
tggcgatacg cgtccacagg ac 22

<210> 255

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 255
ctggcgatac gecgtccacag gacg 24

<210> 256

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 256
gctggcgata cgcgtccaca ggacga 26

<210> 257

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 257
tgctggcgat acgegtccac aggacgat 28

<210> 258
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<211> 10
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 258
gtgtttaggg 10

<210> 259

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 259
agtgtttagg ga 12

<210> 260

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 260
tagtgtttag gga 13

<210> 261

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 261
tagtgtttag ggag 14

<210> 262

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 262
tagtgtttag ggagc 15

<210> 263

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 263
gtagtgttta gggagcc 17

<210> 264

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 264
ggtagtgttt agggagcc 18

<210> 265

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 265
ggtagtgttt agggagccg 19

<210> 266

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 266
tggtagtgtt tagggagccg 20

<210> 267

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 267
ttggtagtgt ttagggagcc gt 22

<210> 268

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 268
tttggtagtg tttagggagc cgtc 24

<210> 269

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 269
atttggtagt gtttagggag ccgtct 26

<210> 270

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 270
tatttggtag tgtttaggga gccgtctt 28

<210> 271

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 271
atttggtagt 10

<210> 272

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 272
tatttggtag tg 12

<210> 273

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 273
tatttggtag tgt 13

<210> 274
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<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 274
ctatttggta gtgt 14

<210> 275

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 275
ctatttggta gtgtt 15

<210> 276

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 276
gctatttggt agtgttt 17

<210> 277

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 277
agctatttgg tagtgttt 18

<210> 278

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 278
agctatttgg tagtgttta 19

<210> 279

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 279
gagctatttg gtagtgttta 20

<210> 280

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 280
agagctattt ggtagtgttt ag 22

<210> 281

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 281
aagagctatt tggtagtgtt tagg 24

<210> 282

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 282
gaagagctat ttggtagtgt ttaggg 26

<210> 283

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 283
agaagagcta tttggtagtg tttaggga 28

<210> 284

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 284
cattaataaa 10

<210> 285

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 285
gcattaataa ag 12

<210> 286

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 286
gcattaataa agt 13

<210> 287

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 287
ggcattaata aagt 14

<210> 288

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 288
ggcattaata aagtg 15

<210> 289

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 289
aggcattaat aaagtg 16

<210> 290
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 290
caggcattaa taaagtgc 18

<210> 291

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 291
acaggcatta ataaagtgc 19

<210> 292

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 292
acaggcatta ataaagtgca 20

<210> 293

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 293
tacaggcatt aataaagtgc aa 22

<210> 294

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 294
atacaggcat taataaagtg caaa 24

<210> 295

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 295
tatacaggca ttaataaagt gcaaat 26

<210> 296

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 296
ctggtccatt ¢ 11

<210> 297

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 297
tggtccattc a 11

<210> 298

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 298
ctggtccatt ca 12

<210> 299

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 299
tccctaaaca c 11

<210> 300

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido
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<400> 300
ccctaaacac t 11

<210> 301

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 301
tccctaaaca ct 12

<210> 302

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 302
cactaccaaa t 11

<210> 303

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 303
actaccaaat a 11

<210> 304

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 304
cactaccaaa ta 12

<210> 305

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 305
tggacgegta t 11

<210> 306
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<211> 11
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 306
ggacgcgtat ¢ 11

<210> 307

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 307
tggacgcgta tc 12

<210> 308

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 308
ggtctatgac g 11

<210> 309

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 309
gtctatgacg a 11

<210> 310

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta 1l (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 310
ggtctatgac ga 12

<210> 311

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 311
tttattaatg ¢ 11

<210> 312

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 312
ttattaatgc c 11

<210> 313

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 313
tttattaatg cc 12

<210> 314

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 314
actggtccat tc 12

<210> 315

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 315

tggtccattc at 12

<210> 316

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido
<400> 316

ctggtccatt cat 13

235



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705066 T3

<210> 317

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 317
actggtccat tca 13

<210> 318

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 318
actggtccat tcat 14

<210> 319

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 319
ctccctaaac ac 12

<210> 320

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 320
ccctaaacac ta 12

<210> 321

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 321
tccctaaaca cta 13

<210> 322

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 322
ctccctaaac act 13

<210> 323

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2),

variante de transcripcion 2, sentido

<400> 323
ctccctaaac acta 14

<210> 324

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 324
acactaccaa at 12

<210> 325

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 325
actaccaaat ag 12

<210> 326

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 326
cactaccaaa tag 13

<210> 327

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido
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<400> 327
acactaccaa ata 13

<210> 328

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 328
acactaccaa atag 14

<210> 329

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 329
gtggacgcgt at 12

<210> 330

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 330
ggacgcgtat cg 12

<210> 331

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 331
tggacgcgta tcg 13

<210> 332

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 332
gtggacgcgt atc 13

<210> 333
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<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 333
gtggacgcgt atcg 14

<210> 334

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 334
cggtctatga cg 12

<210> 335

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 335
gtctatgacg ag 12

<210> 336

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 336
ggtctatgac gag 13

<210> 337

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 337
cggtctatga cga 13

<210> 338

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 338
cggtctatga cgag 14

<210> 339

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 339
ctttattaat gc 12

<210> 340

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 340
ttattaatgc ct 12

<210> 341

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 341
tttattaatg cct 13

<210> 342

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR2), variante de transcripcion 2, sentido

<400> 342
ctttattaat gcc 13

<210> 343

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana dentro del factor de crecimiento transformante de homo sapiens, receptor beta Il (70/80kDa)
(TGFBR?2), variante de transcripcion 2, sentido
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<400> 343
ctttattaat gcct 14

<210> 344

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 344
gtgcagggga aagatgaaaa 20

<210> 345

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 345
gagctcttga ggtccctgtg 20

<210> 346

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 346
agcctctttc ctcatgcaaa 20

<210> 347

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 347
ccttctetge ttggttetgg 20

<210> 348

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido de referencia

<400> 348
gccatggagt agacatcggt 20

<210> 349

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 349
atacgcgtcc acaggac 17

<210> 350

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 350
tacgcgtcca caggacg 17

<210> 351

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 351
tggcgatacg cgtcca 16

<210> 352

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 352
ggcgatacgc gtccac 16

<210> 353

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 353
gcgatacgcg tccaca 16

<210> 354

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 354
cgatacgcgt ccacag 16

<210> 355

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 355
gatacgcgtc cacagg 16

<210> 356

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 356
atacgcgtcc acagga 16

<210> 357

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 357
tacgcgtcca caggac 16

<210> 358

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 358
ggcgatacgc gtcca 15

<210> 359

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 359
gcgatacgceg tccac 15

<210> 360
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<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 360
cgatacgcgt ccaca 15

<210> 361

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 361
gatacgcgtc cacag 15

<210> 362

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 362
atacgcgtcc acagg 15

<210> 363

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 363
tacgcgtcca cagga 15

<210> 364

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 364
gcgatacgcg tcca 14

<210> 365

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 365
cgatacgcgt ccac 14

<210> 366

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 366
gatacgcgtc caca 14

<210> 367

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 367
atacgcgtcc acag 14

<210> 368

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 368
tacgcgtcca cagg 14

<210> 369

<400> 369
000

<210> 370

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 370
tttggtagtg tttaggga 18

<210> 371

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 371
ttggtagtgt ttagggag 18

<210> 372

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 372
tggtagtgtt tagggagc 18

<210> 373

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 373
ggtagtgttt agggagcc 18

<210> 374

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 374
gtagtgttta gggagccg 18

<210> 375

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 375
tagtgtttag ggagccgt 18

<210> 376

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 376
agtgtttagg gagccgtc 18

<210> 377

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 377
gtgtttaggg agccgtct 18

<210> 378

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 378
tttggtagtg tttaggg 17

<210> 379

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 379
ttggtagtgt ttaggga 17

<210> 380

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 380
tggtagtgtt tagggag 17

<210> 381

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 381
ggtagtgttt agggagc 17

<210> 382
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<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 382
gtagtgttta gggagcc 17

<210> 383

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 383
tagtgtttag ggagccg 17

<210> 384

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 384
agtgtttagg gagccegt 17

<210> 385

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 385
gtgtttaggg agccgtc 17

<210> 386

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 386
ttggtagtgt ttaggg 16

<210> 387

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 387
tggtagtgtt taggga 16

<210> 388

<400> 388
000

<210> 389

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 389
gtagtgttta gggagc 16

<210> 390

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 390
tagtgtttag ggagcc 16

<210> 391

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 391
agtgtttagg gagccg 16

<210> 392

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 392
gtgtttaggg agccgt 16

<210> 393

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 393
tggtagtgtt taggg 15

<210> 394

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 394
ggtagtgttt aggga 15

<210> 395

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 395
gtagtgttta gggag 15

<210> 396

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 396
tagtgtttag ggagc 15

<210> 397

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 397
agtgtttagg gagcc 15

<210> 398

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 398
gtgtttaggg agccg 15

<210> 399

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 399
ggtagtgttt aggg 14

<210> 400

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 400
gtagtgttta ggga 14

<210> 401

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 401
tagtgtttag ggag 14

<210> 402

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 402
agtgtttagg gagc 14

<210> 403

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 403
gtgtttaggg agcc 14

<210> 404

251



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705066 T3

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

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 404
gaagagctat ttggtagt 18

<210> 405

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 405
aagagctatt tggtagtg 18

<210> 406

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 406
agagctattt ggtagtgt 18

<210> 407

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 407
gagctatttg gtagtgtt 18

<210> 408

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 408
agctatttgg tagtgttt 18

<210> 409

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 409
gctatttggt agtgttta 18

<210> 410

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 410
ctatttggta gtgtttag 18

<210> 411

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 411
tatttggtag tgtttagg 18

<210> 412

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa)

(TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 412
atttggtagt gtttaggg 18

<210> 413

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 413
aagagctatt tggtagt 17

<210> 414

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 414
agagctattt ggtagtg 17

<210> 415

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 415
gagctatttg gtagtgt 17

<210> 416

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 416
agctatttgg tagtgtt 17

<210> 417

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 417
gctatttggt agtgttt 17

<210> 418

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 418
ctatttggta gtgttta 17

<210> 419

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 419
atttggtagt gtttagg 17

<210> 420

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 420
atttggtagt gtttagg 17

<210> 421

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 421
agagctattt ggtagt 16

<210> 422

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 422
gagctatttg gtagtg 16

<210> 423

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 423
agctatttgg tagtgt 16

<210> 424

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 424
gctatttggt agtgtt 16

<210> 425
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<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 425
ctatttggta gtgttt 16

<210> 426

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 426
tatttggtag tgttta 16

<210> 427

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 427
atttggtagt gtttag 16

<210> 428

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 428
gagctatttg gtagt 15

<210> 429

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 429
agctatttgg tagtg 15

<210> 430

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 430
gctatttggt agtgt 15

<210> 431

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 431
ctatttggta gtgtt 15

<210> 432

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 432
tatttggtag tgttt 15

<210> 433

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 433
atttggtagt gttta 15

<210> 434

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 434
agctatttgg tagt 14

<210> 435

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

257



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705066 T3

<400> 435
gctatttggt agtg 14

<210> 436

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 436
ctatttggta gtgt 14

<210> 437

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 437
tatttggtag tgtt 14

<210> 438

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 438
atttggtagt gttt 14

<210> 439

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 439
tatctcatga atggacca 18

<210> 440

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 440
atctcatgaa tggaccag 18

<210> 441
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 441
tctcatgaat ggaccagt 18

<210> 442

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 442
ctcatgaatg gaccagta 18

<210> 443

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 443
tcatgaatgg accagtat 18

<210> 444

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 444
catgaatgga ccagtatt 18

<210> 445

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 445
atgaatggac cagtattc 18

<210> 446

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

259



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2705066 T3

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 446
tgaatggacc agtattct 18

<210> 447

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 447
gaatggacca gtattcta 18

<210> 448

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 448
atctcatgaa tggacca 17

<210> 449

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 449
tctcatgaat ggaccag 17

<210> 450

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 450
ctcatgaatg gaccagt 17

<210> 451

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 451
tcatgaatgg accagta 17

<210> 452

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 452
catgaatgga ccagtat 17

<210> 453

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 453
atgaatggac cagtatt 17

<210> 454

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 454
tgaatggacc agtattc 17

<210> 455

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 455
gaatggacca gtattct 17

<210> 456

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 456
tctcatgaat ggacca 16

<210> 457
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<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 457
ctcatgaatg gaccag 16

<210> 458

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 458
tcatgaatgg accagt 16

<210> 459

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 459
catgaatgga ccagta 16

<210> 460

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 460
atgaatggac cagtat 16

<210> 461

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 461
tgaatggacc agtatt 16

<210> 462

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 462
gaatggacca gtattc 16

<210> 463

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 463
ctcatgaatg gacca 15

<210> 464

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 464
tcatgaatgg accag 15

<210> 465

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 465
catgaatgga ccagt 15

<210> 466

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 466
atgaatggac cagta 15

<210> 467

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 467
tgaatggacc agtat 15

<210> 468

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 468
gaatggacca gtatt 15

<210> 469

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 469
tcatgaatgg acca 14

<210> 470

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 470
catgaatgga ccag 14

<210> 471

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 471
atgaatggac cagt 14

<210> 472

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 472
tgaatggacc agta 14

<210> 473
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<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 473
gaatggacca gtat 14

<210> 474

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 474
tatacaggca ttaataaa 18

<210> 475

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 475
atacaggcat taataaag 18

<210> 476

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 476
tacaggcatt aataaagt 18

<210> 477

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 477
acaggcatta ataaagtg 18

<210> 478

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 478
caggcattaa taaagtgc 18

<210> 479

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 479
aggcattaat aaagtgca 18

<210> 480

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa)

(TGFBR?2), variante de transcripcion 2

<400> 480
ggcattaata aagtgcaa 18

<210> 481

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 481
gcattaataa agtgcaaa 18

<210> 482

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 482
cattaataaa gtgcaaat 18

<210> 483

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 483
atacaggcat taataaa 17

<210> 484

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 484
tacaggcatt aataaag 17

<210> 485

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 485
acaggcatta ataaagt 17

<210> 486

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 486
caggcattaa taaagtg 17

<210> 487

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 487
aggcattaat aaagtgc 17

<210> 488

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 488
ggcattaata aagtgca 17

<210> 489
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<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 489
gcattaataa agtgcaa 17

<210> 490

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 490
cattaataaa gtgcaaa 17

<210> 491

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 491
tacaggcatt aataaa 16

<210> 492

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 492
acaggcatta ataaag 16

<210> 493

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 493
caggcattaa taaagt 16

<210> 494

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 494
aggcattaat aaagtg 16

<210> 495

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 495
ggcattaata aagtgc 16

<210> 496

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 496
gcattaataa agtgca 16

<210> 497

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 497
cattaataaa gtgcaa 16

<210> 498

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 498
acaggcatta ataaa 15

<210> 499

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2
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<400> 499
caggcattaa taaag 15

<210> 500

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 500
aggcattaat aaagt 15

<210> 501

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 501
ggcattaata aagtg 15

<210> 502

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 502
gcattaataa agtgc 15

<210> 503

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 503
cattaataaa gtgca 15

<210> 504

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 504
caggcattaa taaa 14

<210> 505
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<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 505
aggcattaat aaag 14

<210> 506

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 506
ggcattaata aagt 14

<210> 507

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 507
gcattaataa agtg 14

<210> 508

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido antisentido contra factor de crecimiento transformante de Homo sapiens, receptor beta Il
(70/80kDa) (TGFBR2), variante de transcripcion 2

<400> 508
cattaataaa gtgc 14
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REIVINDICACIONES

1. El oligonucledtido antisentido que consta de 10 a 28 nucledtidos y al menos dos de los 10 a 28 nucledtidos son
LNA y el oligonucleodtido antisentido es capaz de hibridarse con una regién del gen que codifica el TGF-R; o con una
region del ARNm que codifica el TGF-Ry, en donde la region del gen que codifica el TGF-R; o la region del ARNm
que codifica el TGF-R; comprende la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4), y el oligonucledtido antisentido
comprende una secuencia complementaria a la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) y sales e isbmeros opticos
de dicho oligonucleoétido antisentido.

2. Oligonucledtido antisentido segun la reivindicacion 1, en el que el oligonucledtido antisentido hibrida
selectivamente solo con la secuencia TGGTCCATTC (Seq. ID No. 4) de la regién del gen que codifica el TGF-R; o
de la regiéon del ARNm que codifica el TGF-R;.

3. Oligonucledtido antisentido segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el oligonucledtido antisentido tiene una
longitud de 12 a 20 nucledtidos y/o el oligonucledtido antisentido tiene una estructura espaciadora con 1 a 5
unidades de LNA en el extremo terminal 3' y 1 a 5 unidades de LNA en el extremo terminal 5’ y/o en las que el
oligonucledtido antisentido tiene fosfato, fosforotioato y/o fosforoditioato como enlaces internucleoétidos.

4. Oligonucledtido antisentido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el oligonucledtido
antisentido esta representado por la siguiente formula general (S6):
5'-N7-AATGGACC-N8-3' (Seq. ID No. 100)

en donde
N7 representa: TGAATCTTGAATATCTCATG-, GAATCTTGAATATCTCATG-, AATCTTGAATATCTCATG-,
ATCTTGAATATCTCATG-, TCTTGAATATCTCATG-, CTTGAATATCTCATG-, TTGAATATCTCATG-,

TGAATATCTCATG-, GAATATCTCATG-, AATATCTCATG-, ATATCTCATG-, TATCTCATG-, ATCTCATG-, TCT-
CATG-, CTCATG-, TCATG-, CATG-, ATG-, TG- 0 G-;

y

N8 se selecciona entre: -AGTATTCTAGAAACTCACCA, -AGTATTCTAGAAACTCACC, -AGTATTCTAGAAACTCAC,
-AGTATTCTAGAAACTCA, -AGTATTCTAGAAACTC, -AGTATTCTAGAAACT, -AGTATTCTAGAAAC, -
AGTATTCTAGAAA, -AGTATTCTAGAA, -AGTATTCTAGA, -AGTATTCTAG, -AGTATTCTA, -AGTATTCT, -
AGTATTC, -AGTATT, -AGTAT, -AGTA, -AGT, -AG, o -A.

5. Oligonucleodtido antisentido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los Ultimos 2 a 4
nucledtidos en el extremo terminal 5’ son nucleétidos de LNA y los ultimos 2 a 4 nucledtidos en el extremo terminal 3'
son nucleotidos de LNA y entre los nucleétidos LNA en el extremo terminal 5’ y los nucledtidos LNA en el extremo
terminal 3' estan presentes al menos 6 nucleétidos consecutivos que son nucledtidos no LNA o que son nucleétidos
de ADN.

6. Oligonucledtido antisentido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los nucledtidos LNA
estan unidos entre si a través de un grupo fosforotioato o un grupo fosforoditioato o en el que todos los nucledtidos
estan unidos entre si a través de un grupo fosfato o un grupo fosforotioato o grupo fosforoditioato.

7. Oligonucledtido antisentido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que los nucleétidos de LNA
se seleccionan del siguiente grupo:

~ ~ ~

~ -~ ~

Y. Y. Y.
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CHj

en donde

IL' representa -X"-P(=X")(X")-;

X representa = Oor = S;

X representa -O- -OH, -O", -NHRH, -N(R"),, -OCH,CH,OR", -OCH,CH,SR", -BHjs", -R", -SH, -SR", 0 -S;
X" representa -O-, -NH-, -NRH-, -CH»- 0 -S-;

Y es -O-, -NH-, -NR"-, -CH»- 0 -S-;

RC y R se seleccionan independientemente entre si de hidrogeno y alquilo Ci;

B representa una nucleobase seleccionada del siguiente grupo: adenina, timina, guanina, citosina, uracilo, 5-

metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, N*-metilcitosina, xantina, hipoxantina, 7-deazaxantina, 2-metilcinasina,

6-

metilazina, 6-metilguanina, 6-etiladenina, 6-etilguanina, 2-propiladenina, 2-propil-guanina, 6-carboxiuracilo, 5,6-
dihidrouracilo, 5-propinil uracilo, 5-propinil citosina, 6-aza uracilo, 6-aza uracilo, 6-aza citosina, timina 6-aza, 5-

uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-fluoroadenina, 8-cloroadenina, 8-bromoadenina, 8-io-doadenina,
aminoadenina, 8-tioladenina, 8-tioalquilamina, 8- hidroxiladenina, 8-fluoroguanina, 8-cloro-guanina,
bromoguanina, 8-yodoguanina, 8-aminoguanina, 8-tiolguanina, 8-tioalquilguanina, 8-hidroxilgua-nueve,
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, 5-trifluorometiluracilo, 5-fluorocitosina,
bromocitosina, 5-clorocitosina, 5-yodocitosina, 5-trifluorometilcitosina, 7-metilguanina, 7-metiladenina,
azaguanina, 8-azaadenina, 7-deazaguanina, 7-deazaadenina, 7-deaza-8-azaadenina, 3-deazaguanina,
deazaadenina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina.

273
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5-
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8. Oligonucledtido antisentido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que tiene una de las siguientes
estructuras separadoras: 3-8-3, 4-8-2, 2-8-4, 3-8-4, 4-8-3, 4-8-4, 3-9-3, 4-9-2, 2-9-4, 4-9-3, 3-9-4, 4-9-4, 3-10-3, 2 -
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10-4, 4-10-2, 3-10-4, 4-10-3, 4-10-4, 2-11-4, 4-11-2, 3-11-4, 4-11-3.

9. Oligonucledtido antisentido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los oligonucleétidos
antisentido se unen con 100% de complementariedad al ARNm que codifica TGF-R; y no se unen a ninguna otra
region en el transcriptoma humano.

10. Oligonucledtido antisentido seleccionado del siguiente grupo:

::-.:;ID Secuencia, §'-3

219a GbhlsAblsdAsdTsdGsdGedAsdCsC b 1sALT

219k Gb'AbldAdTdGdGIAICC b Ab!

220a Th'sGb'sAb'sdAsdTsdGedGedAsdCsC b sAb sGb'

220k Th'Gh1AL A TdGHEHA4CC AL 'GRT

220c Th'sGb'sAb'sdAsd TsdGedGedasdCedC ' sAb s Gh'

220d ThsdGedA sdAsd TsdGedGedasd CsdCsAb s Gh'

2208 ThlsGh sd A edA sdTedGed GedA s d G sdC sdAsGh!

221a Th'sGb'sAb'sAb'sdTsdGsdGadAsdCsdCsAb sGh1sTh!

221k ThiGh1Ab Ab dUdGAGHAdCHCABTGHITh!

221e Th'sGb'sAb'sAb'sdTsdGsdGsdAsdCedC sAb15Gh s Th!

221d Th'sGh'sAb'sdAsdTadGedGedA sd Cad G adAsGh s Th'

221e Th'eGb 'sdA sdAsdTedGedGedAsdC sdCadAsd GeTh

2211 Th'sdGedAsdA sd Tsd GedGedAsdCsC b 'sAb ' sGb'sTh

232a Ab'sTh'sGb'sAb'sdAsdTedGed GedAsdCeC b 'sAb sGh s Th'

22%h Ab'Tb'Gb'Ab'dAsd Tsd GsdGedAsdCsdC s AL G ITh!

22%c Ab'ThdGdA AT GAGdA ICC B AL G TR

2224 AblsThb sGbsdA sdAsd Ted GedGedAsdCedC sAbsGbsTh?

22%a AblsdTsdGed A sd A sd Tad GedGed A sd Cred Crsd A"sd GaTh!

2221 AblsTbieGbizdA sdAsdUsdGed GedasdCedCsAbisGbisTh2

2229 AbtssThssdGesdAssdAssd TesdGesd GasdAssdCesdCasAbssGhiss Th*
223%a Ab'sThlsGb'sAblsdAdTdGAGHAICAC sAb 1 sGhTsTh1sALT

223h Ab'ssTh'ssdGssdAssdAssd TesdGssd GssdAssdCesdCasdAssdGesd TesAb'
22%c AbTdTAdGHAAAATIGAGAAICICAAIGHTAL'

223d Ab'sTh'sdGedAsdAsdUsd GedGed A sdCedCadhsGhsThsab!

2238 AbFTbIGL A A TAGAGdAICAC d AGR ThE AT

2230 Ab TbldGedAsdAsd Ted GedGedAsdC sdC sAb G ' Th 1 Ab1

223g Ab'sThisGb'sdAsdAsd Ted GedGedAsdCedCad AsdGs Th s Ab?

223h Ab'sTh'sGb'sAb'sdAsdTedGsd GedAsdC sdCrsdAzd GedT sAb’

223 AblssThlssdGesdAssdisedUssdGesdGesd A sedCasdCasdhsed GesThss Ab!
218y C'bisAb s ThisdGsdAsd Asd TedGedGsd AsdCsdCeAb sGbIsThs Ab?
218z C'blsAblsThlsdGedAsdAcd TedGedGedAsd T edC s Ab sGh s ThisAb
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(continua)

:: o Secuencia, 5-3'

218aa C"b'ssAb’'ssTbh'ssdGssdAssdAssdTssdGssdGssdAssdCssdCssAb'ssGb'ss
Tb'ssAb’

21Bab C b'Ab' Th'dGsdA sdAsdlU sdGsdGsdAsdC sdC"sAb'Gb' Th' Ab'

218ac C"b' Ab'Th'dGsdA "sdA"sdT sdGsdGsdA"sdCsdCsAb'Gb ' Th'Ab'

218ad C'b¥sAbfsThisdGdAdAD T dGIGIAICICAb sGbes ThE sAb®

218ae C°b’sAb” sTh' sGb"sdAsdA sdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh sTh' sAb7

218af C*bs' Ab' sdllsdGsdAsdAsdUsdGsdGsdUsdCsdCeAb' sGh'sTh'sAb'

2180 C*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb!sTh' sAb’

218m C*b'sAb'sTh' sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC sdC sAb'sGb 'sTh ' sAb'

218n C°b' Ab' Th'dGsdA sdAsd T sdGed GedAsdC*sdC sAb  Gb'Th' Ab'

2180 C°b'sAb'sTh' sdGsdA s dA"sd TsdGedGsdA sdCsdCsAb sGb'sTh'sAb!

218p C*b'sAb' sTh' sdGedA"sdA"sd TsdGedGedA sdC sdC"sAb' sGb'sTh' sAb’

218q C*b'sAb'sTh' sdGsdAsdA sdTsdGsdGsdAsdC sdCsAb'sGb'sTh'sAb'

218c C'b'sAb'sTh'sdGsdAsd A sd TsdGedGadAsdCsdC s Ab ' sGb'sTh 'sAb!

218r C°b' Ab' Th'dGdADAD T dGAGAAICAICAD'Gb'Th! Ab'

218s C*b'sAb'sTh' sdGdAJAI TIGAG dAIC" sdC sAb sGb'sTh sAb'

218t /5SpC3s/C*b'sAb'sTh'sdGsdAzdAs dTsdG sdGsdAsdCsdCs Ab'sG b sThisAb!

218u C*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb sGh'sTh'sAb' [35pC3s/

218y ISSpC3s/C*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsAb'sGb'sTh'sAb’
13SpC3s/

218ag C°b'sAb'sTh' sdGsdA sdA sdUsdGsdGsdA sdCsdCsAb sGh'sTh'sAb!

218ah C*b'ssAb’ssTh'ssdGssdA"ssdA"ssdTssdGssdGssdA ssdCssdCssdAssdGss
Th'ssAb*

18ai C*b“ssAb‘ssTb*ssGb*ssdAssdAssd TssdGssdGssdAssdCssdCssdAssdGssdT
ssAb*

218aj C*b'Ab'Th'Gb'dA dAdUdGIGIAICIC AR 'Gh' Th'Ab'

218ak C*b'sAb'sTh'sGb'sAb' sdA sdUsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh sTh 'sAb’

218am C*b'sAb' sdUsdGsdAsdAsdUsdGsdGsdAsdCsC b 'sAb'sGh'sTh! sAb’

218an C b sAb%sThisGb sdAsdA sdTsdGsdGsdAs dC sdCsd A sGhisThE sAlbf

218a0 C*b"sAb” sTh sdGedA "z dA zdUsdGadGadAsdCadCadA"=Gb"sTh sAb™

21Bap C'b*sAb? sTh*sGb'sd A sd A= d Ted G sdGedAs dCe dC s dA=d GeTh4s Ab*

21Baq C b Ab*ThiGb*dA dA dT dGd GdAJIC dCdAdG Th* Ab*

218ar C'b'sAb'sTh!sdGsdAsd Asd T sdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh sThisAb!

224a C'b'sAb'sTh'sGbsAb! sdAsdTedGedGedAsdCedCeAbIsGb ' sTh'sAb sTh1

224b C b sAb< sTh sdGsdAsdA sd Tsd G sdGsdAsdCs dCs Ab sG b s ThisAbd s ThE

224c C'b'sAb’sTh' sGb'sdAsdA sdTsdGsdGasdAsdC sdCsdAsdGsTh sAb sTh'
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(continua)

t o Secuencia, 5°-3°

2244 C"b' sdh sdlsd GedAs dAsd sd Ged G sdAsdC "sdC"sAb ' sGb s Th'sAb 1sTh!

224e C'b'sAb'sTh'sdGsdA"sdA"sd T sdGsdGsdA sdC sdC "sAb'sGb'sTh'sAb'sTh'

224 C'b' Ab'dTAGAAJAITdGIGAAICICAAGh TTh' AR’ Th'

2249 C*b1sdAsdTsdGsdAsdASdT sdGsdGsdAsICsdCsdAsdGsTh'sAR! sTh'

224h C'b'Ab'Th'Gb'Ab'dA"dTdGdGdA dC "dC "dAdGdTAR Th!

224i C*b'ssAb'ssTh'ssGb'ssAb ssdAssd TssdGssdGssdAssdCssdCssdAssdGss
Tb'ssAb'ssThb'

224 C B AR T GAA A I T dGAGAA dCIC A GE TH' A THY

224k C bEsAbE sThE sdGsdA s dA"sdUsdGsd G sd A sd G sdC " sdAsd GsThE sAbE sTHE

224m C'b7sAb7 sTh sGb7sdAJAIT dGAG AAIC dC"dAs GbTsTh7sAb sTh7

2253 Th'sC'b'sAb'sTh'sGb'sdAsdAsdT sdGed GedAsdCsdCsAb' sGb s Th sAb s Th !

225b Tb'sC b'sAb’sTh'sG b’ sdAsdAsd T sdGsd G sdAsdCsdCsdAsdGsd TsdAs Th'

225¢ Th'sC b'sAb!sTh'sdGsdAsdAsdTsdGs dGsdAsdC " sdC"sdAsGh'sTh! sAb'sTh!

225d Tb'sCb'sAb'sdTsdG sdAsdAs dT sdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh' sTh 'sAb'sTh!

225 Th'sC'b'sAb!sTh'sdGsdAsdAsd T sdGs dGsdAsICsICsdASIEsTh 'sAR s Th!

225f Te'C b dA I TdGIAJAIUGGIGIAICHC AR G Th! AbT Th'

225g T C b AL Th 540G sdAsdA sdTsd G sdGedAs dC s dC s Ab ' Gb* Th*Ab* Th*

295h Tb'ssC*b'ssAb'ssdTssdGssdA"ssdA ssd TssdGssdGssdAssdCssdC ssdA"ss
dGssTh'ssAb'ssTb'

225 Te2C bZAbZd TG AAdAITAGAG AAIC dC AbZGE T Ab TH

296a Th'sC*b'sAb'sTh'sGb'sdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGhb'sTh'sAb'sTh'
sTb'

226b ThEC bSABSTHE GhedAJAITIG dE dAJCICdAG BFTRE AR TR TRE

226¢ Th'sC*b'sAb'sTh'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGsdTsAb'sTh'
sTb'

226d Th'sdCsdAsdTsdGsdAsdA"sdUsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh'sTh' sAb'sTh'sTh'

226e Th*sC*b*sdAsdUsdGsdAsdAsdUsdGsdGsdAsdCsdC sdAsdGsTh 'sAb s Th*
sTb*

- Tb’ssC*b’ssAb’ssTb'ssGb’ssdAssdAssdTssdGssdGssdAssdCssdCssdAssdG
ssdTssdAssTb'ssTh’

3972 C'b'sTh'sC*b'sAb's Th'sdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGb'sTh'sAb’
sTb'sTb'

237h C*'b*sTh‘sC*b‘sdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGb s Th'sAb*
sTb'sTb*

237e C'b'Th'C b dAITdGAAdAITAGAG AAICHC dAJGTE Ab ThI Th
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(continua)

::q 1o Secuencia, §'-3'

2274 C*b'sdUsdCsdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsGh'sTh'sAb'sTh'
sTb'

2276 C*b*sTb'sC*b*sAb'sdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGsTh 'sAb*
sTh'sTh'

228a Tb'sC*b'sTb'sC*b'sAb'sd TsdGsdAsdAsd TsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGsTh'
sAb'sTb'sTh'sC"b’

228b Th'C*'b'Th'C b AL W THGAAIAITdGd GAAIC G dAdGTE ' Ab T ' Th'C '

228e Tb*sC*b*sTb*sdCsdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGsdTsAb"
sTh*sTh'sC*b"

229a Ab'sTh'sC*b'sTh'sC*b'sdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdC sdCsdAsdGsd
TsAb'sTb'sTb'sC*b'sTb'

228b Ab'ThE'C*'b'ThIC b AdTdGHAdAITIGIGAADC dCdAIGATAL ' TE ' T 'C b ' Th!
Th'sAb'sTh'sC*b'sTh'sdCsdAsdTsdGsdAsdAsd TsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGs

230a 1 1 1 1 1
dTsdAsTb'sTh'sC*b'sTh'sAb

2808 Tb'sAb'sTb'sC*b'sTh'sdCsdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAsdGs
dTsdAsTb'sTh'sC*b'sTh'sAb’

2308 Tb'Ab'Tb'C*b'Tb'dCAAITIGIAJAITIGIGIAICICAAIGA TIATD TH'C*b ' Th'
l.b‘

2318 Ab'sTb'sAb'sTh'sC*b'sdTsdCsdAsdTsdGsdAsdAsdTsdGsdGsdAsdCsdCsdAs
dGsdTsdAsdTsTb'sC*b'sTh'sAb'sGb'

s31p | Ab'Tb'Ab'Tb'C*b'dTdCAAITAGIAJAITIGIGIAICICIAIGATIAITTL'C D'

Tb'Ab'Gb'

en donde las abreviaturas b, d, C*, A*, s, ss tienen el siguiente significado:

b" B-D-oxi-LNA,

b? B-D-tio-LNA,

b3 B-D-amino-LNA,

b* a-L-oxi-LNA,

b5 B-D-ENA,

b8 B-D-(NH)-LNA,

b7 B-D- (NCH3)-LNA,

d 2-deoxi,

C* 5-metilcitosina,

A* 2-aminoadenina,

s el enlace internucleotidico es un grupo fosforotioato (-O-P(O)(S)-O-),
ss el enlace internotétido es un grupo fosforoditioato (-O-P(S)(S")-O-),

/5SpC3s/(-O-P(0)(S")-OC3HsOH en grupo 5'-terminal de un oligonucledtido antisentido,
/3SpC3s/(-OP(0)(S)-OC3HeOH en el grupo 3’ terminal de un oligonucledtido antisentido, los nucledtidos en negrita
son nucledtidos LNA,

nucledtidos que no estan en negrita son nucledtidos no LNA.

11. El oligonucledtido antisentido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para promover la

regeneracion y la reconexion funcional de las vias nerviosas dafiadas y/o para el tratamiento y la compensacion de
la edad inducen disminuciones en la renovacion de células madre neuronales.
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12. El oligonucledtido antisentido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en la
profilaxis y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, trastornos neuroinflamatorios, trastornos
traumaticos o postraumaticos, trastornos neurovasculares, trastornos hipoéxicos, trastornos del sistema nervioso
central postinfecciosos, enfermedades fibroticas, enfermedades hiperproliferativas, cancer, tumores, presbiacusia y
presbicia.

13. Oligonucledtido antisentido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que las enfermedades
neurodegenerativas y los trastornos neuroinflamatorios se seleccionan del grupo que consiste en: enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt Jakob, nueva variante de enfermedad de
Creutzfeldt Jakobs, enfermedad de Hallervorden Spatz, enfermedad de Huntington, atrofia multisistémica, demencia,
demencia frontotemporal, trastornos de las neuronas motoras, esclerosis lateral amiotréfica, atrofia muscular espinal,
atrofias espinocerebelosas, esquizofrenia, trastornos afectivos, depresion mayor, cefalitis meningoenegra,
meningoencefalitis bacteriana, meningoencefalitis viral, meningénica, autoinmunidad, autoinmunismo, lesiones
agudas isquémicas/hipoxicas, accidentes cerebrovasculares, traumatismo de la médula espinal y del sistema
nervioso central, traumatismo craneal y espinal, traumatismos cerebrales, arteriosclerosis, aterosclerosis, demencia
microangiopatica, enfermedad de Binswanger, degeneracion de la retina, degeneracion coclear, degeneracion
macular, sordera coclear, demencia relacionada con el SIDA, retinitis pigmentosa, sindrome de temblor/ataxia
asociado con X fragil, pardlisis supranuclear progresiva, degeneracion estriatonigral, degeneracion
olivopontocerebelear, sindrome de Shy Drager, déficits de memoria dependientes de la edad, trastornos del
neurodesarrollo asociados con demencia, sindrome de Down, sindrome de sinucleinopatias, trinucleétidos, trauma,
enfermedades vasculares, inflamaciones vasculares y envejecimiento del SNC y en donde las enfermedades
fibréticas se seleccionan del grupo que consiste en: fibrosis pulmonar, fibrosis quistica, cirrosis hepatica, fibrosis
endomiocardica, infarto de miocardio antiguo, fibrosis auricular, fibrosis mediastinica, mielofibrosis, fibrosis
retroperitoneal, fibrosis masiva progresiva, fibrosis sistémica nefrogénica, enfermedad de Crohn, queloide, esclerosis
sistémica, artrofibrosis, enfermedad de Peyronie, contractura de Dupuytren y residuos después de los eritemodos de
lupus.

14. Composicion farmacéutica que contiene al menos un oligonucledtido antisentido seguin una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10, junto con al menos un vehiculo, excipiente, adyuvante, disolvente o diluyente
farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
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Figura 32
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